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RESUMEN
Una de las mas importantes metas de una disciplina cientifica
es elaborar modelos que expliquen los fendémenos que se estan
estudiando. Asi, para el caso de la neurofisiologia del suefio y
la vigilia, hay varios modelos bien establecidos que intentan
explicar como estd constituida, asi como la forma en que opera
la red neuronal que regula estos fenomenos. Por otro lado, los
modelos no soélo explican como los fendémenos ocurren; sino
ademas; de ellos se pueden derivar predicciones basadas en su
logica interna. Basados en estas predicciones, los modelos se
ponen a prueba constantemente y asi se constata su veracidad. En
este capitulo se abordara algunos ejemplos de como en nuestro
laboratorio hemos usado neurotoxinas para probar directamente
varias hipotesis en donde se propone que ciertos grupos de
neuronas regularian los estados de vigilancia. El propdsito de
usar neurotoxinas es destruir estas neuronas para luego observar
los efectos de estas lesiones sobre el suefo y la vigilia. Asi, se
revisaran las lesiones de las neuronas noradrenérgicas del locus
coeruleus, de las histaminérgicas de nucleo tuberomamilar,

de las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior, asi

como finalmente se relatara los efectos sobre los estados de
vigilancia de las lesiones multiples de estos mismos grupos
neuronales. Cada parte fue tratada brevemente y se dejaron los
detalles metodologicos para ser consultados en las referencias

respectivas.
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El locus coeruleus como regulador de la vigilia y el
suefio MOR.

El locus coeruleus (Lc) es un pequefio y muy compacto
agregado de varios miles de neuronas que se ubica en la
porcion lateral de la sustancia gris pontina justo al lado del
cuarto ventriculo (Fig. 1). Como neurotransmisor principal,
las neuronas del Lc usan noradrenalina. Las neuronas del
LC inervan gran parte del cerebro y la médula espinal con
excepcion de los ganglios basales. Hay varias evidencias
que indican que estas neuronas facilitan la vigilia. Por
ejemplo, las neuronas del Lc disparan predominantemente
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durante este estado, mucho menos durante el suefio no-MoRr
y permanecen silenciosas durante el suefio Mor *. Durante
la vigilia, estas neuronas disparan ritmicamente a baja
frecuencia pero aceleran significativamente su actividad en
asociacion con estimulos de diferentes modalidades.

Figura 1. Las neuronas del Lc como se observan en la rata.
Para visualizar estas neuronas, la seccion se incub6 con anticuerpos que se unen
a la enzima dopamina-beta-hidroxilasa. Esta enzima s6lo esta presente en células
que sintetizan noradrenalina como en el caso del Lc. El color negro proviene
de haber hecho reaccionar la enzima peroxidasa (conjugada indirectamente al

anticuerpo primario) con su substrato en presencia de niquel.

v

Figura 2. La inyeccion local de anti-pDBH-saporina destruye la gran mayoria

de las neuronas del rc. Panel ¢ muestra una seccién coronal a nivel del Lc
imunomarcada para DBH (negro) y contratefiida con rojo neutro. Obsérvese
como solo pocas neuronas noradrenérgicas sobrevivieron a la toxina. Panel p
y E muestra una amplificacion del Lc en una rata control (inyeccion de solucion
salina 0.9%) y una rata lesionada respectivamente. Las células teiidas en azul
marino son colinérgicas. Solo las neuronas noradrenérgicas fueron destruidas por

anti- DBH -saporina.

Asimismo, se activan transitoriamente cuando el
sujeto presta atencion a un estimulo novedoso o relevante
4. Cuando las neuronas del Lc son inhibidas, el EEG cambia
de un patron desincronizado a uno caracteristico de
suefio, mientras que cuando son estimuladas sucede lo
contrario *°. Mas evidencia que apoya el papel alertador
del Lc proviene de la farmacologia. Las inyecciones locales
dentro del nticleo del septo medio de agonistas para los
receptores adrenérgicos alfa, o beta producen alertamiento
conductual y del EeG 78. Por el contrario, la simultanea
administracion central de antagonistas alfa /beta producen
EEG sincronizado y sedacion conductual aun cuando los
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Figura 3. La destruccion de las neuronas noradrenérgicas del Lc produce un
aplanamiento del ritmo diario del suefo-vigilia. Los datos representan los
porcentajes de tiempo que las ratas estuvieron en cada estado de vigilancia a lo
largo de las 24 h. Las barras horizontales blancas representan el dia y las negras la
noche. Las ratas no lesionadas tienen mucho suefio no-Mor (NREmS) al inicio de la
mafiana, mientras que las ratas lesionadas durmieron significativamente menos.
Al contrario, las ratas control estan muy despiertas al inicio de la noche, mientras
que las lesionadas estuvieron significativamente menos despiertas.

