UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR
Doctorado en Ciencias Biomédicas

“EFECTO DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DEL NERVIO VAGO SOBRE LA
ORGANIZACION CIRCADICA DEL SUENO EN EL GATO Y SU CORRELATO

FISIOLOGICO”

T E S I S

gue para obtener el grado de Doctor en Ciencias presenta:
Licenciado en Psicologia Algiandro Vadés Cruz
Tutor Académico: Dr. José Maria Calvo y Otdlora
Asesor: Dr. Augusto Fernandez Guardiola
Jurado asignado por & Comité Académico:
Dr. MIGUEL ANGEL MORALES MENDOZA (Presidente)
Dra. LIMEI ZHANG Ji
Dra. MARIA LUISA FANJUL PENA
Dr. FIDEL RAMON ROMERO
Dra LUISA LILIA ROCHA ARRIETA

Dra. ANABEL JIMENEZ ANGUIANO



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

ABREVIATURAS ...cooooiiieeeceeeeeeeeeeteeeseeeee e aenas s s st sen s s nen s 1
RESUMEN ...ttt tes s sesas s st snas st ense s s tenes s sanansans 3
SUMMOARY ..ottt a st snss s st s aenen e 6
INTRODUGCCION ....ooiiieceeieeeeeeectete ettt ss et ensnaeaesans 9
ASPECTOS GENERALES DEL SUERNO .....cooovucveteeeeeceeeeeeeeeeeeeee e 11
EL CICLO SUENO VIGILIA EN EL GATO ..ot 14
ESTIMULACION ELECTRICA DE AFERENTESVAGALES..........ccccue..... 28
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......ooooieieeteeeeeeeeteeeeee s 34
HIPOTESIS ...ttt ettt 34
OBUIETIVOS ...ttt eete s aen e en s ana s tananens 35

IMIETODO ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e eaeeeeeeereseesaeeneeaanas 36



PROCEDIMIENTO ..ottt 40

RESULTADOS ..ottt eesaesesaeses s sesaesssesssasnss s senassan s sansesnes 46
DISCUSION ...ttt ettt st 59
CONSIDERACION FINAL ...oviecteteieeeecte et essae et 66
APENDICE

MECANISMOS FISIOLOGICOS DEL SUENO .......cooeeeeeeeeieeeeeeceeieeeen, 69
ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL NERVIO VAGO ......cceuveererrrereeeereeeies 81
REFERENCIAS

PUBLICACION Y TRABAJO ENVIADO



ABREVIATURAS
AM
AMc
CGL
CGT
CT™M
EEG
ENTS
ENV
LB

LC
LC-a
MOR (suefio)
NAMB
NMDV
NRD
NRPC
NRPO
NRT
NTS
PBL

PCPA

Nucleo basolatera de laamigdala del 16bulo temporal
NUcleo central de laamigdalade |6bulo temporal
Cuerpo geniculado lateral del tdlamo

Campo gigantocelular tegmental

Campo tegmental magnocelular

Electroencefal ograma

Estimulacién eléctrica del nicleo del tracto solitario
Estimulacion eléctrica del nervio vago

Lineabase

Locus coeruleus

Locus coeruleus afa

Movimientos oculares rapidos (suefio)

NUcleo ambiguo

Nucleo motor dorsal del vago

Nucleo del rafe dorsal

NUcleo reticularis pontis caudalis

NUcleo reticularis pontis oralis

Nucleo reticular del tdamo

Nucleo ddl tracto solitario

Region parabraquia

Paraclorofenilalanina



Peri LC-a

PGO

PPT

RPE

SFOL

SOL |

SOL I

TLD

TP

VIP

Peri locus coeruleus alfa
Ponto-genicul o-occipital
Tegmento pediincul o pontino
Registros post-estimulo
Suefio fasico de ondas lentas
Suefio de ondas lentas

Suefio de ondas lentas |
Suefio de ondas lentas 11
Tegmento lateral dorsal
Tegmento pontino

Péptido intestinal vasoactivo



RESUMEN

Se ha considerado que € nervio vago no juega papel alguno en los mecanismos de los
estadios del ciclo suefio- vigilia, a pesar de estar relacionado anatdmicay funcionalmente con
areas dd sistema nervioso, principalmente del tallo cerebral, que son esenciaes parala aparicion y
mantenimiento de los estadios del suefio. Desde | os trabajos pioneros de estimulacion eléctrica
del nervio vago (ENV) se observaron efectos sobre |os estados de activacion cerebral. Sin
embargo, debido a que la mayoria de los trabajos han sido con preparaciones agudas en € gato,
existe una controversiaen definir s el efecto dela ENV es Unicamente sobre la activacion o
desactivacion transitoria de la actividad del electroencefalograma (EEG), o s también influye en
el patron de los estadios del suefio en el transcurso de horas e incluso dias posteriores ala
estimulacion, es decir que €l efecto sea persistente.

Por lo tanto, €l propésito del presente proyecto fue investigar € efecto de laENV, sobre
la conducta, la organizacién de las fases ddl ciclo suefio-vigiliay la actividad del EEG en gatos
con preparacion crénicay aguda. Paralo cual se llevaron a cabo tres series experimentales.

En la primera serie experimenta se prepararon ocho gatos adultos machos para registro
convenciona de suefio: EEG, el ectrooculogramay electromiograma. Ademas se implantaron
electrodos en € cuerpo geniculado lateral del tdlamo (CGL) para€l registro de las ondas
ponto-genicul o-occipitales (PGO). En cuatro gatos se implant6 un electrodo en forma de
horquilla en €l nervio vago izquierdo, caudal alalaringe y se estimulé durante un minuto, cinco
veces con interval os de una hora, durante 5 dias (30 Hz, pulsos de 0.5 ms, 1.2-3.0 mA de

intensidad). Se tomaron registros polisomnogréficos de 23 horasy se compararon con registros
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de los mismos gatos obtenidos antes de la estimulacion vagal y con registros control de animales
sin implante de electrodo en € nervio vago. Se analiz6 € tiempo total y € nimero de fases de
cada uno de los estadios de suefio, y se cuantificd la densidad de las ondas PGO del suefio de
movimientos oculares rpidos (MOR). La ENV indujo, conductualmente: miosis ipsilateral,
parpadeo, lenglieteo, contracciones abdominales, mirada hacia arriba, inmovilizaciones brevesy
slibitas, deglucion y eventualmente bostezo y maullido. Con respecto a suefio se presentd un
aumento significativo de la densidad de las ondas PGO, un aumento significativo del suefio MOR
en el nimero defasesy en e tiempo total, y ocasionalmente, entradas subitas del estadio de
vigiliaa suefio MOR (reflgjo narcoléptico). Parala segunda serie experimental se implantaron 6
gatos adultos machos, de la misma forma que en la serie anterior. Se sometieron a 15 registros
continuos de suefio de 23 horas, cinco de cada condicion: lineabase (LB), ENV (con los mismos
pardmetros que en la serie 1) y registros post-estimulo (RPE). Se analizé € espectro de potencia
del EEG, d tiempo total y nimero de fases del suefio, la densidad de ondas PGO y las veces que
se presentd € reflgjo narcol éptico. Se obtuvieron |os siguientes cambios significativos: aumento
del Suefio de Ondas Lentas Il e incremento en la potencia en las bandas de |os husos de suefio
(8-14 Hz) y de las ondas delta (1-4 Hz) con ENV y RPE; aumento dedl tiempo total, nUmero de
fasesy de ladensidad de ondas PGO del suefio MOR con ENV; disminucion de vigiliaen los
RPE, y eventualmente se presentd €l reflgjo narcoléptico sélo con laENV.

Latercera serie experimental consistio en andlizar el efectosdelaENV y dela
estimulacion eléctrica dd nucleo del tracto solitario (ENTS) sobre la actividad multiunitaria de
estructuras bulbo pontinas y de la amigdala del 16bulo temporal en 6 gatos anestesiados,

implantados en €l nacleo dd tracto solitario (NTS), en € nicleo central de laamigdala del 16bulo
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temporal (AMc) y laregion parabraguia (PBL), con el éctrodos concéntricos de acero inoxidable
y e nervio vago izquierdo con un electrodo en formade horquilla. Sellevé cabo laENV, con
pardmetros similares a los de los experimentos crénicos; y subsecuentemente la ENTS con pulsos
de 0.5ms de duracion a 30 Hz y de 200 a 300 mA.

L os resultados mostraron que la ENV  induce una aumento en la actividad multiunitaria
neurona del NTS, PBL y AMc; ademés de la aparicion de potencial es que se mantiene minutos
después de las estimulaciones. Mientras que con la ENTS se observé un efecto similar en la PBL
y AMc, ademés de presentarse cambios en la actividad electrogréfica del nervio vago.

Considerando a las tres series experimentales, 1os resultados en general sugieren que la
ENV influye en laactividad EEG y en d ciclo suefio-vigilia através de sus aferentes que
concurren en €l nlcleo del tracto solitario y que se proyectan rostralmente. También se destaca la
importancia de hacer registros de 23 horas, ya que se observaron cambios a largo plazo, que se
reflgiaron en las entradas stbitas de vigilia a suefio MOR, en € aumento de las ondas PGO y €
incremento del tiempo total del suefio MOR. Ademés, e aumento en suefio de ondas lentasy de la
potencia de las bandas asociadas a éste, persistié en los dias posterioresalaENV. Asilos
efectos, que van mas aladel momento de la ENV, podrian deberse a cambios plasticos

provocados por la estimulacion vagal .



SUMMARY

The vagus nerve has not been considered in the deep-wakefulness cycle mechanisms, in
spite of being related anatomically and functionally to areas of the nervous system, mainly of the
stembrain, which are essential for both the onset and maintenance of the sleep stages. One of the
effect detected in the early works of vagus nerve electrical stimulation (VNS) was its influence
over cerebral activation stages. Nevertheless, since most of the works in the cat have been made
in acute preparations, the controversy remains about two subjects: the transitory
activation/inactivation of the electroencephalogram (EEG), or about it's influence over the sleep
stages pattern through the course of hours and even days subsequent to the stimulation, thisis, if
the effect is persistent.

Therefore, the am of the present study isto investigate the VNS effect over the behavior,
the stages organization of the slegp-wake cycle and the EEG activity in cats in both chronic and
acute preparations. Three experimental series were carried out. In the first one, eight male adult
cats were prepared for conventional sleep recordings. EEG, electrooculogram and
electromiogram. In addition, electrodes were placed in the thalamic lateral geniculate body for the
record of the ponto-geniculate-occipital (PGO) waves. In four cats, the left vagus nerve was
dissected at neck level, cauda to the larynx and implanted with a stainless steel hairpin-shape
bipolar electrode, then it was stimulated during one minute, five times with intervals of one hour,
during 5 days (30 Hz, pulses of 0,5 ms, 1.2-3.0 mA of intensity). 23 hours polisomnograph
recordings were taken from and were compared with recordings of the same cats previous vagal

stimulation and with animal control recordings, without vagus nerve electrode. The total time, the



number of each one of the deep stages, and the density of PGO waves of the rapid eye
movement (REM) sleep were analyzed with the following results: The VNS induces: ipsilateral
myosis, blinking, licking, abdomina contractions, upward gaze, swallowing, and eventually
yawning and compulsive eating, as well as an increase of PGO waves density and of the number
of stages and total amount of REM deep. In addition, there was a sudden transition from waking
stage to REM sleep.

For the second experimental series, six male adult cats were implanted in the same way
that in the previous series, then were submitted to 15 continuous sleep recordings of 23 hours
divided in 5 recordings of the following conditions: baseline (BL), VNS and post-stimulus
recording (PSR). EEG power spectrum, total time and number of sleep phases, PGO waves
density, and the number of times the narcoleptic reflex was present (sudden transition from
wakefulness to REM dleep) were analyzed in each recording. Significant changes were detected,
such as enhancement of slow-wave seep stage |1, power increment in the bands corresponding to
deep spindles (8-14 Hz) and delta waves (1-4 Hz) with VNS and PSR; increment in total time,
number of stages, and density of PGO waves in REM deep with VNS; diminution of
wakefulness in PSR, and the eventual appearance of narcoleptic reflex with VNS.

The third experimental series consisted in the analysis of the effects of both the VNS and
the electrical stimulation of the nucleus of solitary tract (SNTS) over the multiunitary activity on
structures of the medulla, pons and temporal lobe amygdaain six adult male cats in acute
preparation. Concentric stainless steel electrodes were placed in the nucleus of solitary tract
(NTS), in the central nucleus of the temporal 1obe amygdala (AMc) and the parabraquia area

(PBL), also, ahairpin-shape bipolar electrode was implanted in the left vagus nerve. The VNS



was done with similar parameters to those of the chronic experiments; and subsequently, the
SNTS was made with pulses of 0.5ms of duration to 30 Hz and 200 to 300 nA.

The results showed that the VNS induces an increase in the neuronal multiunitary activity
of the NTS, PBL and AMc; in addition to appearance of potentials that remains minutes after the
stimulation. Also, with the ENTS, a similar effect in the PBL and AMc, was observed. Besides,
changes in the electrographic activity of the vagus nerve were as well observed.

Our results suggest that VNS, by means of vagus nerve afferences concurring in the
nucleus of the solitary tract which project mainly rostrally, influence both EEG activity and
deep-wakefulness cycle. The relevance of 23-hours recordings must be emphasized, since long
term changes, that were reflected in the sudden entrances of wake to REM dleep, in the increase
of PGO waves and the total time of REM sleep, were observed. In addition, an increase in slow
wave deep and in the power of the associated bands, persistent through later days post VNS, was
also observed. The effects that go beyond the VNS period may be due to plastic changes elicited

by vaga stimulation.



INTRODUCCION

El suefio es una de las tantas areas de estudio que se han desarrollado las neurociencias,
existiendo multiples formas de abordarlo. Desde buscar 10s mecanismos basicos que dan lugar a
este fendmeno, hasta estudiar su caracteristica mas subjetiva: € contenido de las ensofiaciones. De
uno a otro punto estan los model os farmacol gicos, neurofisiol 6gicos, de mapeo de ata
resolucion, sin olvidar ala bioguimicay la biologia molecular.

El ciclo suefio-vigilia es un fendmeno que consiste en la alternancia entre € estado de
vigiliay las diferentes fases del suefio, sendo descrito en varias especies, entre ellas € gato (Felis
catus), que es un buen modelo paralos estudios cronobiol 6gicos del suefio y de otros ritmos
fisioldgicos, debido a que se adapta con facilidad a las condiciones experimentales de un
laboratorio.

En este trabgjo, se estudié € efecto de la estimulacion eléctrica del nervio vago sobre la
conducta, la organizacion de las fases ddl ciclo suefio-vigiliay la actividad EEG en gatos con
preparacion crénicay aguda. Primeramente, se sefialan aspectos generales del suefio, siguiendo
con los ddl ciclo suefio-vigiliaen €l gato, en particular los conductuales y poligraficos que son
materia de |os experimentos desarrollados. Para cerrar la parte de larevision bibliogréfica, setiene
el apartado de la estimulacion del nervio vago y su relacién con € suefio.

Posteriormente se exponen & planteamiento del problema, las hipétesis y |os objetivos,
continuando con la descripcién de las tres series experimentales, dos llevadas a cabo en
preparaciones cronicas y unaen preparacion aguda. En este punto se procurd hacer una
exposicién unitaria para evitar redundancias ya que en las series experimental es se hacen algunos

procedimientos similares. Procediendo del mismo modo en los resultados y en la discusion.
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Posteriormente, se hacen algunas consideraciones con respecto al trabajo, ademas de plantear una
serie de perspectivas.

Cabe mencionar que con € fin de darle continuidad a los puntos principales de latesis, la
revision bibliogréfica acerca de los mecanismos fisiol 0gicos generales del suefio de ondas lentas y
del suefio de movimientos oculares rapidos, asi como de la anatomiay fisiologia general del
nervio vago, son expuestas en un apéndice.

Finalmente se anexan € trabgo publicado y € manuscrito que ha sido enviado para su

publicacién donde e sustentante es primer autor.



11

ASPECTOS GENERALESDEL SUENO

Los primeros estudios sobre € suefio fueron anecddticos y basados en la experiencia
subjetiva de los sujetos. Se le daba més importancia, en la mayoria de los casos, a contenido de
las ensofiaciones. Posteriormente, 10s estudios se basaron en e andlisis de los cambios a escala
vegetativa: didmetro pupilar, presion arterial, frecuencia cardiacay temperatura corporal. Alfred
Maury (1862), sistematizé mediante observaciones en € mismo, € efecto de estimul os externos
para desencadenar el contenido onirico. Estaba interesado particularmente en los fenOmenos
alucinatorios del inicio del suefio, que & 1lamo alucinaciones hipnagogicas.

Utilizando EEG, desarrollado por Richard Caton (1842-1926), que hizo posible €l registro
percutaneo, no invasivo de la actividad eléctrica del cerebro; & médico aleméan Hans Berger
(1929) inicio las investigaciones dirigidas al andisis de los ritmos del EEG durante |os diferentes
estados de aertamiento, con lo cual se adelant6 en el conocimiento del suefio.

Con e EEG se pudo determinar que e suefio es un proceso mdltiple, con distintas etapas
con cambios de frecuenciay voltgje en la actividad eléctrica del cerebro. A partir de estos
elementos se clasificaron los estadios del suefio, segin la porcidn de ritmos EEG que se presentan
(Loomiset a., 1937; Dement y Kleitman, 1957). Aserinsky y Kleitman (1953), describieron que
periédicamente los bebés movian los 0jos con rapidez, sin abrirlos. Cuando hicieron registros
EEG pudieron constatar que estos periodos se acompafiaban de una aceleracion de los ritmos,
semejante ala que se encuentra a inicio del suefio o en lavigilia Al extender sus experiencias a
adulto, pudieron comprobar €l carécter ciclico de estos periodos, que aparecen 4 6 5 veces
durante la noche, emergiendo de las fases del suefio lento. Ademés, descubrieron que si se

despierta a un individuo en esta fase de movimientos oculares rapidos de |os 0jos, suele reportar
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gue estaba sofiando. A este estado fisioldgico particular del suefio, se le ha denominado: suefio
romboencefdlico, suefio paraddjico, suefio rdpido, suefio de movimientos oculares rgpidos (MOR)
(del inglés Rapid Eye Movement, REM), entre otras, pero siempre haciendo referencia al mismo
proceso. En el presente trabgjo se utilizara el término suefio MOR.

Después de que Aserinsky y Kleitman descubrieron € suefio MOR humano; William
Dement (1958), demostré que en |os gatos tiene lugar una fase idéntica del suefio. Al mismo
tiempo en Lyon Francia, Michel Jouvet y Francois Michel (1959), demostrarian que €l suefio
MOR se acomparfia de una atonia muscular. Posteriormente Jouvet (1962), descubrié que esa
atonia era causada por una inhibiciéon activa procedente del tallo cerebral ala aturadel puente,
gue con €l paso ddl tiempo se identificaria como e centro cerebral del suefio MOR.

A partir de las observaciones de Bremer (1935) y posteriormente de Moruzzi y Magoun
(1949), se considerd que € suefio era € resultado de una disminucién de lavigilia, producto de la
desaferentacion sensorial, es decir, un proceso pasivo. Sin embargo, Hess (1944) logré producir
una conducta similar a suefio por estimulacion eléctrica de baja frecuencia en regiones
paramedianas del talamo; observandose posteriormente que esta conducta esta asociada con
ondas de gran amplitud y con descargas en huso (Hess et al., 1953). Demostrando asi que €
suefio es producto de la activacion de regiones cerebral es especificas, es decir, un proceso activo.
Otra vertiente de lainvestigacion sobre el ciclo suefio- vigiliaesla neurohumoral, propuesta por
Pieron (1913), quien suponiaque € inicio del suefio se debia ala acumulacion de factores
humorales (hipnotoxinas) y que algunos compuestos hipnégenos acumulados en lasangreo en €
liquido cefalorraquideo durante lavigilia, acanzaban un nivel depresor de las zonas de

integracion de la vigilia. Desde entonces, han sido descritos varios factores hipndgenos: € écido
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l&ctico, €l bidxido de carbono, € colesterol y otras distintas sustancias hipndgenicas aid adas del
dializado sanguineo.

El nimero de investigaciones sobre e suefio ha crecido considerablemente, basdndose en
las més diversas técnicas, como las electrofisiol dgicas, farmacol dgicas, bioquimicas,
histoquimicas, de imagenologia, etc. Lo cua ha aportado informacidn nueva, diferente, que
establece correlaciones electrofisioldgicas y neuroquimicas con la actividad mental y los niveles de
conciencia, informacion que proporciona una vision distinta del suefio y que ha permitido estudiar
su filogeniay ontogenia. Sin embargo, alin no conocemos en su totalidad el papel biol6gico que

desempefia.
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EL CICLO SUENO-VIGILIA DEL GATO

En el gato se presentan cuatro fases en el ciclo suefio-vigilia: vigilia, suefio de ondas lentas
| (SOL 1), suefio de ondas lentas Il (SOL 11) y suefio MOR (Ruckebush y Gaujoux, 1976;
Sterman et al., 1965; Ursin, 1968) (Fig. 1). Aunque comparte los mecanismos neurofisiol 6gicos
generales de la mayoria de los mamiferos (Fig. 2), la distribucién temporal de las fases del ciclo
suefio-vigiliadd gato es diferente alanormacomuin de aguellos, debido a que su componente
circadiano es débil en relacién con los indicadores ambientales como laluz y la oscuridad (Lancel
et a., 1991). Esto lo distingue, por ggemplo de larata (Neuhausy Borbely, 1978), € ratén
(Mitler et ., 1977) y €l hamster (Tobler y Jaggi, 1987) gque predominantemente duermen durante
el periodo de luz, o delaardilla (Dijk y Daan, 1989) y € hombre los cuaes duermen durante el
periodo de oscuridad. En diversos estudios (Kuwabara et al., 1986; Lucas, 1979) se ha
encontrado que no existe una influencia determinante de los indicadores ambientales de
luz-oscuridad en € patrén de distribucién de las fases |os estadios ddl suefio, ya que éstos solo
actuarian como un reforzador de un ritmo endédgeno (Vadés-Cruz, 1997).

El EEG durante €l ciclo suefio-vigiliaen e gato es muy regular, y muestra cambios en su
espectro de potencia dependen del estado de vigilancia en € que se encuentre. En condiciones
controladas, la densidad de la potencia del EEG en SOL y en suefio MOR no cambia
sistematicamente pero es sensible a las manipulaciones conductuales (Lancd et a., 1991, 1992) y

alos tratamientos farmacol égicos (Lancel, 1993).

Aspectos conductuales y poligraficos

Vigilia
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Aspectos conductuales
En un gato despierto se pueden observar gran variedad de conductas, desde espontaneas
hasta conductas elaboradas en respuesta a la estimulacién ambiental (reaccion de orientacion)

(Ayala, 1976, 1983).

Aspectos poligraficos

El estado de aerta muestra un EEG cortical y subcortical con frecuencias répidas (gamma
30-50 Hz) de bajo voltgie (20-30 nV), y una actividad de 5 a 7 Hz en la porcion rostral del
hipocampo. Durante la vigilia atentay durante diversas conductas exploratorias aparece la
actividad teta del hipocampo, que son oscilaciones de ritmicasde 4 a 12 Hz (Grastyan et dl.,
1959; Vanderwolf , 1969). Ademés, & tono muscular es e evado y existe un gran niUmero de
movimientos oculares (Jouvet, 1967a).

En lavigiliatranquilala actividad cortica alcanza unafrecuenciaentre 5y 8 Hz; mientras
gue en € &rea CA1 del hipocampo y en la corteza perirhinal aparece a manera de salvas actividad
de 80 a 200 Hz, llamada ripples (Chrobak y Buzsaki, 1996; Collinset al., 1999; Csicsvari et al.,
1999).

Cuando € animal se encuentra atento y mueve 1os 0jos en funcion de la estimulacion
externa, se registra una actividad e éctrica fasica que recibe el nombre de "potenciales de
movimiento ocular" (Brooks, 1968; Brooksy Gershon, 1971), que pueden registrarse en €
puente, en el CGL vy en la corteza occipital; estos potenciales se presentan después del

movimiento ocular y su amplitud depende de su velocidad y de lailuminacién (Jouvet, 1972a).
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Figura 1. Registro polisomnogréfico de los distintos estadios del ciclo suefio-vigilia. Corteza
prefrontal izquierday derecha (Cxpf-1 y D), Nucleo basolateral delaamigdaladel 16bulo temporal
izquierday derecha (AM- | y D), Cuerpo geniculado lateral del talamo izquierdo y derecho (CGL-I
y D), Electrooculograma (EOG) y Electromiograma (EMG). Las caracteristicas del trazo
electrogréafico y la conducta correspondiente a cada estadio se describen en € presente capitulo.
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Figura 2. Esguema de una vista sagital medial de algunas poblaciones neuronalesimplicadas en
los distintos estadios del suefio. Los circulos indican a las neuronas que disminuyen su actividad
durante € suefio MOR. Los cuadros sefialan las neuronas que se encuentran activas durante el
suefio €l asterisco sefiala al area donde se encuentran las neuronas gque se activan para generar y
mantener al suefio MOR. El area que comprende al tdlamo e hipotdlamo es necesaria para la
generacion del suefio de ondas lentas. Area predptica medial (Mpo), area predptica ventrolateral
(VIpo). Nomenclatura del dibujo en inglés. (Tomado de Segel, 2005).

Suefio de ondas lentas
En e gato e SOL sedivideen dosetapas| y 11, clasificados por € porcentge de
actividad lentay de ato voltge en € EEG durante € suefio (Dement y Kleitman, 1957,

Rechtschaffen y Kales, 1968).

Aspectos conductuales
Durante lafase SOL |, € gato adopta la posicién de "esfinge”, manteniendo inicialmente la

cabeza erguida, dejandola caer progresivamente, se presenta el cierre palpebra y larelgacion de
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las membranas nictitantes. En lafase SOL |1, e animal apoya la cabeza en sus patas anterioresy la

actividad muscular disminuye progresivamente (Jouvet, 1967a).

Aspectos poligraficos

El EEG durante el SOL | se caracteriza por la aparicion de husos de suefio (7-14 Hz),
mezclados con ondas delta (1-4 Hz) de alto voltgje y con frecuencias de 13 a 26 Hz, ademas se
estabilizay disminuye e tono muscular en relacion con lavigilia. Lafase SOL |l se caracteriza
por la aparicién en mayor proporcion de la actividad deltay de actividad menor a 1 Hz sostenida
y de alto voltgje, que en ocasiones alterna con la aparicién de husos de suefio. (Steriade et al.,
1993a; Steriade y Timofeev, 2003).

Alternando con los husos del suefio y con laactividad lentamenor al Hz, enla
neocorteza aparece actividad de 80 a 200 Hz (ripples) (Grenier et al., 2001; Steriade et al.,
1993hb), que depende de la despolarizacion neuronal y su origen es intracortical. Sin embargo,
aungue los ripples han sido identificados durante € suefio lento, no son exclusivos de éste, ya que
también se han registrado en lavigiliay en € suefio MOR relacionandol os con posibles procesos
plasticos que ocurren en los distintos estados de vigilancia (Steriade et al., 2001).

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

1997).
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Durante el SOL, aparecen |os husos de suefio que se caracterizan por una actividad
oscilatoria a 7-14 Hz con una duracion de 1 a 2 segundos. En diferentes trabgjos se ha
determinado que e marcapasos de esta actividad se sitlia en e nucleo reticular del tdlamo (NRT)
(Deschenes et al., 1984; Steriade y Deschenes, 1984; Steriade et al.,1985, 1996), € cual dispara
brotes de potenciales ala frecuencia de los husos de suefio (Bal et al., 1995a, 1995b). Los husos
del suefio pueden ser abolidos de los sistemas tdlamo-corticales después de lalesion de neuronas
de NRT o por & seccionamiento que separe a éste de las neuronas tdlamo-corticales (Steriade et
a., 1985). Sin embargo, los husos siguen apareciendo en € NRT aungue sea desaferentado del
talamo dorsal y de la corteza cerebral (Steriade et al., 1987). Ademas, laritmicidad de los husos
puede ser registrada en neuronas aidladas de este nicleo (Wang y Rinzel, 1993; Destexheet dl.,
1994; Bazhenov et d., 2000).

El NRT esté béasicamente constituido por neuronas gabaérgicas (Fuentealba et al., 2004),
por lo que generan potencial es sindpticos inhibitorios en las neuronas talamicas de proyeccion
cortical alafrecuencia de los husos de suefio. Debido a que las neuronas taldmicas de relevo
cortical disparan potenciales de accion a niveles hiperpolarizantes (espigas de Ca2+ de bagjo
umbral) (Jahnseny Llinas, 1984), y transmiten esta ritmicidad hacia la corteza cerebra (Steriadey
Deschenes,1988), se generan potencial es sinapticos excitatorios ritmicos y potenciales de accién a
la frecuencia de los husos de suefio en las neuronas de la corteza cerebral, los cuales se recogen
en e EEG.

Las ondas delta son otra de |as actividades ritmicas que caracteriza €l EEG durante €
SOL.. Se ha considerado que se generan en la corteza cerebral, ya que en |os trabg os realizados

en gatos ataldmicos se mostraba la presencia de ondas delta en € EEG (Villablanca, 1974). Sin
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embargo, las neuronas talamicas tienen propiedades € ectrofisiol dgicas que generan descargas de
potenciales de accidn a esta frecuencia que contribuyen a generar €l patron de las ondas delta.
Esta actividad delta del tadlamo se demostré en primer lugar in vitro (Soltesz et al., 1991,
McCormick y Pape, 1990) y posteriormente fue descrita en gatos (Steriade et ., 19914;
Curré-Dossi et d., 1992). La actividad delta del tAlamo se genera por la activacion de una
corriente cationica (Nat+ y K+) denominada lh que tiende allevar a potencial de membrana a
niveles més despolarizados. El cambio de potencial de membrana generado por esta corriente es
suficiente para disparar un potencial de accion Ca2+ de bajo umbral, durante la activacion de éste,
la corriente |h seinactivay vuelve a activarse después de gue haterminado € potencia de accion.
Este ciclo se repite siempre en € intervalo de 1-4 Hz, este nivel de hiperpolarizacién del potencial
de membrana en € que las neuronas taldmicas oscilan a la frecuencia delta se alcanza de forma
natural durante el SOL (McCarley et al., 1983).

Registros intracel ulares en gatos durante €l suefio espontaneo muestran que €l potencial de
membrana se hiperpolarizaa comienzo del SOL | y alcanzalos valores més negativos durante el
SOL Il gue tiene ondas lentas de gran amplitud (Hirsch et a., 1983). Las descargas de las
neuronas talamicas se trasmiten a la corteza cerebral y contribuyen ala generacion de las ondas
delta que aparecen en € EEG, siempre que esta actividad aparezca sincronicamente en las
neuronas talamicas. Consecuentemente, registros intracelulares en neuronas de la corteza cerebral
de gatos anestesiados o durante € suefio espontaneo presentan potenciales a lafrecuenciade 1-4
Hz, generados por esta actividad delta taldmica; pero ademés por la actividad de otras neuronas
corticales como las piramidales que disparan brotes de potenciales de accién ritmicos a esta

frecuencia, que contribuirian a la actividad delta mediante proyecciones cortico-corticales
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(Steriade et d., 1993a). Sumado alo anterior, la actividad de las neuronas corticales a una
frecuenciamenor a 1 Hz se correlaciona con brotes de ondas deltaen el EEG (Steriade et dl.,
19933, 1993b, 1993c).

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

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

Al existir una actividad tan sincronica en la corteza cerebral, que recluta tanto neuronas de
proyeccion como interneuronas en areas extensas de la corteza cerebral, ésta se puede difundir a

areas subcorticales como los nlcleos del corddn posterior (gracilisy cuneatus) donde se modulan
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las respuestas a estimul os somatosensoriales (Marifio et al., 1996) y a otras areas como €l septum
medial, la banda diagona de Brocay la substancia inominata que contienen neuronas colinérgicas
y gabaérgicas que proyectan a la corteza cerebral (Mesulam et al., 1983; Nufiez, 1996; Semba,
2000). Las proyecciones colinérgicas y gabaérgicas modulan la actividad de las neuronas
corticales y sus respuestas a estimulos sensoriales (Golmayo et al., 2003). En animales
anestesiados, estas neuronas oscilan sincronicamente con las neuronas corticales alafrecuencia
deltay alamenor de 1 Hz y contribuyen a mantener esta actividad en la corteza cerebral.

Lainteraccién entre la actividad cortical y |a talamica tiene gran importancia porque
modifica las oscilaciones generadas en € talamo y laincluye dentro de una red neuronal tdlamo-
cortical oscilante, que finalmente va a generar €l patron caracteristico del EEG durante el SOL
(Amzicay Steriade, 1998). La actividad menor a 1 Hz generada en la corteza cerebra se
transmite hacia el tdlamo mediante la proyeccion cortico-talamica. Estas fibras son
glutamatérgicas, provocando despolarizaciones en las neuronas talédmicas de relevo, € blogqueo de
las oscilaciones talamicas ala frecuencia deltay € disparo ténico de las neuronas del talamo (Nita
et a., 2003). La proyeccion cortico-taldmica activa alas neuronas del NRT y desencadena la

descarga de husos de suefio (Amzicay Steriade, 1997).

Transiciéon SOL-MOR

Después de algunos minutos de iniciado € SOL 11, aparecen cambios en el EEG que dan
inicio aunafase detransicion entre e SOL 1l y & suefio MOR; aunque a ésta se le ha considerado
de manera general como parte del SOL. Los cambios generados en la actividad del EEG durante

este periodo no son de manera abrupta sino se van dando de forma gradual (Capitani et al., 2005).
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Inicialmente aparecen los potenciales PGO que preceden a suefio MOR (20 a 30 segundos)
(Tomasy Band, 1967), la densidad de la potencia de la banda delta comienza a decender mientra
gue labandatetay sigma (12 a 16 Hz) aumentan progresivamente (Benington et al., 1994); hasta
gue finamente se instala por completo la actividad caracteristica del suefio MOR.

En distintos trabajos a este periodo de transicion entre el SOL 1l y €l suefio MOR sele ha
denominado suefio fasico de ondas lentas (SFOL) (Tomasy Band, 1967), estadio intermedio del
suefio (Gottesmann, 1992), pre-suefio MOR (Ruigt et al., 1989) o suefio de transicion (Mandile et

al., 1996); haciendo referencia a mismo fenémeno.

Sueiio MOR
Aspectos conductuales

Durante & suefio MOR, los gatos generalmente toman la posicion de ovillo y se puede
observar la aparicién de fendbmenos fési cos, que consisten en movimientos rapidos de |os ojos en
sentido horizontal, vertical u oblicuo, que se acompaiian de miosis acentuada, interrumpida
fésicamente por breves midriasis concomitantes con los movimientos oculares y con retracciones
de las membranas nictitantes (Berlucchi, et al., 1964). Aparecen movimientos rdpidos de las
orgjas, del belfo y de las extremidades. La respiracion se vuelve irregular y con periodos cortos de
apnea.

El suefio MOR ocurre de una manera ciclica después de un periodo de SOL que

corresponde aproximadamente de 10 a 15 minutos y su duracion promedio es de 5 minutos.

Aspectos poligraficos
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El suefio MOR se caracteriza por la actividad répida EEG, atonia muscular, los
movimientos rapidos de los 0jos y los potenciales PGO. Los componentes poligraficos que
caracterizan a suefio MOR han sido clasificados de acuerdo a su ocurrencia tempora en dos
tipos. fendbmenos tonicosy fasicos.

L os fendmenos tonicos son aquellos que persisten de manera continua durante todo €l
periodo del suefio MOR: la actividad EEG rapida, la atonia muscular y la actividad teta del
hipocampo. Los fendmenos fasi cos se van presentando durante breves periodos de manera
repetitiva durante este estadio de suefio: 1os movimientos oculares rgpidos, la actividad PGO, las
contracciones de los musculos (mioclonias) y las fluctuaciones cardio-respiratorias.

Laactividad EEG répida (20 a 30 Hz) de bajo voltagje, se presenta en regiones
diencefdicas, mesencefdicas y corticales. Lesiones en laregion donde se localizan los niicleos
reticularis pontis caudalis (NRPC) y reticularis pontis oralis (NRPO) suprimen la actividad rapida
cortical tanto en lavigiliacomo en el MOR (Jouvet, 1962). La actividad generadaen el NRPC y
NRPO genera una despolarizacion de las neuronas talamo-corticales que influye en la activacion
de amplias zonas de la corteza (Sakai, 1985; Curré-Dossi et al., 1991; Steriade et al., 1991b).
Neuronas mesopontinas de natural eza colinérgica presentan descargas tonicas de ata frecuencia,
similares alas que ocurren durante la activacion cortical del suefio MOR (EI Mansari et a., 1989,
1990; Steriade et al., 1990)

Laactividad teta del hipocampo es generada en €l septum y aparece de manera continua
en laporcion dorsal y ventral del hipocampo. El ritmo teta esta presente en todos |os estados
conductual es, aunque se muestra en su formamas puray sincronizada en lavigiliaactivay €

suefio MOR (Gaztelu et a., 1994). En animales despiertos, aparece en brotes y ha sido asociada a
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conductas de orientacion y con € procesamiento, almacenamiento y evocacion de la memoria.
Durante e suefio MOR la actividad teta es mas regular que en lavigilia (Jouvet, 1962; Arnolds et
al., 1979). Ademés, se ha postulado que durante €l suefio MOR |os controles homeostaticos estan
disminuidos o suprimidos y € ritmo teta podria servir de organizador temporal aternativo de los
ritmos autondémicos durante éste (Pedemonte et al., 1999, 2003).

Las ondas o actividad PGO, son llamadas asi porgue en estas tres estructuras y en ese
orden registraron inicialmente (Ayala, 1983); primero Jouvet y Michel (1959) en e puente,
posteriormente Mikiten y colaboradores (1961) en el CGL y Mouret y colaboradores (1963) en la
corteza occipital. Es posible registrar actividad PGO en € nlcleo oculomotor (Bizzi y Brooks,
1963), @ coliculo superior (Calvet et d., 1964), € cerebelo, la corteza auditivay € nicleo del
nervio trigémino (V par craneal) (Roffwarg et al., 1979), en e cuerpo geniculado medio
(Roffwang et a., 1979) y en agunas estructuras talamicas como € nucleo pulvinar, la habénula, €
nucleo central lateral y e nucleo latera posterior (Hobson, 1964), asi como en amigdala, giro del
cingulo e hipocampo (Calvo y Ferndndez-Guardiola, 1984). Las estructuras involucradas en la
generacion de los potenciales PGO se localizan en redes neuronales de la region pontina, entre
ellas, laregion dorsolateral del tegmento pontino (TP), € tegmento pedinculo pontino (TPP), una
region vecinaa locus coeruleus (LC) denominada"Area X" y laregion parabraquia (PBL)
(Cdlaway et a., 1987; Datta, 1995, 1997; Sakai, 1986).

LaPBL cuenta con cumulos de células colinérgicas (Dolabelay Singer, 1987; Jonesy
Beaudet, 1987), que a ser activadas por agonistas colinérgicos, provoca lainstalacion de
potenciales PGO independientes de |os estadios del suefio (Datta et al., 1992), y produce un

aumento alargo plazo de SFOL y del suefio MOR (Calvo et al., 1992; Hobson et al., 1993;
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Quattrochi et a., 1998). Los potenciales PGO se propagan haciael sistemavisud (Bizzi y
Brooks, 1963), lacorteza del sistema auditivo y al sistema oculomotor (nucleos de los pares
craneadles|ll, IV y VI) para provocar los movimientos oculares del suefio MOR (Cespuglio et al.,
1976).

L os movimientos oculares répidos, se presentan desde € inicio del MOR, con una
frecuencia de 60-70 movimientos por minuto y difieren de los movimientos oculares de lavigilia
por su velocidad, distribucion temporal y por su patron de ocurrencia (Jeannerod y Mouret,
1963). Se presentan en forma ailaday en forma de salvas cortas (5-10 movimientos). Pero la
manera mas caracteristica es en salvas prolongadas de 50 movimientos aproximadamente. Estos
se originan a nivel pontino y son regulados a nivel del mesencéfaloy del coliculo superior; por lo
gue se sugiere que |os mecanismos fisiol gicos de los movimientos oculares de la vigiliay del
suefio MOR son diferentes (Calvo, 1983; Wehrle, 2005).