animales estén en un lugar novedoso ’. Todo lo anterior
ha dado origen a la hipdtesis de que las neuronas
noradrénergicas del Lc son componentes criticos dentro del
circuito que regula el despertar y la atencion °. Asimismo,
se ha postulado que el Lc estd criticamente involucrado
en la inhibicion del suefio MOrR!?. Estas hipotesis se han
visto reforzadas por el hallazgo reciente de que la principal
eferencia de las neuronas hipocretinérgicas es hacia el
Lc ! en donde hay ademas muchisimos receptores para
este péptido 2. En este sentido se observo ademas que la
administracion local de hipocretina activa estas neuronas y
produce una respuesta de alertamiento en conjuncion con

Revista Médica de la Universidad Veracruzana / Suplemento 2 Vol. 8 ntm. 1, Enero - Junio 2008 25



la supresion del suefio Mor'?. Dado que la deficiencia de
hipocretina produce deficiencias para mantenerse despiertos
debido a la intrusion anormal del suefio MOR, se postuld que
este defecto debia de estar probablemente mediado por la
falta de excitacion del Lc.

En nuestro laboratorio, pusimos a prueba esta
hipotesis lesionando especificamente las neuronas del Lc
y midiendo los efectos de esta lesion sobre la cantidad de
vigilia y suefio por tres semanas consecutivas '*. Para ello
utilizamos una neurotoxina conocida como anti dopamina-
beta-hidroxilasa (DBH)-saporina. Esta toxina consiste de
un anticuerpo monoclonal que se une especificamente
a la enzima que sintetiza noradrenalina (pBH). Este
anticuerpo esta conjugado al inhibidor de la sintesis
proteica saporina. Puesto que DBH séOlo esta presente en
neuronas noradrenérgicas, saporina sera incorporada
unicamente dentro de este tipo de neuronas sin matar a
ningun otro fenotipo. Para asegurar que anti-pDBH-saporina
solo destruyera a las neuronas noradrénergicas del Lc y
no afectara a otros agregados noradrenérgicos presentes
también dentro del tallo cerebral, se inyectd esta toxina
directamente en el Lc. Como se observa en la figura 2, la
inyeccion de anti-DBH-saporina destruyé casi la totalidad
de las neuronas noradrenérgicas del Lc. Otros agregados
noradrenérgicos no fueron afectados, asi como tampoco
otros fenotipos (colinérgicas) que se hallan en la proximidad
delrc. Enrelacion con los efectos sobre la vigilia y el suefio,
se observo que en ningiin momento los niveles diarios de
vigilia o suefio se vieron alterados por la destruccion de
las neuronas del Lc. Este resultado contradice fuertemente
la hipdtesis de que estas neuronas son importantes para
mantener el cerebro despierto. Por otro lado, aunque los
niveles globales de vigilia no cambiaron, si se observaron
cambios en las cantidades de vigilia o suefio en relacion con
dia o la noche (el ritmo circadiano del suefio-vigilia). Asi,
una semana después de la inyeccion de la toxina, cuando
la muerte neuronal es casi completa, las ratas presentaron
35% mas suefio de ondas lentas por la noche, que es cuando
normalmente estan despiertas. En contraste, durante el dia,
cuando normalmente duermen, tuvieron 13% menos suefio
de ondas lentas y 27% menos de suefio Mor. Estos cambios
desaparecieron después de la segunda semana y el tnico
cambio que se observo durante la tercera semana fue que
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las ratas estuvieron significativamente menos despiertas
durante las primeras horas de la noche pero mas despiertas
durante las primeras horas del dia. A este efecto se le
conoce como aplanamiento del ritmo suefio-vigilia. Estos
resultados invitan a un replanteamiento de la hipotesis del
papel de Lc en laregulacion de la vigilia y el suefio. Nosotros
proponemos que estas neuronas reciben informacion del
reloj bioldgico del hipotalamo, y que esta aferencia regula
su actividad de modo que el cerebro despierte y se mantenga
alerta al inicio de la noche (en los animales nocturnos), pero
luego que se duerma durante la mafana. Nuestra hipotesis
se ve apoyada por los hallazgos recientes que indican que el
Lc recibe inervacion indirecta del nucleo supraquiasmatico
a través del nucleo dorsomedial del hipotalamo. Esta
aferencia excita las neuronas durante la noche pero las
inhibe durante el dia '°. Asi pues, en conclusion, nuestro
experimento de lesion selectiva de las neuronas del Lc
sugiere que estas neuronas son importantes para regular
la vigilia y el suefio durante las transiciones dia<>noche
pero no son criticas para mantenerse despierto en general
o para inhibir el sueflo MOR. Asimismo no creemos que
la narcolepsia/cataplexia se deba a una deficiencia en la
sinapsis mediada por hipocretina a nivel del Lc.