La atonia muscular del gato durante €l suefio MOR, esté controlada por regionesdel LCy
el TP (Jouvet y Delorme 1965; Henley y Morrison, 1974; Sastre et al., 1978; Morrison, 1979). La
region involucrada en la pérdida de atonia incluye la porcion medial del locus coeruleus-alfa (LC-
a) y laparte dorsalateral del NRPO y NRPC; Sakai (1980) designé a estd zona como area pei-
locus coeruleus-alfa (Peri-LC-a). Las cdlulas de esta regién gercen un efecto tonico excitador en
las neuronas del nucleo reticularis magnocelularis del bulbo raquideo, € cual inhibe las
motoneuronas espinales durante € suefio MOR (Sakai, 1985; 1986). L as proyecciones
descendentes de las neuronas colinérgicas mesopontinas en € TPP hacialaformacion reticular
pontomedular (La et al., 1993; Mitani et al.,1988; Shiromani et al., 1990; Takakusaki et al.,

1996), son las mediadoras de la atonia muscular a través de tracto reticulo espinal (Chasey
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Morales, 1990; Takakusaki et al., 1994). Lesiones en laregiéon caudal del LCy € TP provocan la
aparicion del tono muscular durante € suefio MOR, lo que permite desplegar conductas
elaboradas, como huida, furia, agresion y reacciones de orientacion, mientras que permanece con
los ojos cerrados (Jouvet y Michel, 1959); este fendmeno ha sido corroborado por varios autores
y se le hadenominado "conducta onirica del gato" (Jouvet y Delorme, 1965; Sastre y Jouvet,
1979, Hendriks et al., 1982).

El sistemareticulo-espina esta involucrado en las sacudidas fésicas de los musculos de la
caray de los miembros distales (Marchiafavay Pompeiano, 1964; Gassdl, et d., 1964, 1965), y se
ha podido asociar la actividad unitaria de las células de la formacion reticular con los movimientos
asociados a suefio MOR (Kohimeier et a., 1997; Siegel y Tomaszewski 1983; Siegdl, et al.,
1977, 1983; Vertes, 1977).

Durante € suefio MOR, se presentan cambios autonomos atribuidos ala PBL, entre ellos
el aumento de latasa cardiaca, de la presion sanguineay de la respiracion, por larelacion directa
gue tiene con €l complegjo vagal (Cechetto, 1987; Ruggiero et al., 1994; Saper y Loewy, 1980;

Saper, 1982).
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LA ESTIMULACION ELECTRICA DE AFERENTESVAGALES

La accion depresora que gjerce el nervio vago sobre la actividad contractil del corazon,
fue e primer proceso inhibidor descrito, analizado inicialmente por Volkmann en 1838y
posteriormente por |os hermanos Weber (1845), que a partir de estas observaciones, dieron
origen a concepto de inhibicion nerviosa. Posteriormente, Traube (1847) estudio € efecto de la
estimulacion eléctrica del nervio vago (ENV) sobre la respiracion, permitiendo € disefio de
observaciones experimentales cuyo objetivo principal era hacer evidente & proceso de inhibicién
central.

En d siglo XX, € farmacdlogo austriaco Otto Loewi y € fisidlogo inglés Henry Dale,
compartian €l Premio Nobel de fisiologiay medicinaen 1936 por susinvestigacionesy
descubrimientos acerca de la transmision quimica de los impulsos nerviosos. Loewi fue acreedor
de tal reconocimiento gracias a sus experimentos de perfusién cruzada de corazon, iniciados en
1921, que consistia en extraer dos corazones de ranas'y colocarlos en un mismo recipiente (sin
gue existiera entre ellos ningun contacto) y posteriormente estimular € nervio vago de un primer
corazén y transferir e liquido de perfusion de éste a un segundo corazédn. Si descendia, como se
demostro afirmativamente, € ritmo cardiaco del corazon receptor, entonces €l efecto debia de
estar mediado por una sustancia quimica gque liberaba el nervio vago estimulado. Loewi llamo6
vagusstoff (sustancia vagal) ala sustancia quimica que aminora el ritmo del corazén (Loewi y
Navratil, 1926); més tarde se demostré que se trataba de la acetilcolina, que Dale ya habia aislado

en 1914.
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LaENV se ha propuesto como tratamiento alternativo para una serie de padecimientos
psiquiétricos (Kosel y Schlaepfer, 2003). Principalmente ha sido utilizada como tratamiento para
el control delas crisis parciales y complejas de pacientes refractarios a tratamiento farmacol 6gico
(Ben-Menachem et al., 1994; Terry et a., 1992; Uthman et a., 1993; Wilder et a., 1991). Sin
embargo, la naturaleza del efecto anticonvulsivo es desconocida, (pararevision de este punto ver
Magdaleno-Madrigal, 2004)

LaENV puede provocar tanto activacion como desactivacion del EEG, dependiendo de
los pardmetros de estimulacion (frecuencia, intensidad y duracién). Se ha demostrado (Chase et
al.,1966, 1967) que los cambios observados en € EEG estén asociados con la activacion de los
ditintos tipos de fibras especificas del vago. En gatos, estimulando de 20 a 50 Hz con 10 V de
intensidad, y a 70 Hz con intensidad mayor de 3V, se produce actividad rapiday de bagjo voltagje
en el EEG, mientras que a intensidades menores de 3V producen actividad lenta del EEG. Las
intensidades y frecuencias que producen activacién son las que pueden activar fibras que
conducen de 1 a 15 m/s (Chase y Nakamura, 1968).

LaENV anivel cervical produce potenciales evocados en |la corteza cerebral (Dell y
Olson, 1951a; O'Brien et a., 1971; Car et a., 1975), € hipocampo (Serkov y Bratus, 1970), €
tdlamo (D€l y Olson, 1951a,b; Car et d., 1975), y € cerebelo (Dell y Olson, 1951a; Hennemann y
Rubia, 1978).

Con latomografia por emision de positrones, se reportd una activacion importante del
cerebelo, giro temporal medio, tdlamo y putamen, a estimular € nervio vago izquierdo (Ko et al.,
1996). Utilizando la misma técnica, se observo que la ENV produce la activacién de la parte

inferior de los hemisferios, € giro post central derecho, la parte rostral y dorso central de la
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médula oblongada, €l hipotalamo, € tadlamo y las cortezas insulares; ademas de disminuir la
actividad del hipocampo, laamigdalay € giro del cingulo (Henry et a., 1998).

Clinicamente, los pacientes tratados con ENV pueden presentar algunos efectos adversos,
sin embargo, estos son poco severos 0 moderadosy cas sSiempre desaparecen cuando la
intensidad de la estimulacion es regjustada. No se han detectado efectos severos de tipo
cardiovascular, cardiacos, pulmonares o gastrointestinales, los pacientes sdlo han reportado
sensaciones de hormigueo o contracciones en €l cuello durante la estimulacion, ademés de
ronquera en algunos casos (Upton et al., 1991).

LaENV puede influir en laliberacion de ciertos péptidos, entre ellos la Sustancia P (Helke
y Hill, 1988), la colecistoquinina, la neurotensing, el CGRP (del inglés calcitonin gene-rel ated
peptide) y la somatostatina (Sykes et al.,1994), que modulan lainformacion visceral mediada por
glutamato que va de la PBL, a tdamo ventrobasal. Experimentos con microdidlisis muestran que

laENV aumenta la liberacién enddgena de glutamato (Allchin et al., 1994; Granata et al., 1984)

ESTIMULACION DEL NERVIO VAGO Y SUENO

Uno de los efectos detectados en |os primeros model os experimentales de ENV esla
induccién de suefio (Koch, 1932; Dell y Olson 19514). Grastyan (1952), fue € primero en
describir la aparicion ocasional de husos de suefio durante la ENV. Padel y Dell (1965), usando la
técnica de encéfalo aidlado, obtuvieron lo gue llamaron suefio vago-adrtico, caracterizado por una
miosis inmediata, seguida por la actividad lenta cortical que se mantiene después de finalizada la
ENV.

Dependiendo de los pardmetros de estimulacion vagal utilizada en modelos animales de
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experimentacion, se puede producir actividad lenta o rdpida del EEG (Puizillout et al., 1974;
Puizillout, 1986). La estimulacion del bulbo raguideo (30-50 Hz, 1-2 V) en laregién del NTS
produce SOL (Puizillout et al., 1973; Puizillout y Foutz, 1976). En trabajos pioneros (Bremer y
Bonnet, 1951), la ENV con frecuencias de 24 a 50 Hz produjo actividad rapida en la corteza
orbito-frontal. Usando preparaciones de encéfalo aislado en gatos, se demostré que laENV (50
Hz,y de 0.1 a2 V) produce activacion cortical e inhibe periodos de husos de suefio (Zanchetti et
al., 1952), del mismo modo que la aplicacién de corriente directa al nervio vago (Pefia oza-Rojas,
1964).

Puizillout y Foutz (1977), observaron que la ENV produce ciclos completos de las fases
de suefio, y aumenta e SOL precedido de suefio MOR, en gatos con y sin privacion de suefio
MOR, ademas promueve un reflgjo narcoléptico (entrada stbita de vigiliaa MOR) en gatos
privados de suefio. Los mismos autores (1976), encontraron un aumento en la frecuencia de los
episodios de suefio MOR, sugiriendo que la ENV puede ser unafactor de disparo de este estadio
de suefio, pues se incrementa la duracién de sus episodios mas alla del factor de mantenimiento.

Posteriormente se describi6 € incremento del fluido sanguineo ddl cingulo y € talamo,
ademas de la disminucion de la serotonina durante la ocurrencia espontanea de suefio durante
ENV (Garnett et al., 1992). Asimismo, laENV en el gato incrementa el disparo celular en €
nucleo ventro-posteromedial del tdlamo contralateral (Saleh y Cechetto, 1993), y puede afectar €
sistema de transmision monoaminérgico.

Analizando la expresion de la proteina nuclear fos, en ratas con ENV se encontré una adta
actividad neuronal en e cingulo, € nucleo hipotdamico ventromedial, € nucleo arcuato, €

NMDV, d LC, d nicleo A5y en € nucleo coclear (Naritoku et al., 1995).
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En nuestro laboratorio (Fernandez-Guardiola et al., 1998, 1999), reportamos que la ENV
induce cambios en € ciclo suefio-vigilia en gatos sometidos a kindling amigdalino.
Posteriormente describimos que la ENV produce un aumento en € tiempo total y e nimero de
fases del suefio MOR. Ademas de un aumento la densidad de los potenciales PGO del mismo
estadio de suefio y se presentd ocasionalmente €l reflgjo narcol éptico (Valdés-Cruz et a., 2002).
Por ultimo, usando métodos de andlisis espectral y de representacion tridimensional, que
desarrollamos en nuestro laboratorio (Fernandez-Mas et al., 1998), reportamos un aumento en la
potencia durante e SOL en las bandas de las ondas delta (1-4 Hz) y los husos del suefio (8-14
Hz) (Valdés-Cruz et a, 2005). En estos trabajos se destaco la importancia de hacer registros de
23 horas, ya que se observaron cambio de larga duracién sobre € suefio.

El a&rea donde proyectan la gran mayoria de las aferencias del nervio vago, esel NTS, que
estédinvolucrado en mecanismos del ciclo suefio-vigilia. Vigier y Portailier (1979), describieron
proyecciones del areapostremahaciael NTSy haciadl LC, y se han descrito aferentesy
eferentes de estos nucleos con e NMDV (Vigier y Roubier, 1979). Se ha propuesto que existe
unainfluencia serotoninérgicadel NTS con € LC, que estariaimplicadaen € ciclo suefio-vigilia
(Nogean et d., 1987), ya que la destruccion bilateral o eliminacién funcional de laregion del NTS
es seguida de un estado de insomnio (Bremer, 1977; De Andrés, 1998).

La ENV puede producir profundos efectos sobre el funcionamiento del sistema nervioso,
de ahi los cambios en & EEG y los estados del suefio en animales experimentales. Dichos efectos
podrian ser mediados por la activacion aferente del NTS'y diversos centros de la formacion

reticular del tallo cerebral (Rutecki, 1990).
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Por lo anterior, €l propdsito de este trabajo fue estudiar €l efecto delaENV sobre la
organizacion temporal de las fases del ciclo suefio-vigiliaen € gato no anestesiado con libertad de
movimiento, analizando € efecto alargo plazo sobre la actividad del EEG de los distintos
estadios de suefio. Ademas de analizar los efectos dela ENV sobre la actividad multiunitaria de

laregion bulbo-pontinay del complejo amigdalino en gatos anestesiados.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Se ha considerado gque en general € nervio vago y & complgjo vagal no juegan agun papel
esencia en los mecanismos de |os estadios del ciclo suefio-vigilia; a pesar de estar relacionado
anatomicay funcionalmente con &reas del sistema nervioso, principamente del tallo cerebral, que
son esenciales para la aparicion y mantenimiento de los estadios del suefio. Ademés, desde los
trabajos pioneros de ENV se detectd €l efecto que ésta tiene sobre los estados de activacion
cerebral. Sin embargo, debido a que la mayoria de los trabajos han sido con preparaciones agudas
en €l gato, existe la controversia en definir si € efecto del laENV es sdlo sobre la activacion o
desactivacion transitoria de la actividad del EEG, o si también influye en € patron de los estadios
del suefio en € transcurso de horas e incluso dias posteriores a la estimulacién, es decir que €l
efecto sea persistente. Por |o tanto en e presente proyecto se plantea investigar €l efecto dela
ENV alargo plazo sobre la organizacion temporal de los estadios del ciclo suefio-vigilia, dela
actividad EEG y de la conducta en gatos; explorando asu vez s € efecto de la estimulacién es
persistente una vez finalizada.
HIPOTESIS
l. Las fibras aferentes del nervio vago tienen proyecciones hacia éreas involucradas en los
mecanismos ddl suefio, por lo tanto la estimulacion el éctrica ddl nervio vago debe
provocar cambios en la distribucion temporal de los estadios ddl ciclo suefio-vigiliaen
gatos con libertad de movimientos, que persistira después de finalizada la estimul acion.
. La estimulacion eléctrica del nervio vago provocaria cambios en € espectro de potencia
del EEG de los estadios del ciclo suefio-vigilia durante los dias de estimulacion y en los

dias posteriores a ésta.
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L as conductas de tipo vegetativo provocadas por la estimulacién del nervio vago en
animales con preparacion crénica presentarian un fendmeno similar ala habituacion por la
reiteracion del estimulo.

La estimulacion eléctrica del nervio vago en animales con preparacion aguda provocaria
cambios en la actividad multiunitaria en areas de proyeccién primaria que se mantienen

después de haber concluido la estimulacion.

OBJETIVOS

Describir € efecto delaENV alargo plazo sobre la distribucion temporal de las fases del
ciclo suefio-vigilia en gatos con libertad de movimientos.

Analizar los cambios en € espectro de potencia del EEG durante los diasde ENV y en los
cinco dias posteriores a la Ultima estimul acion.

Analizar los cambios en la ocurrenciay persistencia de las conductas provocadas durante
la estimulacion eléctrica del nervio vago.

Describir en animales con preparacion aguda los cambios en la actividad multiunitaria en

areas de proyeccion del nervio vago durante y después de laENV.

Para €l presente proyecto se desarrollaron tres series experimentales, dos con los gatos en

preparacion crénica en libertad de movimiento y una con animales en preparacion aguday

anestesiados. La primera serie experimental estuvo disefiada para cubrir e primer objetivo. En

ésta se analizo € efecto dela ENV sobre los estadios del suefio comparando gatos control, sin

implante de electrodo en e nervio vago, con los gatos implantados antes de ser estimulados y con
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la ENV. La segunda serie experimental fue elaborada paraindagar que tanto persiste e efecto de
laENV sobre los estadios del ciclo suefio-vigiliay sobre la potencia del EEG de los mismos,
analizando los cambios que podrian ser persistentes hasta cinco dias posteriores a la finalizacion
de laestimulacion, lo cua se circunscribe a segundo objetivo.

Las preparaciones de |as series experimental es anteriores permiten observar la conducta de
los animales provocada por laENV. Por lo tanto, se llevo a cabo € andlisis de la ocurrenciay
persistencia de las conductas inducidas durante la ENV, lo que pudieran indicarnos procesos de
habituacion o sensibilizacion, siendo € planteamiento del tercer objetivo.

Latercera serie experimental, que cubre al cuarto objetivo, se llevo acabo de manera
paraelaalasotrasdos. Su finaidad fue andlizar € efecto que de manerainmediatay a corto
plazo tiene la ENV, sobre la actividad multiunitariadel laPBL y € nacleo central de laamigdala
del I6bulo tempora (AMc). Ademas se analiz6 € efecto de la estimulacion del NTS (ENTS)
sobre la actividad del propio nervio vago.

De todos los experimentos se expondra la metodologia y resultados, finalizando con una
discusion generd y @ planteamiento de perspectivas de trabajo que se desprenden ddl presente
proyecto. Ademas se anexan la publicacién correspondiente ala primer serie de experimentosy €

manuscrito de la segunda serie de experimento que ha sido enviada para su publicacion.

METODO
Todos los experimentos se hicieron bajo las especificaciones técnicas parala produccion,
cuidado y uso de los animales de |aboratorio de la SAGARPA (NOM -062-Z0O0-1999) y

aprobado por & comité de éticadel Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente.
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Animales
Para las tres series experimental es se utilizaron 20 gatos adultos machos con un peso de
entre 3800 y 4500 g. 8 parala primera serie de los cuales 4 fueron experimentales y 4 controles; 6

parala segunda serie experimental, y paralatercera serie en preparacion aguda se utilizaron 6

gatos (Tablal).
Preparacion de los animales
Serie Experimental | NUmero de gatos | Implante de electrodos Anestesia
1 (Cronica) 8| 4 Control CxPf, Am, CGL, | Pentobarbital
. EOGy EMG Sadico
4 ENV Nervio

Vago
2 (Cronica) 6 CxPf, CGL, EOG, EMGy Halotano

Nervio Vago
3 (Aguda) 6 NTS, PBL, AMcy Nervio Vago | Ketaminay

Xilazina

Tabla 1. Preparacion de los animales en las tres series experimentales. ENV (estimulacion del
nervio vago), CxPf (corteza prefrontal), CGL (cuerpo geniculado lateral del tAlamo), NTS
(nucleo de tracto solitario), PBL (region parabraquial), AMc (nicleo central de la amigdala del
I6bulo temporal), Am ( nlcleo basolateral de la amigdala del [6bulo temporal), EOG (electro-
oculograma), EMG (electrmiograma).
Anestesia

L os procedimientos de anestesia fueron distintos en cada serie experimental. En la primera
serielacirugia se llevo a cabo bajo anestesia con pentobarbital sodico (33 mg/Kg) por via
intravenosa (venafemoral) y con dosis de mantenimiento cada dos horas (10 mg/Kg). Durante la
cirugia se administré solucién salinaa 0.9% por viaintravenosaa0.25 mi/minuto y a find de la

cirugia se aplicd por lamisma via analgésico (butarfanol 0.2 mg/Kg).

En la segunda serie experimental el gato fue pre anestesiado con hidrocloruro de ketamina
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(0.5 mg/Kg), un relgjante muscular (hidrocloruro de xilazina 0.1 mg/Kg) y un analgésico
(butarfanol 0.4 mg/Kg), los tres por viaintramuscular. Posteriormente se puso una sonda
endotragueal conectada al sistema ventilacién (semiabierto, bain), este asu vez se conecto al
dosificador de gas anestésico (Ohmeda isotec 3) y a unatoma de oxigeno. Lacirugiase llevé a
cabo bajo anestesia con halotano por via aérea, 5% concentracion de flujo en oxigeno durante la
inducciony 2% para mantenimiento. El flujo respiratorio fue de 200 mi/Kg por minuto y se
utilizé una bolsa de respiracion de 250 ml. Durante la cirugia se administré solucion saina al
0.9% por viaintravenosa (vena cefdlica) a 0.25 ml/minuto.

En la serie de experimentos agudos |os animales se mantuvieron bago anestesia con una
mezcla de hidrocloruro de ketamina (0.4 mg/Kg) e hidrocloruro de xilazina (0.5 mg/Kg) por via
intramuscular, aplicando dosis de mantenimiento (ketamina 0.2 y xilazina 0.1 mg/Kg
respectivamente) aproximadamente cada 30 minutos.

En las tres series experimental es se verificaron |os estados de oxigenacion, respiracion,
frecuenciay ritmo cardiaco utilizando un oximetro (Healthdyne Tec) con € sensor colocado en la
lengua del animal. La temperatura de los animales se mantuvo al rededor de 37/C con un colchén

térmico.