El nucleo tuberomamilar como regulador de la vigilia.

Otro componente de la red neuronal que se postula regula
a la vigilia es el nucleo tuberomamilar (TMN). Las neuronas
del TvN utilizan el neurotransmisor histamina y son el tinico
grupo de neuronas que sintetiza esta monamina. En forma
similar al Lc, el TMN es muy pequefio. Su parte principal se
ubica en la porcion ventrolateral del hipotalamo posterior
extendiéndose medialmente hacia el tercer ventriculo

(Fig. 4).

Figura 4. Aspecto hemilateral del TvN en la rata de laboratorio a nivel del
hipotdlamo posterior. Las neuronas histaminérgicas fueron marcadas con
anticuerpos para la enzima adenosina-deaminasa, ya que esta colocaliza con
la enzima histidina-decarboxilasa que es la que sintetiza histamina. E2 y E3 se
refieren a subagregados de neuronas histaminérgicas, segiin la nomenclatura

propuesta por Inagaki y cols.(1991) 2.
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Aligual que el Lc, las neuronas histaminérgicas del
TMN inervan profusamente el cerebro y la medula espinal
16, Hay varias evidencias que indican que el TMN ayuda a
mantener el cerebro alerta. Por ejemplo, uno de los tipos
de medicamentos mas usados como inductores de suefo
son los antagonistas de los receptores para histamina H (ej.
difenilhidramina). Ademas, los ratones mutantes para la
enzima que sintetiza la histamina, histidina-decarboxilasa,
muestran una respuesta de alertamiento deficiente cuando
se exponen a un ambiente novedoso 7. En contraste, las
inyecciones centrales de histamina dentro del area predptica
del hipotalamo producen alertamiento '8. Este hecho es muy
significativo, ya que esta region del hipotalamo es muy
importante para generar suefo sugiriendo que la histamina
alerta el cerebro inhibiendo a las neuronas que generan el
suefio. Por otro lado los registros unitarios indican que las
neuronas del TMN exhiben su maximo nivel de actividad
durante la vigilia que demanda atencion mientras que estan
completamente silenciosas durante la vigilia pasiva, asi
como durante el suefio . También se ha visto que estas
neuronas permanecen activas durante la cataplexia, donde
se observa paralisis muscular pero el sujeto permanece
despierto 2°. La cataplexia es uno de los sintomas cardinales
de la narcolepsia. Recientemente también se ha postulado
que las neuronas hipocretinérgicas producen alertamiento
a través del TvN. Las neuronas hipocretinérgicas inervan
fuertemente al TMN, y cuando se inyecta localmente en este
nucleo hipocretina se observa un aumento en la liberacion
de histamina en conjuncioén con alertamiento 2.

C  HCRT-2receptor mRNA

¥

Figura 5. El TMN contiene el receptor tipo 2 para hipocretina. El ARN mensajero
para este receptor fue marcado mediante hibridacion in situ. Obsérvese como la

expresion maxima del receptor esta concentrada en el TMN.