I mplantacion de electrodos
Preparacion cronica (Series experimentales 1y 2)

En los 14 gatos fueron implantados electrodos de acero inoxidable en forma de clavo en
ambas cortezas prefrontales para el registro del EEG y en la cavidad supraorbital para €l registro

del electrooculograma. El electromiograma se registré con electrodos flexibles de acero
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inoxidable insertados en los musculos de la nuca. Ademas, siguiendo |as coordenadas del Atlas de
Snider y Niemer (1961), se implantaron electrodos de acero inoxidable bilateralmente en el cuerpo
geniculado lateral del tdlamo (CGL) (A: 6.5, L: 9.5, H: 13.5 mm), parad registro de las ondas
PGO en los 14 animales. En los 8 gatos de |a primera serie experimental se implantaron electrodos
en ambas amigdalas del |6bulo temporal (A: 11.5, L 9.5, H: 5.0 mm).

En 4 gatos de la de la primera serie experimental y en los 6 gatos de la segunda, €l nervio
vago izquierdo fue disecado en € cuello a nivel caudal de lalaringe, paraimplantar un electrodo
bipolar de acero inoxidable en forma de horquilla desarrollado en nuestro laboratorio. Finalizada
la colocacién de los el ectrodos, éstos fueron soldados a un conector DB-25 y sefijaron a craneo

con acrilico dental.

Preparacion aguda (Serie experimental 3)

Paralatercera serie experimenta los gatos permanecieron montados en el aparato
estereotaxico. Se implantaron electrodos concéntricos de acero inoxidable orientados, hacia el
NTS (P: 13.5, L: 2.5, H: 4.0 mm), PBL (P: 4.0, L: 4.5, H: 7.5 mm) y € nGcleo centra dela
amigdala del 16bulo temporal (AMc) (A: 11.5, L: 10.0, H: 5.5 mm) del hemisferio izquierdo
(Snider y Niemer, 1961), y se implant6 un electrodo en € nervio vago izquierdo del mismo modo
gue en los gatos con preparacion crénica. En este caso |0s el ectrodos permanecieron en las torres

estereotaxicas durante todo €l experimento.

Cuidados Post operatorios (Series experimentales 1y 2)

Después de la cirugia los animales tuvieron un tratamiento con un antipirético (tolfedine



40

0.1 mg/Kg dos dias), un antibiético (amoxacilina 0.2 mg/Kg tres dias) y un analgésico (butarfanol
0.1 mg/Kg tres dias). Posteriormente tuvieron 10 dias mas para la habituacion a las condiciones
de registro. Durante |os experimentos permanecieron en cajas de registro sonoamortiguadas
(120x80x80 cm), con temperatura de 22 a 24 /C controlada con un extractor eléctrico de aire. El
acceso a aguay alimento fue ad libitum; € ciclo de luz (250 lux)-oscuridad (2 lux) fue 12:12
horas (encendido de luz alas 08:00 horas). Se tomd una hora para lalimpiezay disposicion de

aimento de los animales iniciando alas 07:00 horas.

PROCEDIMIENTO
Estimulacion del Nervio Vago
Preparacion Croénica (Series experimentales 1y 2)

El umbral parala ENV delos gatos de las series experimentales 1y 2 se obtuvo de la
siguiente forma: 20 segundos de estimulo eléctrico (pulsos de 0.5 ms, 30 Hz) con intensidad de 1
mA, seguidos de 5 minutos sin estimulacion; incrementando laintensidad 0.2 mA hasta que se
observaron respuestas vegetativas (deglucion, reflejo de vomito y lenglieteo). Laintensidad para
laENV sedcanz6 entre 1.2 'y 3.0 mA. Con el umbral de estimulacion establecido |os gatos fueron
sometidos a cinco estimulaciones diarias durante 1 minuto aintervalos de 1 horainiciando alas

10:00 horas, durante cinco dias.

Preparacion Aguda (Serie experimental 3)
Para establecer laintensidad de laENV se aplicaron series de 32 pul sos eléctricos simples

(PS) a nervio vago (1 ms, cada 3 segundo), con intervalos de 3 minutos. En cada serie de PS la
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intensidad aumentd progresivamente 0.2 mA, hasta obtener la respuesta evocada maxima en €l
NTS (Fig.1). Laintensidad mé&ximavario entre 2.0 y 3.0 mA. Posteriormente se aplicaron trenes
de estimulacién a 30 Hz, pulsos de 0.5 ms, durante 1, 3, 5y 60 segundos, con intervalos de 10
minutos. En este experimento también se llevo a cabo la estimulacion eléctricade NTS (ENTS),
para determinar laintensidad de estimulacion se procedidé como en laENV, con la diferencia de
gue seinicié con 50 - A y se aumento progresivamente 50 - A, ademas de observar |os
potenciales en laPBL principalmente. Laintensidad dela ENTS fue de 100 a300 - A. Deigud
manera se aplicaron trenes de estimulacion a 30 Hz, pulsos de 0.5 ms, durante 1, 3, 5y 60

segundos.
NTS IBL
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Figura 1. Busgueda de la respuesta evocada méxima para la estimulacién aguda del nervio vago.
Registrosdel nicleo del tracto solitario (NTS) y delaregion parabraquial (PBL). La flechaindica
el momento de la aplicacion del pulso eléctrico.
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Registros
Preparacién Cronica (Series experimentales 1y 2)
Cada uno de los registros polisomnograficos de las series experimentales 1y 2 tuvo 23
horas de duracion, iniciando alas 08:00 y finalizando alas 07:00 horas del dia siguiente. Paralo

cual se utilizaron dos poligrafos marca Grass Modelos 78 D (8 canales) y 78 E (10 canales).

Serie experimental 1

Para esta serie experimenta se formaron dos grupos. El grupo control (n=4), formado por
los gatos que no tuvieron implantado electrodo en e nervio vago, y €l grupo experimental,
integrado por los animales con implantacion de electrodo en el nervio vago (n=4). Los animales
del grupo control tuvieron cinco registros continuos. Los gatos del grupo experimental fueron
sometidos a cinco registros consecutivos para obtener los valores de LineaBase (LB) y a cinco
registros continuos con ENV (cinco estimulaciones diarias de 1 minuto de duracion aintervalos

de 1 horainiciando alas 10:00 horas).

Serie experimental 2

En esta serie todos los animal es fueron sometidos a 15 registros polisomnogréficos; cinco
de LB, cinco con ENV (cinco estimulaciones diarias de 1 minuto de duracion aintervalos de 1
horainiciando alas 10:00 horas) y cinco registros post-estimulacion (RPS) tomados en los dias
posteriores inmediatos ala ENV. Para hacer €l andlisis del espectro de potenciala actividad del
EEG de cada uno de los registros fue adquirida en linea durante 6 horas con un sistema

convertidor anal6gico-digital (Astro-Daq), con una frecuencia de muestreo de 100 Hz.
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Preparacion Aguda (Serie experimental 3)

Se registro la actividad multiunitariadel NTS, PBL y AMc, se obtuvo la actividad control
durante cinco minutosy después se aplicaron series de 32 PS al nervio vago con intervalos de 3
minutos, y 30 minutos después de obtener la respuesta evocada maxima se aplicaron los trenes de
estimulacién de 1, 3, 5y 60 segundos, con 10 minutos de interval o entre cada tren. 30 minutos
después de la Ultima estimul acién vagal se procedio ala ENTS con € mismo procedimiento,
aplicacion de PS seguida de los trenes, registrando la actividad del nervio vago, PBL y AMc. La
actividad EEG de todos |os experimentos fue adquirida en cintas de video utilizando un
convertidor anal 6gico-digital de 16 canales (Vetter), posteriormente las sefid es EEG fueron
grabadas en €l disco duro de una computadora usando una tarjeta de adquisicion con resolucion

de 8 bits con una frecuencia de muestreo de 100 Hz.

Andlisisde Datos
Preparacion Cronica (Series experimentales 1y 2)

L os registros polisomnograficos fueron calificados visualmente usando € criterio de Ursin
y Sterman (1981). Se obtuvo un hipnograma por cada uno de los registros. Se analiz6 € nimero
de fases (apariciones) y @ tiempo total de cada uno de los estadios del ciclo suefio-vigilia: SOL |,
SOL 11, suefio MOR y vigilia de las 23 horas. Los hipnogramas y |os valores numéricos de cada
una de las variables se obtuvieron con un programa computacional (winsleep) disefiado en
nuestro laboratorio para el andlisis de suefio fuera de linea (Fernandez-Guardiola et al., 1995;
Valdés-Cruz et al., 1997). Ademés, se cuantificd e nimero total y la densidad de los potenciales

PGO del suefio MOR.



Parad andlisis estadistico de la primera serie experimental se utilizé la prueba U de
Mann-Withney para dos grupos independientes, comparado los valores control con losdelaLBy
laENV, para comparar estas Ultimas se utilizd la pruebat de Wilcoxon para dos grupos
relacionados. En la segunda serie experimental se utiliz6 la prueba de rangos de Friedman para
muestras relacionadas, para comparar |as tres condiciones de registro entre si; en los andlisis que
presentaron una significancia p< 0.05 se aplicd la prueba t de Wilcoxon para muestras
relacionadas para definir ala condicion que presento la variacion significativa,

En la segunda serie experimental se analizd la potencia espectral en las bandas de los
husos de suefio (7 a 14 Hz) y las ondas delta (1 a4 Hz) de los registros de la corteza prefrontal de
todos los animales en las tres condiciones. Se utilizd un programa computacional desarrollado en
nuestro laboratorio (escrito y probado en una ULTRA SPARC Creator I, utilizando compiladores
C++ GNU, Fernandez-Mas et al., 1998), que calcula € espectro de potencia de una derivacion
determinada, en este caso la de corteza prefrontal, en épocas de 4 segundos generando una
gréfica que condensa la evolucion continua del EEG en e dominio de la frecuencia
Simultdneamente, este programa obtiene los val ores numeéricos correspondientes a la potencia de
las bandas de frecuencia en codigo ASCII, lo que permite utilizarlos en cualquier hoja de célculo
computacional. Por o tanto los valores numéricos de la potencia de todos | os registros en las 6
horas adquiridas fueron normalizados a1y se aplicaron las pruebas de rangos de Friedman y t

Wilcoxon, para comparar las tres condiciones de registro.

Preparacion Aguda (Serie experimental 3)

En la serie experimental 3 se analizaron los cambios en € patron de disparo neuronal
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producidos por laENV y ENTS sobre las estructuras registradas utilizando histogramas de
frecuencia contra tiempo. Ademés se llevé acabo € andlisis espectral en los dominios de la
frecuenciay laamplitud utilizando un programa computacional desarrollado en nuestro

laboratorio, sefialado anteriormente (Fernandez-Mas et al., 1998).

Verificacién de Posiciéon de Electrodos

Al fina de la manipulacién experimental todos los animales de las tres series
experimentales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sddico y fueron perfundidos
por via cardiaca con solucion fisiolégicay formaldehido a 10 %. El cerebro fue removido y
colocado en formaldehido a menos 8 dias. Posteriormente se llevaron a cabo cortes histol 6gicos

coronales seriados, de 40 a60 - m., parala verificacion ddl sitio de registro de los electrodos

utilizando latécnica del procedimiento rgpido (Guzmén-Flores, et a., 1958) (Fig. 2).

Figura 2. Ejemplos del procedimiento rapido de verificacion de electrodos. La fotografia de la
derecha correspondealatrayectoria de un electrodo dirigido hacia laregion parabraquial yladel
lado izquierdo corresponde a la de un electrodo dirigido hacia € nucleo ddl tracto solitario.
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RESULTADOS
Gatos con preparacion cronica
Efecto sobre los estadios de suefio
Serie experimental 1
La unica fase que presentd cambios significativos fue € suefio MOR, € tiempo tota y €
numero de fases en los gatos con ENV aumenté comparado con el control (U Mann-Whitney, p<

0.01) y lalinea base (t de Wilcoxon, p< 0.05) (Fig. 3A y B).
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Figura 3. Promedio del tiempo total en minutos (A) y del nimero de fases (B) del suefio MOR en
23 horas de todos |os gatos. Notese el aumento significativo en ambas graficascon la ENV (*, ***
p< 0.05 C vs ENV prueba U de Mann Whitney; **p< 0.05 LB vs ENV prueba t de Wilcoxon. C
(Contral), LB (Linea Base), ENV (Estimulacion del Nervio Vago).

Serie experimental 2

En este caso, comparando |as tres condiciones de esta serie experimental con la prueba de

rangos de Friedman se observé una diferencia significativa (p< 0.05) en € tiempo total devigiliay
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de SOL II. Lavigiliafue menor de manera significativa (t de Wilcoxon, p< 0.03) en los RPE

comparados con laLB (Fig. 4 A), mientras que el SOL |1 aumento significativamente (t de

Wilcoxon, p< 0.03) en losregistros con ENV y en los RPE comparados con laLB (Fig. 4 B). En

el tiempo tota y en €l nimero de fases del suefio MOR se observo una diferencia significativa

entre grupos (prueba de Friedman, p<0.05), siendo significativamente mayores (t de Wilcoxon, p<

0.03) en ambos casos los valoresde laENV (Fig. 5A y B).
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Figura 4. Promedio del tiempo total en
minutos de vigilia (A) y de Suefio de
Ondas Lentas |l (SOL 11) (B) en 23 horas
de registro de todos los gatos en las tres
condiciones experimentales linea base
(LB), estimulacién del nervio vago (ENV)
y registros post estimulacion (RPE).
Notese la disminucién  significativa en
RPE comparadaconlaLB enlavigiliay
el aumento de SOL Il con ENV y RPE
comparados con la LB (*p<0.03, prueba
“t” de Wilcoxon).
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Figura 5. Promedio del tiempo total en minutos (A) y el nimero de fases (B) de suefio MOR en 23
horas de registro. Notese el incremento significativo en ENV comparado con LB y RPE en ambas
gréficas. Abreviaciones como en la figura anterior (* p <0.03, t de Wilcoxon).

| o
nimero de fases

Efecto sobrelos potenciales PGO
Series experimentales 1y 2

En la primera serie experimental, los gatos con ENV presentaron un aumento en la
cantidad de potenciales PGO del suefio MOR (Fig. 6). La densidad de estas ondas tuvo un
aumento significativo con la ENV con respecto a control (U Mann-Whitney, p< 0.01) y laLB (t
de Wilcoxon, p< 0.05) (Fig. 7). Este aumento se presentd desde el primer diade ENV (Fig. 8).
En la segunda serie experimental se observo e mismo fendmeno en la densidad de los potenciaes
PGO durante los cinco dias de laENV (prueba de Friedman, p< 0.05; t de Wilcoxon, p<0.03); sin
embargo a partir del primer dia de RPE la densidad de ondas PGO vuelve alos vaores basales

(Fig. 9A y B).
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Figura 6. Registro de suefio MOR en el mismo gato en A) Linea Basey B) Estimulacién de Nervio
Vago. Nétese e mayor nimero de ondas PGO en € registro con estimulacion vagal. CxPf- |
(Corteza Prefrontal izquierda), CGL-I (Cuerpo Geniculado Lateral izquierdo), CGL-D (Cuerpo
Geniculado lateral Derecho), EOG (Electrooculograma), EMG (Electromiograma).
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Figura9. A) Registro desuefio MOR en el mismo gato en LB, ENVy RPE. Nétese el mayor nimero
de ondas PGO en € registro con ENV. Abreviaciones como en la figura anterior. B) Densidad de
ondas PGO enlastrescondiciones. La gréfica delaizquierda representa el promedio del total de
registros de cada condicion. La grafica de la derecha representa el promedio de la densidad por
cada dia de ENV y en cada dia de RPE. Nétese el aumento de la densidad de las ondas PGO solo
durante los dias de estimulacion, y desde €l primer dia de RPE los valores vuelven a los niveles de
la LB. Abreviaciones como en lafigura 4 (* p <0.03, t de Wilcoxon).
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Transicion subita devigilia a suefio MOR (Reflgjo nar coléptico)
Series experimentales 1y 2
Durante la calificacion de los trazos obtenidos se observaron entradas sibitas de vigiliaa
suefio MOR en los gatos con ENV de ambas series experimentales (Fig. 10 A y B), apareciendo a
rededor de seis horas después de la Ultima estimulacién vagal, sin tener, en ninguna de las series,
otro patrén en particular. Reiterando, que estas transiciones se observaron en todos los animales

con ENV, pero no ocurrié en todos los dias (Tabla 2).

Analisis Espectral
Serie experimental 2

En los trazos del EEG los husos del SOL 11 fueron de mayor amplitud en los trazos con
l[aENV y en los RPE comparados con laLB. En la comparacién del espectro de potencia del
EEG de la corteza prefrontal izquierda de los animales en las seis horas de adquisicién en cada
una de las condiciones de registro, se observd un aumento significativo de la potencia absoluta en
las bandas de 1-4.0 Hz, que corresponde a la actividad deltay de 8-14 Hz de los husos del suefio
(Fig. 5.5.7 Ay B) conlaENV y en los RPE comparadas con la LB (prueba de Friedman, p<0.05;

t de Wilcoxon, p<0.03).
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Figura 10. Registro polisomnografico de un gato. A) Transicion de SOL |l a suefio MOR. B)
Reflgjo narcol éptico: transicion stibita devigiliaa suefio MOR en el mismo gato ocho horasdespués
de la dltima estimulacion vagal. Corteza prefrontal izquierda (CxPf-1), cuerpo geniculado lateral
Izquierdo y derecho (CGL-I, CGL-D), electrooculograma (EOG) y electromiograma (EMG).
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TABLA 2

NuUmero de transiciones sibitas de vigilia a suefio MOR (Reflgj 0 nar coléptico)
DIASDE ENV

Primera Serie Experimental

GATO Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia5
Gato 1 0 0 2 2 2
Gato 2 0 1 2 2 1
Gato 3 0 0 0 2 1
Gato 4 0 1 1 2 3

Segunda Serie Experimental

Gato 1 0 0 2 2 2
Gato 2 0 1 0 2 1
Gato 3 0 0 0 2 1
Gato 4 0 1 1 2 2
Gato 5 0 1 0 1 0
Gato 6 1 0 0 0 1

Efecto Sobrela Conducta
Series experimentales 1y 2

En todos los animales la ENV induce los siguientes cambios conductuales. miosis
ipsilateral, parpadeo, movimientos oculares rdpidos en salvas, lenglieteo, contracciones
abdominales, fijar la mirada hacia arriba, inmovilizaciones breves y sibitas, deglucion, y
eventua mente bostezo, maullido y comer compulsivamente. Todas las conductas se desplegaron
durante la estimulacion. Sin embargo, estas manifestaciones fueron disminuyendo conforme

transcurrieron los periodos de la ENV.
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FRECUENCIA (Hz)

Figura 11. Espectros de potencia de la corteza prefrontal, de 30 minutos de duracion, frecuencia
de 0 a 31 Hz Todas las gréficas son del mismo gato en BL, VNSy PSR; la flecha indica la
cuantificacion del tiempo de abajo hacia arriba. Nétese € incremento de la potencia durante el
SOL, en la banda correspondiente a delta (1-4 Hz) y de los husos del suefio (8-14 Hz). La escala
estéd normalizada a uno, va de colores frios a calidos.
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Figura 12. Promedio de la potencia normalizada a uno en la banda de los husos de suefio (A) en
cada una de las condiciones experimentales en 360 minutos de registro. Notese que la potencia
aumenta significativamente con la ENV comparada con las otras dos condiciones; aunque durante
la RPE la potencia disminuye sigue siendo mayor de manera significativa en relacion con la LB.
En la banda de las ondas delta (B) se tiene una tendencia similar que los husos pero de menor
magnitud. **p<0.03 LB vs ENV y RPE *p<0.03 ENV vs RPE, pruebat de Wilcoxon.
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Tercera serie experimental (preparacion aguda)
Efectos de la ENV

Larespuesta en la actividad multiunitariadel NTS, PBL y AMc, aumenta progresivamente
apartir delaENV con pulsos smples, efecto que es revertido cuando se aplican trenes de
estimulacionde 1, 3, 5y 60 s, excepto en el NTS, que disminuye su patron de disparo (Fig. 13).
Ademés, laENV tras la aplicacién de trenes de 60 s produce unarespuesta de larga duracién en
la actividad neuronal del NTS, PBL y AMc (Fig. 14), que es persistente hasta los nueve minutos

después ddl estimulo.

ol e NTS

CERIROL FLULEOS SIMFLESR

Figura 13. Frecuenciadedisparo neuronal del NTS, PBL y AM, con la aplicacion de pulsossimples
ytrenesdeestimulacién al nervio vago. Lasflechas muestran el inicio dela estimulacion con pulsos
simples y de los trenes de estimulacion. Nétese el aumento de la actividad neuronal con PSy la
disminucién progresivaen el NTSy la PBL al iniciar 1os trenes.



CONTROL

NTS . bttt : I
PEL i o amproetinduth i svanlel Amay s e Ao e e A A oA o |
AM sttt . AT
ESTIMULACION (1 minuto)
NTS sl ni sy S R b et |
PBL  Samiontmimsapimiin P o A oo |
AM - [N A Aot inmy v |
Estimulo 49 seg.
POST-ESTIMULO (3 minutos)
NTS s " - R PSS S T . I
PEL  sousipisiaicomtosimauimipmnaimsissmbiiormt il ol oot |
AM " . . e g o oot I
POST-ESTIMULO (9 minutos)
NTS — =t—r—=r ~ ~ - - - '
PBL Wmﬁmwmmw L L Lo b e L el
1|V [ RO VRPN U SO - oy Ayt — Ayttot e gommtrbpmsitypermitessuios |
[—— 50/,{V
5 segundos

Figura 14. Efecto dela ENV sobre |la actividad del NTS, PBL y AMc en situacion control y en 1,
3y 9 minutos posteriores a la estimulacion. Nétese la persistencia de los potenciales en PBL
principal mente.
Efectos de la ENTS

LaENTS, produjo un efecto ssimilar al delaENV, tras aplicar pulsosy trenes de
estimulacion (Fig. 15). Sin embargo, difiere en la aparicion de actividad ritmicade 3 Hz en los

registros del PBL y AMc, que se mantuvo de esta manera por varios minutos después de la

estimulacion (Fig. 16).



58

CONTROL
Nvmmr T I
TEL . S |
AMGG i - e k.
ENTE
Ny
L N, e forsp e u———_—————
R
AMGE mobjusdmrommsgomacrareres - e S———

Figura 15. Registro de la actividad multiunitaria del NV, PBL y AMc en condicion control
(panel superior) y 30 s después de la aplicacion de un tren de estimulacion de 60s en el NTS
(pan€l inferior). Obsérvese la actividad ritmicaa 3 Hz

Figura 16. Evolucién en e dominio de la frecuencia espectral en la AMc en control (izquierda)
y con trenes de ENTS (derecha). a) Espectro de potencia de 0-128 Hz. b) Representacion
tridimensional de los mismos datos que en a). Las flechas indican la estimulacién. Tiempo de
analisis 15 minutos.
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DISCUSION
Efecto Sobre los estadios del suefio

Un aspecto a considerar es que en la primera serie experimental sélo se observd aumento
en e suefio MOR. Sin embargo, hubo una tendencia de aumento en el SOL 11 y unaligera
disminucién de lavigilia. En la segunda serie experimental, los cambiosen € SOL 1l y en lavigilia
si fueron significativos, ademas de confirmarse lo hallado en € suefio MOR. Por o tanto se
discutiran de manera conjunta los cambios en los estadios del suefio.

La estimulacién vagal afectd de manera significativa alos estadios ddl ciclo suefio-vigilia
Los cambios en € suefio MOR sucedieron Unicamente durante los dias de estimulacién y los
cambios en el SOL |l se mantuvieron durante los dias posteriores alaENV. Por su parte, la
disminucion de lavigilia durante de RPE esta en funcion del aumento del SOL 1.

El efecto de la ENV sobre € suefio, podria ser debido a las proyecciones centrales
aferentes del nervio vago. Estas, se originan en & ganglio nodoso y lamayor parte de las fibras se
dirigen haciael NTS (Crill y Rells, 1968; Miauray Rels, 1972; Rhoton et a., 1966). En gatos, se
ha observado que diferentes grupos de neuronas de este nuicleo presentan cambios en su patron
de disparo de dependiendo del estadio de suefio en que se encuentre el animal (Eguchi y Satoh,
1980).

Se hareportado laimportanciadel NTS sobre el SOL (Reinoso-Barbero y De Andrés,
1995). Ademas, con la estimulacién eléctrica a baja frecuencia del NTS aparece actividad lentaen
el EEG (Magneset a., 1961). Y por €l contrario, se produce una activacion con la destruccion de
este nlcleo (Bonvallent y Allen, 1963). Sumado alo anterior, latasade disparo de las neuronas

del NTS es mayor durante el SOL en comparacion con lavigilia (Eguchi y Satoh, 1980). La
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estimulacion eléctrica del complejo vagal en preparaciones semicrénicas, provoca la aparicion de
signos del SOL, como dilatacion pupilar y EEG con ondas lentas aun después de lalesion del
NDR, gue también juega un papel importante durante el suefio lento (Sakai y Crochet, 2000).

En animalesintegros, laENV gerceriaun efecto sobre el NDR através del NTS (Hebert y
Saper, 1992), influyendo en los mecanismos serotoninérgicos que modulan la activacion de redes
talamo-corticales para los estados de alertamiento. La serotoninainhibe las neuronas
talamocorticales (Sakai y Crochet, 2000 ) y excita a las neuronas gabaérgicas del nlcleo reticular
del tdlamo (McCormick y Wang, 1991), del mismo modo que a las neuronas local es gabaérgicas
en el tdlamo y en la corteza cerebral (Monckton y McCormick, 2002; Sheldon y Aghgjanian,
1990), gerciendo e papel de neurotransmisor promotor del suefio por inhibir directamente alas
neuronas talamocorticales y excitar alas interneuronas gabaérgicas de la cortezay € tdamo
dando lugar alareduccién de la actividad neuronal, es decir ala aparicion de ondas lentas en €l
EEG (Sakai y Crochet, 20014).

También, el NTS tiene proyecciones colinérgicas y de aminoacidos excitadores hacia
estructuras que estén involucradas con la aparicion del suefio MOR (Danguir et a., 1988; Laguzzi
et a., 1984; Nogeau et a., 1987; Puizillout, 1984; Shiharaet al., 1999), como la PBL (Granattay
Kitai, 1989), laamigdala dd |6bulo temporal (Duan et al, 1994; Halsell, 1998; Takeuchi et al.,
1983), @ LCy € nucleo subcoeruleus (Sakai et al., 1977). Ademas, el NTS presenta un aumento
de C-fos en animales que tuvieron un aumento en el suefio MOR provocado por estimulacion
auditiva (Merchant-Nancy et al, 1992).

Laimportanciade laPBL y & LC durante los eventos tonicos y fasicos ddl suefio MOR

estd bien documentada (Jouvet, 1972b; Sakai, 1985). En laPBL y la AMc, se halogrado una
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induccién duradera de suefio MOR utilizando estimulacién colinérgica directa (Calvo et al., 1992,
1996), destacandose, en ambos casos, € aumento durante varios dias de |os potenciales PGO. El
aumento en la densidad de estos potenciales en nuestros experimentos se deberiaa que la ENV
propicia una activacion en estas areas através del NTS, que no vamas allade los dias de
estimulacion ya que a partir del primer RPE |os potenciales PGO vuelven a los valores basales.
Las transiciones stibitas de vigilia a suefio MOR (reflgjo narcol éptico), fueron descritas
con anterioridad en gatos con ENV en preparacién encéphale isolé, y privados de suefio
(Puizillout y Foutz, 1977). En nuestro trabajo, |os animales presentan € reflgjo narcoléptico a
pesar de tener € suefio MOR incrementado |0 que descarta que ocurra por la presion de éste. Se
ha estudiado € efecto dela ENV en perros con narcolepsia genética, observandose solo un
efecto sobre la cataplexia (Fujiki, et al., 2003). S bien, € reflejo narcol éptico no aparecié més de
3 veces en un registro de 23 horas (ver tablas 5.5.1), se presentd Unicamente con laENV sin un
patrén definido para su ocurrencia, ademas que |os gatos no presentan ningun otro signo
indicativo de lanarcolepsia. Fibras aferentes del NTS presentan una alta densidad de neuronas
inmunorreactivas a las orexinas (Peyron et al., 1998; Zhang et al., 2004), que juegan un papel
importante en la narcolepsia (Siegel, 1999; Thallickal et a., 2000), y en este caso estarian
involucradas en la aparicion del reflejo narcol éptico através de las interconexiones entre el

hipotdlamo y €l NTS (Cechetto, 1987).

Efecto sobred EEG

El espectro de potencia durante e SOL 11 con laENV presentd un aumento significativo
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en las frecuencias de deltay de los husos ddl suefio que persistio en los dias posteriores ala
estimulacion. En animales como el gato, que no tienen un componente circadiano muy fuerte, hay
menores variaciones en la potencia del EEG durante las 24 horas, debido ala ausencia de
periodos largos de vigilia (Lancel, 1991), ya que sdlo presenta mayor potencia de la actividad
delta en los primeros episodios de SOL y ésta disminuye progresivamente durante |os siguientes
(Lancel, 1992). Sin embargo, usando distintos periodos de privacion de suefio, se induce un
aumento en todos |os rangos de frecuencia que componen el SOL (Tobler, 1995; Tobler et al.,
1990), sefidlando que este aumento en la potencia es un reflgjo de la presion del suefio por
mantener lavigilia durante més tiempo del habitual (Dijk et a., 1990). En nuestros resultados €
aumento en la potencia de los husos del suefio y de la actividad delta no estaria relacionado con la
duracién de lavigilia, sino alainfluenciaque la ENV gerceria sobre las redes talamo-corticales
gue genera las oscilaciones lentas durante € suefio a través de proyecciones de primer y segundo
orden (Rutecki, 1990). La persistencia de este aumento, sobre todo en |os husos de suefio en los
ENV, estaria reflegiando un mayor efecto sobre las neuronas del niicleo reticular del tdlamo que
son esenciales para su generacion (Steriade y Timofeev, 2003).

En trabajos donde se ha estudiado €l efecto de ENV sobre el suefio de pacientes con
epilepsiarefractaria, se ha descrito un aumento en la potencia de la banda delta (Rizzo et al.
2004), y un incremento del estado de alertadiurno (Rizzo et a., 2003; Malow et a., 2001), que
est4 relacionado con la calidad del suefio nocturno 'y no a aumento global de lavigilia. En € caso
delos gatos con la ENV se presenta el mismo fendmeno, es decir que € aumento del suefio lento
y la potencia espectral de la actividad EEG intrinseca, junto con la disminucion de lavigilia y €

aumento significativo del suefio MOR reflgjarian un cambio en la calidad del suefio que se
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mantiene aln después la ENV.

Efecto sobrela Conducta

L os efectos sobre la conducta fueron observados en las series experimentales 1y 2; y
estos se circunscriben solamente durante la aplicacion de la estimulacion vagal. Las contracciones
abdominalesy & comer compulsivo, podrian ser inducidas por |as proyecciones eferentes
parasimpaticas del nervio vago hacia d eséfago, estbmago e intestino (Brodal, 1981; Foley y
DuBois, 1937; Woodbury y Woodbury, 1990). La deglucién, € lenglieteo y € maullido son
conductas que se presentarian por la activacion del nicleo ambiguo que controla los musculos de
lafonacion y ladeglucién (Carpenter y Pines, 1957), y € reflgjo de vomito se deberiaala
activacion del areapostremaatravés del NTS (Vigier y Portailier, 1979).

Lamiosisipslatera, € parpadeo, |os movimientos oculares en salvas y fijar lamirada
hacia arriba, serian efecto de la activacion del nicleo motor ocular comuin y del nlcleo de Edinger
-Wesphal (que forma parte del anterior), através de las aferentes centrales del NTS (Anden,
1966).

Sin embargo, es notorio que la conducta de los animales durante la estimulacion va
declinando conforme avanzan los periodos de ENV, siendo similar alo que sucede en laclinicaen
pacientes con epilepsia refractaria, ya que durante € periodo de estimulacién presentan tos,
parestesias e incluso dolor, los cuales también desaparecen con € tiempo (Schachter, 2002,
Ben-Menachem, 2001; Morris et al., 1999). Unarelacion precisa entre la evocacion de la
conductainducida por laENV con la eficacia de la misma no esta bien determinada en la clinica

(Heck et al., 2002). Por lo que en nuestro trabajo decidimos usar |os parametros que provocan
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un despliegue de conductas muy evidentes de inicio, ya que se presenta un fendmeno similar ala
habituacion, cumpliendo los criterios sefialados por Thompson y Spencer (1966): disminuye la
respuesta con la estimul acion repetitiva, aumenta la habituacion cuando se incrementa las

ocasiones que se aplicala ENV y aveces se recuperan las respuestas entre las estimulaciones.

Efectodela ENV y la ENTS en experimentos agudos

Los efectos producidos por laENV y ENTS sobre la actividad multiunitariay el espectro
de potencia de las zonas registrada estén en e mismo sentido de lo que ocurririaen los
experimentos cronicos, es decir, se explica por |as aferentes vagal es hacia éstos nuicleos (Shihara
et a., 1999; Granatay Kitai, 1989; Duan et al., 1994; Takeuchi et a., 1983; Halsdll, 1998). Asi,
los resultados obtenidos en |os experimentos agudos, sugieren que los efectos de la ENV sobre la
actividad cortical, se deberia ala accion excitadoradel NTS sobre el PBL, que a su vez envia
proyecciones colinérgicas hacia € sistema tdamo-cortical, responsable de la generacién de la
actividad deltay los husos de suefio, debido a que éste circuito depende de sistemas
neuromodul adores del tallo cerebral como la region parabraguial, locus coeruleus, locus
subcoeruleus y laregién dorsolateral del tegmento pontino (Steriade, 1997; Steriadey McCarley,
1990). En gatos, @ disparo de neuronas colinérgicas mesopontinas con proyecciones taldmicas
disminuyen progresivamente su actividad en las transiciones de vigiliaa SOL (Steriade, 1997),
esta disminucion provoca una desfacilitacion de las neuronas tdlamo-corticales y neocorticales,
expresada por |a hiperpolarizacion en las neuronas neocorticales (Steriade, 1997; Steriade et dl.,
1990; 1993a; 1993b; 2001). Ademas ddl sistema colinérgico, otros sistemas de neurotransmision

han sido implicados en la modulacion de la actividad cortical, que también pueden ser afectados
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por laENV.

De este modo se puede concluir que €l efecto de laENV se manifiesta en tres etapas. La
inicial durante las primeras ENV donde se ven |los efectos sobre la conductay conforme
transcurren las estimulaciones se presenta la habituacion. La segunda etapa, que se manifiestaen
los dias de ENV aumentando € nimero de fasesy laduracion del suefio MOR y ladensidad de
las ondas PGO de mismo. Y unatercera etapa que iniciacon laENV y se mantiene hastalos RPE
gue se evidencia con & aumento del tiempo total de SOL 11 y € incremento en la potencia del
EEG de las bandas de |os husos de suefio y la actividad delta. Los efectos que son duraderos, es
decir, los que van mas ala del momento de la ENV, y podrian ser € reflgjo de cambios plasticos

provocados por la estimulacién vagal.
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CONSIDERACION FINAL

Mas que agregar elementos a la discusion se considera necesario dar un panorama del
sentido de los experimentos. La primera serie experimental surge de un trabajo en € que
observamos d efecto de laENV sobre la epileptogénesis inducida por € modelo experimental
Kindling en gatos (Ferndndez-Guardiola et a., 1998, 1999). En éste, ademas de hacer el andlisis
de la epilepsia, observamos |os efectos que sobre el suefio podriatener laENV, ya que seguimos
la hipétesis de que los mecanismos, en particular, del suefio MOR estarian involucrados en el
retardo de las crisis epilépticas. Propuesta hecha inicialmente por Fernandez-Guardiolay Ayaa
(1971), cuando notaron que a finalizar las crisis aparecen signos similares alos del suefio MOR.
Asi surgié la pregunta general ¢La ENV de por si provoca cambios en € suefio en animales
crénicamente implantados? A lo que dijimos si como hipdtesis, es mas, propusimos que
aumentaria e suefio MOR y las ondas PGO. Sin embargo faltaba hacer 1os experimentos.
También planteamos, antes de finalizar |os experimentos, que podria haber un efecto en € ritmo
circadiano del suefio en los gatos, de ahi d titulo de latesis, sin embargo no hubo tal en ninguno
de los estadios.

La primera serie experimental confirmé de alguna manera nuestra hipétesis. Sin embargo,
a analizar los datos observamos cambios en el EEG en especia en laactividad lenta; y en
registros de prueba notamos que € efecto de la ENV sobre el MOR se extinguia cuando
dejabamos de aplicarla, por lo que los efectos duraderos de la ENV no se podian abordar
utilizando sblo a suefio MOR como referente. Asi que en la segunda serie experimental
planteamos dos propositos. anaizar la actividad EEG con espectros de potenciay continuar

registrando en dias posteriores a la finalizacion de la ENV para buscar algun efecto que se
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mantuviera o se presentara en |os dias posteriores a la estimulacion. Ademés, continuamos
observando la conducta de los animales en e momento y minutos después de laENV.

De manera paraela, los experimentos agudos nos orientaron en varios sentidos.
Encontramos que laintensidad de estimulacion para encontrar la respuesta maximaen el NTS con
laENV, es similar ala que definimos para |os gatos en preparacion cronica. Ademas de que €
efecto de la ENV sobre la actividad de los nlcleos registrados se mantiene por varios minutos, 1o
gue nos indicd que @ efecto de la ENV no se puede plantear de maneralineal, como, por gemplo,
en los potenciales evocados. un estimulo-una respuesta.

Con estas series experimentales cerramos una parte de este topico, asumiendo que
nuestros resultados son basicamente de caracter fenomenol gico, pero que hacia falta unatabla
rasa para poder hacer abordajes mas elaborados.

Para continuar con el estudio de |os estadios de ciclo suefio-vigiliaen el gatoy ENV, se
han comenzado experimentos con un abordaje farmacol dgico, aplicando topicamente en e NTS
distintas sustancias que puedan potenciar, revertir o inhibir el efecto dela ENV sobre los estadios
del suefio o sobre los componentes del EEG de los mismos. Ademés se iniciaran experimentos en
preparaciones semicronicas para analizar, en un principio, la actividad unitariadel NTS durante
los estadios del suefio y 1os posibles cambios con laENV y con la aplicacion de farmacos de

manera tépica.
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MECANISMOSFISIOLOGICOSDEL SUENO

Con € surgimiento del EEG se desarroll6 € estudio de los mecanismos fisiol 6gicos del
ciclo suefio-vigilia. Bremer (1938), parad estudio de la actividad EEG en gatos, cred novedosas
técnicas. la preparacion encéphaleisolé y la preparacion cerveau isolé.

En la preparacion encéphale isolé, a animal se le separala médula espinal, dgjando intacto
al resto del encéfalo para ser registrado. Con esta preparacion, Bremer describi6 estados
alternantes de vigiliay somnolencia o suefio, con unatendencia haciala activacion del EEG; y
observo que e cerebro podia activarse con estimulos sensoriales. Con la preparacion cerveau
isolé, donde €l gato es seccionado por delante de la ldmina cuadrigémina, describid que los
animales presentaban un estado de comairreversible, con actividad EEG lentay € gato no
responde a estimulos sensoriales.

Posteriormente Moruzzi y Magoun (1949), descubrieron que a lesionar alaformacién
reticular mesencefdlica, € gato permanece en un estado de comay s se estimula eléctricamente la
misma, €l animal s estéd dormido despierta, 0 S esté despierto tiene conducta de orientacion. Asi,
postularon que la vigilia estaria condicionada por la influencia continua de la formacién reticular,
activada por influjos de tipo sensorial, a cual denominaron sistema reticular activador ascendente.

Estos trabajo fueron € pilar de lateoria pasiva del suefio partiendo de la hipétesis de la
desaferentacion, que propone que e suefio sobreviene en forma pasiva por la fata de estimulacion
sensoria del sistemade lavigilia, es decir, por lafaltade lainfluencia activadora del sistema
reticular activador ascendente.

Sin embargo, Hess en 1944, logré producir suefio con la estimulacion eléctricadel tdlamo e

hipotélamo posterior. Sentando las bases de la teoria activa del suefio, que lo considera como un
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estado fisiol6gico particular, inducido activamente y controlado por estructuras especificas.
Ademés, € nucleo supraquiasmético del hipotdlamo juega un papel fundamental en laritmicidad
del ciclo suefio-vigilia, su lesion provoca la desorganizacion circadica de los periodos de suefio
(Tbukay Kawamura, 1975; Rusak y Suker, 1979).

Es de destacar el desarrollo del estudio de los factores inductores de suefio. Este
concepto, fue propuesto inicialmente por Pieron en 1913, quien suponia que durante la vigiliase
acumula una substancia gue induce suefio ala cual llamé hipnotoxina. Los trabajos de Pieron
fueron muy discutidos. No obstante, se ha demostrado la existencia de péptidos "facilitadores de
suefio”. Algunas de estas sustancias pueden ser obtenidas posterior a la privacion de suefio, en
sangre, orinay tejido cerebral. Se han descrito varios factores hipnogenos. e Factor "S', de
origen peptidico que se acumula en la sangre; el péptido inductor de suefio delta que se encuentra
en e liquido cefadorraquideo; e péptido intestinal vasoactivo (VIP) que tiene unaamplia
distribucién en @ cerebro incluyendo al rafey € hipotalamo, entre otras sustancias promotoras de
suefio.

Si bien € estudio de los mecanismos fisiol6gicos del suefio ha dado origen a un gran
nimero de trabajos, en este caso se hard énfasis en aquellos que se relacionan de manera mas
directa con € presente trabajo, destacando € papel que juegan algunos nlcleos y

neurotransmisiones tanto en € suefio lento como en € suefio MOR.

MECANISMOSFISIOLOGICOS DEL SOL
Como ya se sefia 6 con anterioridad las dos caracteristicas principales del EEG durante €

SOL son los husos de suefio y la actividad delta. Teniendo que la estructura basica donde se
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presenta la actividad lenta es la corteza cerebral. Jouvet (1961) observé la ausencia de ritmo lento
en los animales neodecorticados. Posteriormente Villablanca (1974), demostré la existencia de
delta en corteza cerebral aidada. Sin embargo, |0s mecanismos de organizacion de esta actividad
tienen su base en las redes tdlamo-corticales. En €l tdlamo y la corteza durante el SOL se ponen
en marcha circuitos con oscilaciones intrinsecas a las frecuencias respectivas, donde participan
neuronas glutamatérgicas de proyeccion e interneuronas gabagrgicas (McCormick, 1992). Las
aminas biogénicas, la acetilcolinay glutamato que se liberan durante € despertar y lavigilia,
suprimen la actividad lenta de las neuronas talamicas y corticales (Reinoso-Suarez, 1997). Lo que
indica que | as redes neuronal es responsables de las distintas fases del ciclo suefio-vigilia, son
necesarias para que se produzca el SOL (Marinéy Mancia 1993).

Es indudable la participacion de diversas estructuras subcorticales en el SOL. El grupo de
Batini (1959), trabajando en €l gato, describié que haciendo una seccién del neuro-gje anivel de
laporcién mediadel puente, que degjaintacto a NRPO, e EEG permanece activado, sin ondas
lentas. Posteriormente Magnes et al., (1961), encuentra que con la estimulacion eléctricaa bgja
frecuenciadel NTS, tiene lugar una sincronizacion EEG. Y por € contrario, se produce
desincronizacion EEG con la destruccion de este niicleo (Bonvallent y Allen, 1963). Sumado alo
anterior, latasade disparo de las neuronas del NTS es mayor durante el SOL en comparacion
con lavigilia (Eguchi y Satoh, 1980). Ademas, la estimulacion eléctrica del complejo vagal en
preparaciones semicronoicas, provoca la aparicion de signos del SOL, como dilatacién pupilar y
EEG con ondas lentas aun después de la lesién del nlcleo dorsal del rafe (Sakai y Crochet, 2000),
gue también juega un papel importante durante el suefio lento.

El complg o nuclear del rafe participa en los mecanismos del SOL (Jouvet, 19724). Los



72

distintos nticleos de este complejo poseen aferencias y eferencias anatémicas especificas e
interconexiones especificas entre si. La mayoria de céulas serotoninérgicas se localizan en estos
nucleos, ademas de gaba, noradrenaina, encefalina, somatostatina, sustancia P, colecistoquinina,
neuropéptido Y y factor liberador de tirotropina (Villar, 1994).

Lesiones especificas a complejo nuclear del rafe, permitieron describir lainfluencia de
cada uno de los nucleos de éste con e suefio. Lesionando 70-80% a rafe se produce insomnio
total durante tres o cuatro dias, después hay un restablecimiento del suefio, pero que no excede
del 10% del tiempo total (Jouvet y Renault, 1967; Jouvet, 1967a); mientras que lesiones menores
del 15% no afectan a suefio (Jouvet et al, 1966; Jouvet, 1969). La destruccion del nicleo rafe
dorsalis (NRD) induce un estado permanente de alerta en los primeros 2 0 3 dias, aunque €
suefio MOR se presenta periodicamente (Jouvet y Renault, 1967); y la destruccion de laregion
caudal dd rafe (nlcleo del rafe pontisy magnus) provoca la desaparicion casi total del MOR,
mientras que el SOL solamente disminuye un 40%, lo que sugiere que las neuronas de laregion
caudal del rafe se encuentran vinculadas en mayor medida a los periodos transitorios de SOL a
suefio MOR (Cespuglio et al., 1979). Ademés, la estimulacién eléctrica breve y de bajo voltaje del
NRD disminuye lalatencia de aparicion del SOL (Ferndndez-Guardilla et al., 1981).

Jouvet (1969, 19724), propuso la existencia de unarelacion entre la cantidad de
serotonina cerebral y e tiempo de suefio. Lainhibicion farmacol 6gica de la serotonina con la
Paraclorofenilanalina (PCPA), provoca una disminucion del SOL y ddl suefio MOR, que es
reversible con la administracion de DL-5-hidroxitriptofano (precursor la serotoning)
Posteriormente, analizando la actividad neurona y de la serotonina del NRD (medida por medio

de lavoltametria), se encontrd que ambas a canzan sus niveles mas elevados durante lavigiliay se
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deprimen durante el SOL y llegan practicamente a desaparecer durante € suefio MOR (Cespuglio
et al., 1981).

Sin embargo, larelacién entre la serotoninay la activacion de redes talamocorticales para
los estados de alertamiento no es del todo clara. Estudios €l ectrofisiol 6gicos demostraron que la
serotoninainhibe las neuronas talamocorticales (Rogawski et al., 1980; Kayamaet al., 1989;
Monckton y McCormick, 2002) y excita a las neuronas gabaérgicas del nicleo reticular del
tadlamo (McCormick y Wang, 1991), del mismo modo que a las neuronas locales gabaérgicas en €
tdlamo y en la corteza cerebral (Monckton y McCormick, 2002; Sheldon y Aghgjanian, 1990). Lo
cual sugiere que la serotonina tendria el papel de neurotransmisor promotor del suefio por inhibir
directamente a las neuronas talamocorticales y excitar a las interneuronas gabaérgicas de la
cortezay €l tdlamo que darialugar alareduccién de la actividad neuronal, es decir ala
sincronizacion EEG (Sakai y Crochet, 20014).

Sumado a lo anterior, se ha descrito una actividad, que se podrian calificar de atipica, en
neuronas de serotonina del NRD, ya que muestran una mayor frecuencia de descargas ténicas
durante el SOL (Sakai y Crochet, 2001a), contrario a lo descrito en las neuronas, ahoratipicas,
del mismo nucleo. Lo anterior estaria acorde a lo descrito en |os trabajos pioneros de lesiones en
el NRD (Jouvet, 1972b). La supresion de la actividad de las neuronas de este nicleo por la
aplicacion local de 8-OH-DPAT, un agonista de |os auto-receptores de serotonina, o por
musimol, provoca de manera dosis dependiente un aumento de lavigiliay una disminucion del
SOL sin afectar la generacion del suefio MOR (Sakai y Crochet, 2001b).

Ademés del rafe, se ha descrito la participacion de laregién predptica de hipotdlamo en

los mecanismos del SOL. Nauta (1946), mostrd gque las lesiones en esta region provocan un
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estado de insomnio. Registros unitarios y multiunitarios en la region predptica en animales
despiertos mostraron que coexisten neuronas activas durante €l suefio con otras que estan activas
durante la vigilia; ambas se encuentran extensamente distribuidas en la parte media y lateral del
area predpticay en la parte basal del cerebro anterior (Kaitin, 1984; Koyamay Hayaishi, 1994,
Ogaway Kawamura, 1988; Osakay Matsumura, 1994; Szymusiak y McGinty, 1986). ASimismo,
las neuronas de érea predptica tienen una mayor tasa de disparo espontanéa durante el SOL que
durante lavigilia jugando un pape determinante en € inicio del suefio, ya que € aumento en €
disparo comienza pocos segundos antes de iniciar e SOL (Szymusiak y McGinty, 1986). Aunque
las neuronas colinérgicas y noradrenérgicas del tallo cerebral que estén activas durante lavigiliay
muestran cierto aumento en su tasa de disparo durante las transiciones de vigiliaa SOL y de SOL
avigilia, las neuronas del area predptica, no se anticipan ala aparicion de lavigilia, ademés de que
no se observa una reduccién de la actividad neuronal durante los Ultimos segundos del SOL
previos alavigilia, sino que la actividad se acopla segundos después del despertar, por 1o que se
ha propuesto que el papel del area predptica en € despertar es secundario (Szymusiak y McGinty,

1986)

MECANISMOSFISIOLOGICOSDEL MOR

Las Neuronas serotoninérgicas del NRD y las células colinérgicas de tegmento lateral
dorsal (TLD) y TPP, estan implicados de manera conjuntaen € disparo, instalacion y
mantenimiento del suefio MOR (McCarley, 1978; Jones, 1993). Desde trabajos pioneros, usando
estrategias farmacol gicas se describi6 € posible papd de las monoaminas en € control del suefio

MOR. La administracion de reserpina, que disminuye los niveles de éstas, provoca un estado de
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insomnio hasta de 24 horas, reversible con aplicacion de dopamina (Matsumoto y Jouvet, 1964).
La administracién de alfa-metil-DOPA, que desplaza ala noradrenalina, suprime la aparicién del
suefio MOR entre 16 y 20 horas, mientras que la administracion de Disulfirm (sustancia que afecta
a metabolismo de la noradrenaling), provoca la disminucion del suefio MOR y de lavigilia
(Dusan-Peyrethon y Froment, 1968).

Diversos trabajos, indican que las neuronas colinérgicas de TPP estan involucradas en la
instalacion del suefio MOR por medio de las proyecciones hacia la formacion reticular pontinay a
tadlamo. Desde su demostracion inicial (George et al., 1964), los mecanismos colinérgicos del
tallo cerebral fueron involucrados en lainduccién del suefio MOR. Varios trabajos han
confirmado que cuando se inyectan agonistas colinérgicos en el NRPO esinducido € suefio MOR
(Baghdoyan et al., 1984, 1989, 1993; Vanni-Mercier et a.,1989; Y amamoto et al., 1990a; Y amuy
et a., 1993). El NRPO recibe inervaciones colinérgicasdel TLD y de TPP (Mitani et al., 1988;
Shiromani et al., 1988), y lesiones en las neuronas colinérgicas de estos niicleos inhiben al suefio
MOR (Webster y Jones, 1988), mientras que la estimulacion el éctrica de los mismos |o aumenta
(Thakkar et al., 1996). Se ha descrito que grupos de neuronas del TPP descargan unos segundos
antesde iniciar € suefio MOR y durante éste, otras descargan durante lavigiliay durante €
suefio MOR (El Mansari et al., 1989; Kayama et al., 1992; Steriade et a., 1984; Thakkar et a.,
1998). Y en contraste con |las neuronas mesopontinas, las neuronas noradrenérgicas del LCy las
neuronas serotoninérgicas del NRD, presentan un patron de descarga que es |o mas cercano alo
opuesto del TPP, su mayor tasa de disparo es durante lavigilia, declina durante el SOL y
précticamente desaparece durante € suefio MOR, tanto en el NRD (McGinty y Harper, 1976;

Lydic et a., 1987; Jacobsy Fornal, 1991), como en el LC (Hobson et al., 1975; Foote et al.,
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1983). Ademas, hay evidencia anatébmica de que € NRD envia proyecciones de serotonina hacia
el LTD y TPP (Sembay Fibiger, 1992; Honday Semba, 1994; Steininger et a., 1997), y que ésta
gjerce una modulacién sobre las neuronas del LTD y TPP que generan €l suefio MOR (Cespuglio
et a., 1979; Portas et a., 1996; Sanford et al., 1994; Horner et a., 1997).

Las neuronas del campo tegmental gigantocelular (CTG) desempefian un papel en la
generacion del suefio MOR (Hobson et al., 1974, Steriade y Hobson, 1976), presentando un
patrén de disparo fasico tanto en lavigilia como en € suefio MOR, o que sugiere que este
conjunto de neuronas no esta relacionado selectivamente con la generacion de éste (Sastre et al.,
1981; Sakai et al., 1983; Steriade et al., 1984), sino que ocurre en consecuencia de la interaccion
reciproca entre las neuronas colinoceptivas del CTG y grupos de neuronas monoaminérgicas del
NRD Yy del LC; lalesion eectroliticay quimicadel CTG no afecta | os aspectos cuantitativos y
cualitativos del suefio MOR (Sastre et al., 1981). Se tiene entonces, una relacion reciproca
inversa, en € tallo cerebral, entre las estructuras monoaminérgicas (serotoninérgicas,
noradrenérgicas y adrenérgicas) y los nucleos donde hay neuronas colinérgicas, y ambas
participan en los mecanismos centrales del suefio MOR. Debido alos patrones de disparo que
presentan se les denomind REM-on (de las siglas en inglés) alas cdulas colinérgicas, y a cdlulas
monoaminérgicas REM-off (delassiglaseninglés). Las primeras selocalizanen e TP
mediodorsal, en especia en € Peri-LC-a, laparte media del LC-a y en d bulbo raquideo. Las
células REM-off se distribuyen difusamente en €l tallo cerebral. Al registrar las REM-on y las
REM-off simultdneamente, se observan cambios de actividad en ambos tipos de células
relacionados estrechamente con las transicion del SOL a MOR y viceversa. Las REM-on

disparan de manera ténicay especificamente durante |os periodos de MOR, mientras que las
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REM-off cesan su disparo durante este periodo del suefio; esto sugiere que las neuronas REM-on
juegan un papel gecutor en lainstalacion y mantenimiento del MOR, mientras que las REM-off
un papel permisivo en la generacion del MOR (Sakai, 1985; 1986). La aplicacion tépica de
carbacol en € Peri-LC-a, LC-a y en e CTM, provoca la aparicién de episodios prolongados de
suefio MOR, con una latencia corta (5 a 7 minutos) (Vivaldi et al., 1980; Baghdoyan et al., 1989;
Vanni-Mercier et a., 1989, 1991; Yamamoto et al., 1990a, 1990b).

Hay zonas sensibles paralainduccion del suefio MOR por la aplicacion de carbacol como
el CGT y e CTM (Baghdoyan et a., 1984; Vanni-Mecier et a., 1989; Yamamoto et a., 1990a;
Yamamoto et al., 1990b), a pesar de que carecen en absoluto de células colinérgicas (Shiromani
et a., 1988), siendo ésta méas bien zonas colinoceptivas; 10 que sugiere, que |os impulsos
colinérgicos paralainduccion del suefio MOR tienen su origen en laPBL, esta si con neuronas
colinérgicas que proyectan abundantes eferencias haciael CGT, € CTM (Mitani et al., 1988;
Quiattrochi et al., 1989) y hacialaregién dorsolateral del TP (Y amamoto et al., 1990a).

Aplicando microinyecciones de carbacol en la PBL, se describié un aumento duradero (6 a
8 dias) y significativo de los episodios de SFOL y de MOR, ademés de un estado de activacion
EEG y la ocurrencia ininterrumpida de salvas PGO, independientemente de | as fases de suefio
(Cavo et a., 1992). Asi se propone gue los impulsos colinérgicos paralainduccion del suefio
MOR se originan en laPBL (Dolabelay Singer, 1987; Jonesy Beaudet, 1987), que es donde se
generan los potenciales PGO (Mitani et al., 1988; Quattrochi et al., 1998).

La aplicacion tépica de triptofano, en la parte rostral y ventral del hipotdamo revierte el
insomnio producido por la PCPA y produce un aumento significativo del suefio MOR (Denoyer et

al., 1989). Lo que sugieren que anivel del hipotdlamo, la serotonina pone en marcha un
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mecanismo hipotdamo-hipofisiario que activa los mecanismos gjecutores del suefio MOR (Jouvet,
1984), ademas puede estar bajo lainfluenciainhibitoria de la region postero-ventral del
hipotalamo, pues su lesion provoca el aumento significativo del suefio MOR (Jouvet, 1988). Por
lo tanto, existen dos centros hipotalamicos para la regulacion del suefio MOR, uno anterior
facilitatorio y otro posterior inhibitorio.

Muchos neuropéptidos han sido involucrados en laregulacion del ciclo suefio-vigilia. Los
primeros reportes mostraron que la administracion intra cerebro-ventricular de neuropéptidos
tales como la angiotensina ll, larenina, sustancia P y la arginina-vasotocina, disminuyen € tiempo
de MOR a expensas de un aumento de SOL (Riou et a., 19824). El VIP, que se encuentra
distribuido en & nucleo supraguiasmatico y en € tallo cerebral, provoca el aumento del SOL vy del
suefio MOR y revierte la abolicién de éste provocado por la administracion de PCPA (Riou et al.,
1982b, 1982c; Drucker-Colin et al., 1990, Prospero-Garciaet a., 1993). Ademas la aplicacion
topicadel VIP en laamigdaladel 16bulo temporal, provoca un aumento del suefio MOR 'y de los
potenciales PGO (Simén-Arceo et al., 2003). También, se ha demostrado que la hormona
adrenocorticotropina aumenta € tiempo total de vigilia, mientras que péptidos derivados de la
hormona estimulante de los melanocitosy € CLIP, aumentael SOL y € suefio MOR (Chastrette
y Cespuglio, 1985).

Jouvet (1988) demostré que los sistemas hipotalamicos y bulbares encargados de la
regulacion de latemperatura, participan de maneraimportante en los mecanismos de instalacion
del suefio MOR. En gatos sin & € e hipotdlamo-hipofisiario y disminuyendo la temperatura
ambiental (lo que reduce latemperatura cerebral de los animales), el suefio MOR comienza a

presentarse de manera ciclicay abundante a partir de los 35.5 grados, alcanzando su mayor
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cantidad al rededor de los 32 grados, sugiriendo que los sistemas ponto-bulbares encargados de
controlar lavasomotricidad y en especia €l nlcleo para-giganto-celular, juega un papel
importante en los mecanismos de instalacion del suefio MOR. Dicho niicleo contiene abundantes
eferencias excitatorias haciael LC, cuyas neuronas adrenérgicas tienen unainfluenciainhibitoria
sobre los mecanismos colinérgicos del suefio MOR, por lo tanto, lainhibicion de este niicleo al
disminuir latemperatura, dificultarialos mecanismos adrenérgicos del LC, lo que permitiriala
activacion de los mecanismos colinérgicos del suefio MOR.

Se ha propuesto que e gaba, gjerce un papel modulador en la regulacion del suefio MOR
en diversas areas hipnogénicas, su generacion puede depender de la activacion de las neuronas
colinérgicas y la simulténea inactivacion de las neuronas noradrenérgicas del LC, donde las células
gabaérgicas locales tendrian un papel preponderante (Gervasoni et al., 1998; Jones, 1991; Nitz y
Siegd, 1997, Pal et a., 2005). La aplicacién de microinyecciones de picrotoxina, un antagonista
de gaba-A en e area medial preoptica-anterior del hipotdlamo provoca la disminucion en €
tiempo total, duracion promedio y frecuencia del suefio MOR (Ali et al., 1999). Lainyeccion de
gabay musimol (agonista del receptor gaba-A) en e NRPO de gatos induce vigiliay suprime
tanto e SOL como al suefio MOR, mientras que la aplicacién de antagonistas de gaba-A en la
misma area, provoca la aparicion prolongada de suefio MOR (Xi et a., 1999). Asimismo, esta
bien documentada la relacién entre la neuronas colinérgicas y gabaérgicas de NRPO que juegan
un papel determinante en la generacion del suefio MOR (Xi et al., 2004).

Finalmente, cabe mencionar que son muchos las sustancias neuroactivasy las éreas del
sistema nervioso que podrian influir e incluso regular alos estadios del ciclo suefio-vigila.

También existen varios trabajos cuyos resultados todavia causan controversia. Sin embargo, solo
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se pretendio dar una vision general de los mecanismos fisiol 6gicos que se han planteado para este

proceso.
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ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL NERVIO VAGO

El Nervio vago esta formado por la convergencia de fibras aferentes y eferentes; motoras
viscerales generales (parasimpéticas) y especiales, sensitivas viscerales generales y especiaes,
fibras sensitivas sométicas. Se sitlia en la vaina carotidea (paquete vasculo-nervioso del cuello),
entre la vena yugular interna (lateralmente) y la arteria carétida (medialmente). A nivel delaraiz
del cuello, sobre @ lado derecho, €l nervio discurre anterior ala arteria subclaviay penetraen €
torax y en e lado izquierdo discurre entre las arterias carétida comun y subclavia para entrar en el
torax. Las fibras parasmpéticas inervan € corazén, los pulmonesy € tubo digestivo casi hasta el
angulo esplénico del colon; mientras que las fibras motoras viscerales especiaes inervan los
fasciculos estriados de la laringe, lafaringe y € paladar.

Lasfibras sensitivas visceraes generales proceden de la mucosa del paladar, lafaringe, la
laringe, € corazdn, los pulmonesy € tubo digestivo. Las fibras sensitivas viscerales especiales de
gusto proceden de lavaéculay laepiglotis. Finamente las fibras sensitivas sométicas inervan la

parte posterior del conducto auditivo externo y de la membrana timpanica.

Nervio vago cervical

El nervio vago cervical corre paralelo ala arteria carétida formando varias ramas
nerviosas. A nivel del ganglio yugular formalaramadel nervio auricular y laramameningea, la
primerainerva la parte posterior del conducto auditivo externo y de la membrana timpanica,
mientras la segunda inerva la dura de lafosa cranea posterior. El nervio faringeo se formaanivel
del ganglio nodoso, discurriendo entre las arterias carétidas internay externa hastallegar a plexo

faringeo e inervan los fasciculos la mucosa de lafaringe y € velo del paladar. El nervio laringeo



82

superior desciende entre la faringe (medialmente) y las carétidas internay externa, se divide por
debgjo del hioides en sus ramas superior (internd) e inferior (externa), la superior perforala
membrana tirohioidea e inervala mucosa de lalaringe por encima de | as cuerdas vocales, mientras
gue €@ inferior desciende por lalaringe e inerva e fasciculo cricotiroideo (Kaliay Mesulam,

1980a; Lumley et al., 1985)

El nervio laringeo inferior (0 recurrente) derecho, rodea la arteria subclavia derechay
asciende luego por € surco entre el esdfago y latraquea. Penetraen lalaringe einervalos
fasciculos intrinsecos excepto € cricotiroideo y la mucosa situada por debajo de las cuerdas
vocaes. Seintegraa nervio vago anivel de la arteria subclaviana del lado derechoy a nivel del
arco adrtico del lado izquierdo. Hacia €l craneo, esta rama cursa junto con latragueay el esdfago
alosque asu vez inerva (Dovas, et a, 1998). Ademas, emite proyecciones principal mente hacia
los bronquios, los pulmonesy €l corazén. En la parte més caudal e nervio vago de ambos lados
acompafa a esofago y junto con éste cruzan € diafragma, dando paso alaformacién del vago
abdominal. (Chambert, et d., 1993; Kaliay Mesulam, 1980b). Existe también, una rama cervical
cardiaca, llamada también rama adrtica o nervio depresor, se forma por varias ramas de distintos
tipos, se extiende alo largo del nervio vago cervical descendiendo por ambos lados hastalos
plexos cardiacos; y contiene la mayoria de las fibras aferentes de los barosensores del arco adrtico

(Helke et al., 1980).

Nucleos vagales
Los nucleos vagales situados en la regidn del bulbo se distribuyen como: dorsales motor y

sensitivo (parasimpético), € nucleo ambiguo (NAMB) (motor visceral especial) y € nicleo del
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tracto solitario (sengitivo visceral) (Ter Horst y Streefland 1994) (Fig. 2). Las fibras sensitivas
somaticas se conectan con € nicleo sensitivo del trigémino. El nervio sale del bulbo por fuerade
la oliva en forma de pequefias raices y del craneo através del agujero rasgado posterior, con €
seno petroso inferior y € nervio glosofaringeo mediamente y € nervio espina y la venayugular
interna lateralmente. Desciende por € cudloy d térax hasta el plexo esofégico en donde se une
con €l nervio del otro lado paraformar los troncos vagales anterior y posterior. Junto a la base del
craneo e vago conforma |los ganglios sensitivos superior e inferior. (Lumley et al., 1985).

Las terminales centrales de las aferentes vagal es primarias son encontradas mayoritariamente en €
NTSy en & érea postrema, y en menor medida en e niicleo motor dorsal del vago (NMDV) y en
lasidas trigeminales. Los subnucleos laterales del NTS estdn més relacionados con e sistema
respiratorio y cardiaco. Mientras que en € érea postrema y en €l nicleo motor dorsal del vago

estén las vias relacionadas con el cana digestivo (Lumley et a., 1985).

Figura 1. Fotografia de un corte del cerebro de un gato hecha con el procedimiento rapido. Se
muestran algunos nicleos del complejo vagal y la posicién del electrodo en el NTS. Otros nlcleos:
ambiguo (NA), cuneatus (NC), gracilis (NG), externo del trigémino (NET), del hipogloso (NH),
motor dorsal del vago (NMDV), Oliva inferior (Ol), Lemnisco medio (LM), Via piramidal (VI).



Fibras del nervio vago

El nervio vago es un nervio mixto, de tipo motor y sensorial; constituido por fibras
aferentes y eferentes, somaticas y viscerales. Estas fibras son en su mayoria no mielinizadas del
tipo C (65-80% en € gato) y algunas mielinizadas del tipo By A (Foley y DuBois, 1937,

Woodbury y Woodbury, 1990).

Fibras eferentes

Las fibras eferentes inervan € musculo estriado de lalaringey € fornix, y proporciona
inervaciones parasimpéticas a corazén, los pulmones, € tracto intestinal y otros érganos
viscerales del abdomen (Brodal, 1981). Las neuronas eferentes especiales inervan |os muascul os de
lalaringe (originadas particularmente en las ramificaciones laringeas ddl vago) y lafaringe, que
tienen localizado su somaen el NAMB. Lasfibras eferentes viscerales generales, se originan de
neuronas preganglionares localizadas en el NMDV. La activacion de estas fibras produce
constriccion bronquial, incremento en las secreciones pulmonares, bradicardia, incremento en la
secrecion gastrointestinal y pancreética, incremento en la peristalsis y diversos efectos sobre el

esfinter gastrointestinal proximal alaflexura esplénica

Fibras aferentes

L as aferentes son principamente de tipo visceral y se originan de receptores en los
pulmones, la aorta, €l corazon, e esdfago, € tracto gastrointestinal y |os quimiorreceptores de la
aorta (Paintal, 1973). Ademas, existe un componente aferente somético sensorial mielenizado que

enviainformacién sensoria de la concha del oido (Brodal, 1981). Las fibras aferentes del nervio
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vago tienen su origen en el ganglio nodoso de donde se proyectan hacia € tracto solitario y

terminan en € NTS, de ahi se distribuyen hacia @ hipotdamo, laamigdala, é NRD, € NAMB, €

NMDV, laPBL, € tdamo, la corteza insular (Rhoton et a., 1966; Aghgjanian y Wang, 1977,

Ricardo y Ko, 1978, Saper y Loewy, 1980; Saper, 1982; Cechetto, 1987). Estas proyecciones son

consideradas como mediadoras de reflgjos importantes para la funcion visceral como toser,

vomitar, deglutir y los reflgjos barocepivos. Las proyecciones a hipotdlamo son importantes en

las conductas de alimentacion y saciedad, asi como en la presidén sanguineay la conservacion de la

homeostasis (Fig 2).

o
O

Jugular Nodose ganglion
ganglion

laryngeal nerve
Larynx

Trachea

Left vagus
Stomach

Pancreas

Large
intestine

f' gl | e
’i ,3 Small
o intestine

Figura 2. Esquema tomado de Brodal (1981) donde se donde se sefialan lasel curso y distribucion

delasfibras del nervio vago
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Por otra parte, existen aferentes que proyectan a laformacion reticular medial, lamédula
espina, e NMDV, € areapostremay e nucleo cunneatus (Rhoton et a., 1966; Crill y Reis,
1968; Miuray Reis, 1972; Paintal, 1973; Car et al., 1975; Beckstead y Norgrem 1979; Kadiay

Mesulam 1980b; Cechetto, 1987).

Transmisores del sistema vagal

El nervio vago cuenta con multiples sistemas de transmisiéon (Ledlie, 1985), en los que
participan aminoacidos, monoaminas, péptidosy otras sustancias neuroactivas como & éxido
nitrico (Zhuo et al., 1997). Lesionando € ganglio nodoso se observé una disminucién en launidn
de un ligando a su receptor de glutamato (Lewis et a.,1988), colecistoquinina (Ladenheim et dl.,
1988) y neurotensina (Kessler y Beaudet, 1989). Aunado a esto, se ha demostrado € contenido
de receptores neuropeptidicos, incluido € angiotensin |1 (Diz et al., 1987).

En € NMDV, e NTS y e NAMB del complego vagal dorsa se contiene una gran
cantidad de péptidos opioides endogenos (met y leu encefalinas), los cuales juegan un papel
importante en las funciones selectivas motoras y viscerales (gastrointestinales, cardiovasculares y

respiratorios) (Milner et al., 1995).
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Abstract

The effect of electrical vagus nerve stimulation (VNS) on sleep and behavior was analyzed in freely moving cats. Eight cats were prepared
for 23-h sleep recordings. The left vagus nerve of four of them was stimulated during 1 min, five times at 1-h intervals, for 5 days. The VNS
induces: ipsilateral myosis, blinking, licking, abdominal contractions, upward gaze, swallowing, and eventually yawning and compulsive
eating, as well as an increase of ponto-geniculate—occipital (PGO) wave density and of the number of stages and total amount of rapid eye
movement (REM) sleep. Besides, there was a sudden transition from waking stage to REM sleep. The present results suggest that VNS
modifies sleep in the cat. This effect could be explained by an activation of the areas involved in the physiological mechanisms of sleep.

© 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

One of the effects detected in the early experimental
models of electrical vagal stimulation was sleep induction
(Koch, 1932; Dell and Olson, 1951). Grastyan et al. (1952)
were the first to describe the occasional appearance of sleep
spindles during vagus nerve stimulation (VNS). Padel and
Dell (1965), using encéphale isolé preparations obtained
what they called “aortic vagus” response, characterized by
immediate myosis, followed by cortical synchronization,
maintained after VNS.

Further on, Puizillout and Foutz (1977) found that VNS
produces complete cycles of all sleep stages, and increases
slow wave sleep preceded by rapid eye movement (REM)
sleep. In addition, it promotes the sudden transition from

Abbreviations: BL, baseline; EEG, electroencephalogram; LGB, lateral
geniculate body; NTS, nucleus of the solitary tract; PBL, parabrachial
region; PGO, ponto-geniculate—occipital; REM, rapid eye movement
sleep; TAM, temporal lobe amygdala; VNS, vagus nerve stimulation
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waking stage to REM sleep in sleep-deprived cats. More-
over, an enhanced frequency of REM sleep episodes was
found, suggesting that VNS may be a triggering factor of
this sleep stage (Puizillout, 1976).

However, depending on the vagal stimulation parameters
used in experimental animal models, either electrographic
synchronization or desynchronization, can be produced. In
pioneer works in cats, VNS at frequencies of 24 to 50 Hz
produced rapid activity of the orbito-frontal cortex (Bremer
and Bonnet, 1951). In subsequent works using encéphale
isolé preparations in cats, VNS (50 Hz from 0.1 to 2 V
intensity) produced cortical desynchronization and inhibi-
tion of sleep spindles (Zanchetti et al., 1952). On the other
hand, Penaloza-Rojas (1964) stimulating the vagus nerve
with direct current found electrographic synchronization.

Chase and Nakamura (1968) and Chase et al. (1966,
1967) reported that VNS-induced electrographic changes
are associated with the activation of different types of
nerve fibers; frequencies of 70 Hz and over 3 V produce
electroencephalogram (EEG) desynchronization. Using the
same frequency but with lower intensities, synchronization
is induced, suggesting that this effect results from stimu-
lation of only myelinated fibers. Stimulation intensities

0278-5846/02/$ — see front matter © 2001 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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Fig. 1. Recording of REM sleep of the same cat in BL (A) and after VNS (B). Note the greater number of PGO waves (high-voltage potential
recording in both LGBs) in the vagal stimulation recording. PfCx-L (left prefrontal cortex), LGB-L and -R (left and right LGB), EOG

(electrooculogram), EMG (electromyogram).

and frequencies that induce desynchronization are those
capable of stimulating the fibers that conduct from 1 to
15 m/s (Chase and Nakamura, 1968).

The nucleus of the solitary tract (NTS) receiving the
majority of vagus nerve afferences has been involved in
sleep—wakefulness cycle mechanisms. Vigier and Portalier
(1979) described projections of the area postrema to the
NTS and the locus coeruleus. Besides, afferents and
efferents have been described from these nuclei to the
dorsal motor nucleus of the vagus nerve (Vigier and
Rouviere, 1979).

Recently, the effect of VNS on the experimental model
of epilepsy named ‘“kindling” in the cat was reported,
and some changes in the sleep—wakefulness cycle pro-
duced by VNS were described (Fernandez-Guardiola et
al.,, 1998, 1999). Nevertheless, there are no studies in
which the VNS effect on the sleep—wakefulness cycle of
freely moving cats has been analyzed. Thus, the purpose
of the present study is to report the changes on the
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Fig. 2. PGO wave density (number of waves per minute) (mean+S.D.).
Note the significant increase in animals with VNS compared to controls (C)
(* P<.01, Mann—Whitney U test) and BL (** P<.05, Wilcoxon ¢ test).

different sleep stages, as well as on the behavior induced
by chronic VNS.

2. Methods
2.1. Animals

Eight adult male cats, weighing between 3800 and 4500 g,
were used.

2.2. Surgical procedure

Surgery was performed under intravenous sodium pen-
tobarbital anesthesia (33 mg/kg). Four animals were stereo-
tactically implanted with stainless steel bipolar electrodes
in both temporal lobe amygdalac (TAM) and both lateral
geniculate bodies of the thalamus (LGB) (Snider and
Niemer, 1961). In addition, two epidural electrodes were
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Fig. 3. PGO wave density in BL and VNS (mean+S.D.). The numbers at
the X-axis indicated the VNS day. Note a significant increase with VNS
since the first day (* P<.05, Wilcoxon ¢ test). Abbreviations as in Fig. 2.
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Fig. 4. Average of total time in minutes (A) and number of stages (B) of
REM sleep in 23-h recordings of all cats. Note in Panel (A) a significant
increase with VNS compared to C (* P<.01, Mann—Whitney U test) and
BL (** P<.05, Wilcoxon ¢ test). In Panel (B), note a significant increase
with VNS compared to C (*** P<.05, Mann—Whitney U test).
Abbreviations as in Fig. 2.

placed in both prefrontal bones for EEG recordings. Nail-
shaped electrodes were implanted in the supraorbital cavity
for electrooculogram recordings. The electromyogram was
recorded using flexible electrodes inserted into the nape
muscles. The left vagus nerve was dissected in the neck,
caudal to the larynx, and it was implanted with a bipolar
stainless steel fork-shaped electrode. All electrodes were
welded to a DB-25 connector and fixed to the skull with
dental acrylic. The four control cats were prepared as
above with the exception of the vagus nerve implantation.
After surgery, the animals were placed in soundproof
boxes (1.20 x 0.80 x 0.80 m) with water and food ad
libitum and left to recover and acclimatize for 15 days.
During this time they were exposed to a light—dark period
of 12:12 h (8:00 a.m.—8:00 p.m. light; 8:00 p.m.—8:00 a.m.
dark). Every day 1 h was taken to clean and feed the
animals (from 7:00 to 8:00 a.m.).

2.3. Vagus nerve stimulation

The VNS threshold was determined considering poly-
graphic and behavioral signs previously described (Fernan-
dez-Guardiola et al., 1998, 1999): the appearance of evoked
potentials in LGB by ocular movements; swallowing, lick-
ing, and vomit reflex. Furthermore, the behavioral responses
induced by VNS were videotaped. Once the threshold had
been reached, VNS was applied daily, for 1 min at 1-h
intervals five times per day (from 10:00 a.m. to 2:00 p.m.)
for 5 days.

2.4. Recordings

The control cats were recorded during 5 days. In the
experimental cats, baseline (BL) recordings were obtained
during 5 days before VNS. All sleep—wakefulness record-
ings of the three conditions lasted 23 h (from 8:00 a.m. to

7:00 a.m. of the following day). Sleep stages were eval-
uvated (Ursin and Sterman, 1981). One polysomnograph
was obtained for each recording. The number of stages and
total time of each stage of the sleep—waking cycle during
the 23-h recording were analyzed. Polysomnographs and
numerical values of each variable were obtained with a
computer program (Win-sleep) designed at our laboratory
for sleep analysis (Fernandez-Guardiola et al., 1995;
Valdés-Cruz et al., 1997). In addition, the total number
and density of ponto-geniculo—occipital (PGO) waves of
REM sleep were quantified.

2.5. Statistical analysis

Numerical data were statistically analyzed with the
Mann—Whitney U test for range comparison of two inde-
pendent groups and the Wilcoxon ¢ test for related groups.

3. Results

The VNS intensity ranged from 1.2 to 3.0 mA (30 Hz
and 0.5-ms pulses).

3.1. Behavioral effects

VNS induced the following behavioral responses: ipsi-
lateral myosis, blinking, REMs in bursts, licking, abdominal
contractions, upward gaze, brief and sudden immobilization,
swallowing, and eventually yawning as well as compulsive
eating. All behaviors appear during stimulation.

3.2. Effects on sleep

During and after VNS, evoked potentials induced by
ocular movements in both LGB were conspicuously
increased. The density of PGO waves during REM sleep
showed a significant increase with VNS compared qualita-
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Fig. 5. REM sleep stage distribution in five 23-h recordings in C, BL, and
VNS. Vertical black bars represent the occurrence of the stages (the
numerical values on right side indicated the total number of each condition),
each line of bars stand for day of recording; arrows show VNS application;
horizontal bars indicate light and dark periods. Note the greater number of
stages in VNS cats.
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Fig. 6. Polysomnographic recording of one cat. (A) Transition from slow wave sleep to REM sleep. (B) Narcoleptic reflex: sudden transition from waking stage
to REM sleep in the same cat, 8 h after the last vagal stimulation. Left prefrontal cortex (PfCx-L), left and right LGB (LGB-L, LGB-R, respectively),

electrooculogram (EOG) and electromyogram (EMG).

tively to BL (Fig. 1) and statistically different to controls
(Fig. 2). Moreover, an increase of PGO wave density was
observed since the first VNS day compared to BL (Fig. 3).
Also, an increase in the total time and number of stages of
REM sleep was observed in cats with VNS (Fig. 4).

The qualitative analysis of the temporal distribution of
REM sleep stages showed an increment in the number of
appearances of this stage during the 23 h, with a deviation
towards the periods of vagal stimulation (Fig. 5).

On the other hand, evaluation of the obtained record-
ings revealed sudden transitions from waking stage to
REM sleep in VNS-conditioned cats (Fig. 6). It was
observed in all VNS cats, but it did not occur in all
VNS days (Table 1).

4. Discussion

Our results complement the previous findings about VNS
sleep studies, in which the animals were under anesthesia or
encéphale isolé preparation. Thus, we recorded the EEG
during 23 h in freely moving cats, and observed sleep

Table 1
Number of sudden transitions from waking to REM sleep
VNS day
Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5
Cat 23 0 0 2 2 2
Cat 24 0 1 2 2 1
Cat 26 0 0 0 2 1
Cat 27 0 1 1 2 3

changes outside VNS periods as well as the behavior while
VNS was performed.

4.1. Behavioral effects

Abdominal contractions and compulsive eating could be
induced by efferent parasympathetic projections of the
vagus nerve towards the esophagus, stomach, and gut
(Brodal, 1981; Foley and DuBois, 1937; Woodbury and
Woodbury, 1990). Swallowing and licking are behaviors
produced by the activation of the ambiguous nucleus, which
controls the phonation and swallowing muscles (Carpenter
and Pines, 1957). The vomit reflex is a result of the
activation of the area postrema through the NTS (Vigier
and Portalier, 1979).

Ipsilateral myosis, blinking, ocular movements in
bursts, and upward gaze are induced by the activation of
the oculomotor nucleus and the Edinger—Westphal nuc-
leus, through central afferent projections of the NTS
(Anden, 1966).

4.2. Effect on sleep

The effect of VNS on REM sleep could be due to the
central afferent projections of the vagus nerve. These
originate in the nodose ganglion and most fibers are directed
towards the NTS (Crill and Reis, 1968; Miaura and Reis,
1972; Rhoton et al., 1966). The role of the NTS in sleep
seems to be diverse. In cats, different groups of neurons
have been observed to display changes in their triggering
pattern depending on the animal’s sleep stage (Magnes et
al., 1961; Eguchi and Satoh, 1980).
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The importance of endogenous opioids of the NTS on
slow wave sleep has been marked (Reinoso-Barbero and De
Andrés, 1995). In addition, the NTS has cholinergic and
excitatory amino acid projections (Shihara et al., 1999)
toward structures involved in different mechanisms of
REM sleep such as the PBL (Granata and Kitai, 1989),
the TAM (Duan et al., 1994; Takeuchi et al., 1983; Halsell,
1998), the locus coeruleus alpha and subcoeruleus (Sakai et
al., 1977). In addition, it has been proposed that the NTS
could play a role in REM sleep by way of its serotoninergic
projections towards the PBL (Laguzzi et al., 1984; Puizill-
out, 1986; Nosjean et al., 1987; Danguir et al., 1988). Also,
the NTS presents an increase in C-fos in animals with REM
sleep increased by auditory stimulation (Merchant-Nancy
et al., 1992).

The importance of PBL and locus coeruleus during the
tonic and phasic events of REM sleep has been well
documented (Jouvet, 1972; Sakai, 1985). A lasting induc-
tion of REM sleep has been attained by direct cholinergic
stimulation of both PBL and TAM (Calvo et al., 1992,
1996), with persistent increase of PGO potentials in both
cases. The rise in density of these potentials in the present
experiments could be due to the cholinergic activation
favored by VNS in these areas through the NTS.

On the other hand, it should be noted that sudden
transitions from wakefulness to REM sleep (narcoleptic
reflex) were described before in cats with VNS in encéphale
isolé preparations and in sleep-deprived cats (Puizillout,
1976). In our present work, freely moving cats with no
anesthesia and VNS present a narcoleptic reflex despite
exhibiting increased REM sleep.

Some afferent fibers to the NTS with high density of
orexin immunoreactivity may be of importance for the
narcoleptic reflex, as orexins (hypocretins) play a key role
in narcolepsy (Peyron et al., 1998; Siegel, 1991; Thallickal
et al., 2000).

5. Conclusion

We conclude that VNS influences REM sleep through
vagal afferences related with areas that play a role in this
sleep stage. The relevance of 23-h recordings must be
emphasized, since long-term changes were observed that
were reflected on PGO wave increase, total REM sleep time,
and sudden transitions from waking stage to REM sleep.
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SUMMARY

In our laboratory we reported the effect of vagus nerve electrical stimulation
(VNS) on sleep and behavior. However, the information related to this matter is scarce.
Therefore, the aim of the present study is to analyze VNS effect on EEG and on the
different stages of the sleep-wakefulness cycle in the cat. To achieve this, six male cats
were implanted with electrodes on the left vagal nerve and submitted to 15 23-h
continuous sleep recordings: baseline (BL), VNS and post-stimulus recording (PSR). The
following parameters were analyzed: EEG power spectrum, total time and number of sleep
phases, ponto-geniculo-occipital (PGO) waves density, and the number of times the
narcoleptic reflex was present (sudden transition from wakefulness to REM sleep).
Significant changes were detected, such as enhancement of slow-wave Sleep stage I,
power increment in the bands corresponding to sleep spindles (8-14 Hz) and delta waves
(1-4 Hz) with VNS and PSR, increment in total time, number of stages, and density of
PGO waves inREM deep with VNS; diminution of wakefulnessin PSR, and the
eventual appearance of narcoleptic reflex with VNS. The results suggest that VNS exerts
an influence on EEG activity and the sleep-wakefulness cycle by means of vagus nerve
afferences concurring in the nucleus of the solitary tract and projected rostrally. The
effects that go beyond the VNS period may be due to plastic changes elicited by vagal

stimulation.

Keywords: Vagus nerve stimulation, REM sleep, slow-wave sleep, EEG activity, power
spectrum, cat.



INTRODUCTION

Vagal nerve electrical stimulation (VNS) is a new non-pharmacological treatment
for controlling medically intractable epileptic seizures (Ben-Menachem et a., 1994; Terry
et a., 1992; Uthman et al., 1993; Wilder et a., 1991). At the present time, it isan
alternative treatment for a series of psychiatric conditions (Kosel and Schlaepfer, 2003);
however, few studies have been carried out concerning VNS and its effect on EEG and
sleep.

VNS effects on electroencephalographic activity were initially detected in the first
experimental models in cats (Dell and Olson, 1951; Koch, 1932). In subsequent acute
experiments, it was described that VNS originated cortical synchronization and
desynchronization, depending on the frequency and intensity of stimulation (Chase et al.,
1966, 1967; Chase and Nakamura, 1968). Other authors (Puizillout, 1976; Puizillout and
Foutz, 1977) studied VNS influence on sleep stages in cat and reported an increment in
slow-wave sleep (SWS) preceded by arapid eye movement (REM) stage, as well asan
increase in the frequency of thislatter stage. In addition, in cats deprived of sleep, sudden
transitions from wakefulness to REM sleep were observed, which they called narcoleptic
reflex.

EEG recordings during the sleep-wakefulness cycle in cats show variations in the
power spectrum dependent on the wakefulness state the animal isin. Generally, the power
spectrum in the frequency band originated by the EEG recording through the various
stages of sleep and wakefulnessis very regular. However, this recording is sensitive to
behavioral manipulations and pharmacological treatments (Lancel, 1993).

Under controlled conditions, EEG power density in SWS and REM sleep
undergoes no systematic changes. Manipulation of the duration of wakefulness (Lancel et
al., 1991, 1992) renders an increase in power activity lower than 15 Hz during sleep
recovery. This EEG characteristic is species independent, sinceit is present in rodents,
cats and humans (Lancel, 1993).

Rizzo et al. (2003, 2004) studied VNS effect on EEG power spectrum during the
different sleep stages in patients with epilepsy. They described a diminution in REM sleep
and diurnal somnolence and a power increase in the delta band during slow-wave sleep
with VNS. The former evinces the possibility that VNS is not only causing changesin
sleep architecture, but also modificationsin EEG characteristics.

In our laboratory (Ferndndez-Guardiola et al., 1998, 1999) we reported that VNS
induced changes in the wakefulness-sleep cycle in cats subject to amygdaline kindling.



Subsequently, using chronic preparations in freely moving cats, we described an increase
in total time and in the number of REM phases when VNS was used. Besides, the ponto-
geniculo-ocipital (PGO) waves density increased in this same stage, and the occasional
presence of narcoleptic reflex was also reported (Vadés-Cruz et al., 2002). The
importance of undertaking 23-h recordings was highlighted in these studies, since long-
term sleep changes were observed.

However, the information concerning long-term effects of VNS on EEG and sleep
wakefulness cycleis scarce. Therefore, the aim of the present study is to describe and
analyze VNS effect on the stages of the sleep-wakefulness cycle and on the EEG power
spectrum in freely moving cats.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Six male adult cats weighing between 3800 and 4500 g were used. During the
experiments animals were kept in soundproof recording boxes (1.2 m x 0.8 m x 0.8 m)
under controlled temperature (23° C £ 1°C) with water and food ad libitum. They were
subjected to alight-dark cycle (12:12h) with lights on at 8:00 h; one hour was dedicated
for cleaning and food providing initiating at 7:00 h. All experiments were carried out
following the technical guidelines for the production, care and use of laboratory animals
issued by the SAGARPA (NOM-062-Z00-1999) and approved by the ethics committee
of thisingtitute (Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente).

Procedure

Surgery was carried out under hal othane anesthesia by the inhalation of 5% concentration
of this compound in an oxygen flux (O) during induction, and 2% for maintenance.
Ketamine hydrochloride (0.5 mg/kg) was used as a preanesthetic together with an
analgesic (Butarfanol, 0.4 mg/kg) and a muscle relaxant (xylazine hydrochloride, 0.1
mg/kg). Stainless steel bipolar electrodes were implanted on both lateral geniculate bodies
(LGB) in the thalamus according to the coordinates of the Atlas by Snider and Niemer
(1961). Epidural electrodes directed to both prefrontal cortices were used for EEG
recording. In addition, nail-shaped electrodes were placed in the supraorbital cavity for
electrooculogram recording. An electromiogram was obtained with flexible electrodes
inserted in the nape muscles. Left vagus nerve was dissected at neck level, caudal to the
larynx and implanted with a stainless steel hairpin-shape bipolar electrode. All electrodes

were connected to a connector DB-25 and fixed to the skull with dental acrylic. After



surgery, animals were given antibiotic and analgesic treatments for five days, and 10 more
days for adapting to the recording conditions.
Recordings

Animals were subjected to 15 continuous 23-h recordings with the following
schedule: five baseline recordings (BL), five with VNS, and five posterior to the
stimulation days (PSR). VNS was applied with a stimulator S88 (Grass) with an isolation
unit; the stimulation consisted of trains of 0.5 ms pulses, frequency 30 Hz for one minute
and an intensity varying between 2.0 and 3.0 mA. This schedule was applied five times a
day with 1:00 h intervals (from 10:00 to 14:00 h). VNS threshold was established by
following polygraphic and behavioral signs described by us el sewhere (Fernandez-
Guardiolaet a., 1998, 1999).

EEG activity was acquired on-line for each of our recordings along 6-h intervals
using an analog/digital converting system (Astro-Dag) with a 100 Hz sampling frequency.
A posterior analysis of the power spectrum evolution in the frequency domain was carried
out using a computer program developed in our laboratory (Ferndndez-Mas et al., 1998).
Power numerical values corresponding to the bands of sleep spindles and delta waves
during this 6 h acquisition interval were normalized to 1.

Recordings were evaluated following the criteria of Ursin and Sterman (1981). The
analysis involved phase numbers (appearance) and total time for each of the different
stages of the wakefulness-deep cycleviz.: SWSI, SWSII, REM sleep and wakefulness
along the 23 hours. Numerical values were drawn from a computer program (winsleep)
designed in our lab for off-line sleep analysis (Fernandez-Guardiola et a ., 1995; Valdés
Cruz et al., 1997). Besides, the density of PGO potentialsin REM sleep and the number of
times cats presented the narcoleptic reflex were also quantified.

Satistical analysis

The comparison of every variables using Friedman’s analysis of ranks for related
samples was carried out for the three recording conditions. A further Wilcoxon's t-test for
related samples was applied for those analyses having a statistical significance p<0.05 to
define the condition presenting the variation.

RESULTS
Effect on behavior
Ipsilateral miosis, relaxation of nictant membrane, blinking, rapid eye movements

in bursts, licking, abdominal contractions, sudden and brief immobilizations, anisocoria,



swallowing and eventually yawning and meowing were encountered. However, these
manifestations decreased as VNS periods el apsed.
[Fig. 1]
Effect on sleep stages
By using Friedman’s analysis of ranks, adifferencein total time during wakefulness and
SWSII was observed; wakefulness was significantly decreased (Wilcoxon'st-test, p<0.03)
in PSR compared with BL (Fig. 1A), whereas SWS 11 increased significantly (Wilcoxon's
t test, p<0.03) in VNS and PSR compared to BL (Fig. 1B). For REM dleep, its total time
and number of phasesin this stage presented a significant difference between groups
(Friedman’s analysis of ranks, p<0.05); in both cases VNS values were significantly
higher (Wilcoxon's t-test, p<0.03) (Fig. 2A and B).
[Fig. 2]
Variations in the duration of sleep stages were not reflected over atemporal distribution of
the stages during the 23-h recording time, since they followed the same polyphasic pattern
(Fig. 3).
[Fig. 3]
The narcoleptic reflex, sudden onset from wakefulnessto REM sleep (Fig. 4), was present
at timesin al animals with VNS (Table 1); it should be noted that when this phenomenon
was present it occurred after more than 6 hours of having applied vagal stimulation, with
no other particular pattern.
[Fig. 4]
Finaly, a significant difference among groups (Friedman’s analysis of ranks, p<0.05) was
encountered in the density of PGO potentials, manifested as a significant increase
(Wilcoxon’'s t-test, p<0.03) during the five days VNS was applied (Fig. 5A and B).
[Fig. 5]
Spectral analysis

EEG traces showed that spindles during SWS |1 exhibited larger amplitude in VNS
and PSR intervals compared with BL. In addition, since no variations in the temporal
distribution of sleep stages were found, a comparison of EEG power spectra (Fig. 6)
among the equivalent periods of the wakefulness-sleep cycle was made for each condition
(Friedman’s analysis of ranks, p<0.05), yielding a significant increase in absol ute power
during the slow phase sleep in VNS and PSR conditions compared with BL (Wilcoxon's t-
test, p<0.03) in the 1-4 Hz bands, which correspond to delta activity and in 8-14 Hz
frequency corresponding to sleep spikes (Fig. 7A and B).



[Fig. 6]

DISCUSSION

The effects on behavior were identical to those described and addressed in a previous
study (Valdés-Cruz et al., 2002). However, the behavior of the animals declined as the
stimulation periods progressed. This pattern is similar to that found in patients with
refractory epilepsy, since during the stimulation period they present coughing, paresthesias
and even pain, symptoms that tend to disappear with time (Schachter, 2002; Ben-
Menachem, 2001; Morris et a., 1999). In the clinical practice, a precise relation between
the evoked behavior induced by VNS and its efficacy has not yet been well determined
(Heck et al., 2002). We thus decided to utilize parameters that show an evident initial
onset of the behaviora display, since a phenomenon similar to habituation takes place,
which complies with some of the criteria established by Thompson and Spencer (1966)
viz.: the response decreases with the repetitive stimulation, habituation is enhanced when
the frequency of the stimulation increases, and in some occasions, responses are recovered
in between every stimulation day.

Vagal stimulation exerted a significant effect on the stages of the wakefulness-
sleep cycle. However, changesin REM sleep occurred only during the days of stimulation,
whereas variations in SWS were maintained during the days following stimulation. On the
other hand, the diminution in wakefulness during PSR was seen to depend on the increase
in SWS.

[Fig.7]

VNS effect on sleep may be due to afferent central projections of vagal nerve.
These are originated in the nodose ganglion and the majority of the fibers direct
themselves to the nucleus tractus solitarius (NTS) (Crill and Reils, 1968; Miaura and Reis,
1972; Rhoton et a., 1966). In cats, different neuronal groups belonging to this nucleus
have shown changes in their firing pattern depending on the sleep stage (Eguchi and
Satoh, 1980).

NTS importance on SWS has been previously reported (Reinoso_barbero and De
Andrés, 1995). Magnes et al (1961) demonstrated that NTS low frequency electrical
stimulation originates EEG synchronization. On the contrary, desynchronization is
achieved with alesion to this nucleus (Bonvallet and Allen, 1963). In addition, the firing
rate of NTS neuronsis higher during SWS in comparison to wakefulness (Eguchi and
Satoh, 1980). Electrical stimulation of vagal nerve in semichronic preparations, gives rise

to SWS signs, such as pupil dilation and synchronized EEG even after alesion of the



dorsal raphe nucleus (DRN), which also plays an important role during slow activity sleep
(Sakai and Crochet, 2000).

In whole animals, VNS may exert an effect on DRN through NTS (Hebert and
Saper, 1992) by modifying serotonergic mechanisms that modulate the activation of
thalamocortical networks in alert states. Serotonin inhibits thalamocortical neurons (Sakai
and Crochet, 2000) and excites gabaergic neurons in thalamus reticular nucleus
(McCormick and Wang, 1991), as well as local gabaergic neuronsin thalamus and
cerebral cortex (Monckton and McCormick, 2002; Sheldon and Aghajanian, 1990). This
neurotransmitter acts as sleep promoter by directly inhibiting thalamocortical neurons and
exciting gabaergic interneurons located in the cortex and thalamus with the subsequent
reduction in neuronal activity, that is, it produces EEG synchronization (Sakai and
Crochet, 2001).

NTS has aso cholinergic and excitatory aminoacid projections to structures
involved in REM sleep (Danguir et al., 1988; Laguzzi et al., 1984; Nosjeau et al., 1987;
Puizillout, 1986; Shiharaet al., 1999), such as parabrachialis nucleus (PBN) (Granatta and
Kiati, 1989), amygdaa (AM) in the temporal |obe (Duan et., 1994; Halsell, 1998;
Takeuchi et al., 1983) and locus coeruleus & (LC &) and subcoeruleus (Sakai et al., 1977).
Moreover, NTS presents a C-fosincrease in animals having an increment in REM sleep
due to auditory stimulation (Merchant-Nancy et a., 1992).

The importance of PBN and L C during tonic and phasic eventsin REM sSleep is
well documented (Jouvet, 1972; Sakai, 1985). In PBN and AM an endurable induction of
REM sleep has been achieved using direct cholinergic stimulation (Calvo et al., 1992,
1996), particularly, in both cases, an increase for several daysin PGO potentials has been
found. The increase in the density of these potentials may be accounted for by the
activation of these areas through NTS propitiated by VNS. This enhancement lasts only
for the stimulation days, since at the onset of the first PSR, PGO potentials return to basal
values.

[Table 1]

Sudden transitions from wakefulness to REM sleep (narcoleptic reflex) were
previously described in an encéphale isolé preparation in cats deprived of sleep
(Puizzillout, 1977). In our study, animals exhibit narcoleptic reflex in spite of the
increment in REM dleep, ruling out the pressure of this sleep state as the originator of the
reflex. VNS effect has been studied in dogs with genetic narcolepsy, but an effect has only
been observed on cataplexy (Fujiki et al., 2003). Even though the narcoleptic reflex



appeared no more than twice in the 23-h recording (see Table 1), it was only present with
VNS and without a defined pattern for its occurrence; cats presented no other indicative
sign of this syndrome. Some NTS afferent fibers show a high density of neurons
immunoreactive to orexins (Peyron et al., 1998; Zhang et al., 2004) which play an
important role in narcolepsy (Siegel, 1999); Thallickal et al., 2000). In this case these may
be involved in the appearance of the narcoleptic reflex through interconnections between
hypothalamus and NTS (Cechetto, 1987).

The power spectrum during SWS with VNS exhibited a significant increase in the
delta and sleep spindles frequencies, these persisted in the days following stimulation. In
animals such as cats, lacking a strong circadian component, less variations occur in EEG
power spectrum during a 24—h recording, since no long wakefulness periods are present
(Lancel, 1991) and the higher power is related to delta activity in the first SWS stages
decreasing progressively during the following SWS (Lancel, 1992). However, using sleep
deprivation in distinct periods, an enhancement in all frequency ranges of this stage can be
induced (Tobler et a., 1990). This suggests that a power increase is areflex of the pressure
sleep exerts for keeping the wakefulness state for longer periods than normal (Dijk et a.,
1990). In our results the power increase in sleep spindles and delta period may not be
related to the duration of wakefulness, but to the influence VNS exerts on thalamocortical
networks generating slow waves during sleep through first and second order projections
(Rutecki, 1990). The persistence in this increase, particularly in sleep spindlesin PSR,
may reflect a stronger effect on neurons of reticular nucleus of thalamus that are essential
for its generation (Steriade and Timofeev, 2003).

Vagus nerve and vagal complex are considered essential for the different sleep
stages to take place, no matter the VNS influence on SWS and REM sleep. In studies
where the VNS effect on sleep has been studied in patients with refractory epilepsy, the
following findings have been described: a power enhancement in the delta band (Rizzo et
al., 2004) and an increment in diurnal alertness (Ferrillo et a., 2004; Malow et a., 2001);
the latter is associated with the quality of night sleep and not to aglobal increasein
wakefulness. In the case of cats, whose sleep pattern may be considered polyphasic
(Tobler, 1995), the quality of Sleep is reflected on asignificant increase in REM sleep and
SWS.

In this manner, it may be concluded that VNS effect is manifested in three stages.
Thefirst oneis observed during VNS initiation, in which effects on behavior are evident

and as stimulations proceed habituation isinstalled. The second stage isidentified by an
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increase in the number of phases and duration of REM sleep, as well as an increment in
the density of PGO waves within thislevel. And athird stage initiated during VNS and
maintained in PSR; this consists of an increment in total time of SWSI, aswell asan
increase in EEG power spectrum particularly in the bands correspondent with sleep
spindles and delta activity. Those effects that are long-lasting, that is, go beyond VNS may
reflect plastic changes originated by vagal stimulation.
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TABLE 1

Number of sudden transitions from wakefulness to REM sleep (narcoleptic reflex)

Cat Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5

Catl
Cat 2
Cat 3
Cat 4
Cat5
Cat 6
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