Esta respuesta no se observa en los mutantes que
carecen a el receptor de histamina H,. Por todo lo anterior,
se ha hipotetizado que las neuronas del T™MN son criticas
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para regular la vigilia. Una manera directa de probarlo es
lesionando estas neuronas ya que de ser cierta la hipotesis,
estos animales deben de exhibir reducciones significativas
en la cantidad de vigilia. Nosotros decidimos destruir a
las neuronas del TN usando la neurotoxina hipocretina-
2-saporina. Otras toxinas como las excitotoxinas no
destruyen a las neuronas del T™MN, probablemente porque no
tiene suficientes receptores glutamatérgicos. En contraste,
el TMN contiene una gran cantidad de receptores para
hipocretina tipo 2 (Fig. 5). El principio de accién de la
hipocretina-2-saporina determina que ligando hipocretina-
2 se une especificamente a su receptor, y cuando el receptor
se internaliza se lleva consigo a la saporina que intoxicara
mortalmente a la neurona varios dias después. Los efectos
de la inyeccion local de hipocretina-2-saporina al TMN
pueden verse en la figura 6. Esta toxina destruyo mas de
85% de las neuronas histaminérgicas dos semanas después
de lainyeccion 2. A pesar de la destruccion masiva del TMN,
la cantidad de vigilia no se modifico en estos animales. No
obstante, en el grupo lesionado se encontr6 una correlacion
positiva entre el nimero de neuronas histaminérgicas y la
cantidad de tiempo que la rata puede permanecer despierta
en forma continua. En otras palabras, ratas con muy pocas
neuronas histaminérgicas no podian sostener la vigilia
mas alld de 10 min. Nuestros resultados contradicen la
hipotesis que asume que el TMN es critico para despertar el
cerebro, aunque sugieren que las neuronas histaminérgicas
ayudan a sostener la vigilia por periodos prolongados,
quiza favoreciendo la atencion sostenida.

HCRT2-SAP (100 ng/uL)
1 E2 E4

. " ?‘. .JV i 25
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Figura 6. Efectos de la inyeccion local de hipocretina-2-saporina en el TMN.
El panel superior muestra los efectos de la inyeccion unilateral donde se
observa la casi completa desaparicion de los grupos histaminérgicos E2 y E4.
Simultaneamente, con la toxina, el trazador retrégrado ctB fue inyectado (panel
inferior), y se observan muchas células marcadas en lado contralateral indicando
que las fibras no fueron afectadas.
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Las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior, la
adenosina y la homeostasis del sueifio.

Otra hipdtesis bien establecida sefiala que las neuronas
colinérgicas situadas en el cerebro basal anterior son
criticas para producir la homeostasis del suefio **. Este
modelo se basa en varias observaciones. Primero, cuando a
los animales se les priva de suefio, se observa un aumento
proporcional en las concentraciones extracelulares de
adenosina en el cerebro basal anterior. Asimismo, cuando
se les deja dormir, estas concentraciones disminuyen en
paralelo con el rebote de suefio **°. Ademas, cuando se
inyecta localmente adenosina en esta area, se observa
un aumento de suefio de ondas lentas muy similar al
observado durante el rebote de suefio **?’. Por otro lado,
se ha visto que sélo las neuronas colinérgicas del cerebro
basal anterior responden con espigas de calcio al aumento
en las concentraciones de adenosina que ocurre durante
la privacién de suefio ?® asi como la adenosina es capaz

de inhibir a estas neuronas in vitro *°.

En conjunto, se
propone asi que conforme la vigilia se prolonga, asi mismo
se activan las neuronas que facilitan este estado, y eso da
como resultado una mayor liberacién de adenosina. Ya
que la adenosina es liberada en circunstancias de mayor
demanda energética, es factible que cuanto mas actividad
tengan las neuronas, haya mas adenosina extracelular. La
mayor concentracion de adenosina, entonces, inhibiria a
las neuronas colinérgicas que a su vez produciria que estas
neuronas promotoras de la vigilia se inactiven y luego
entonces ocurra el rebote de suefio.

Figura 7. Efectos de la inyeccion intraventricular de 192-1gG-saporina sobre las
neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior. Las neuronas colinérgicas fueron
marcadas usando un anticuerpo que se une a la enzima que sintetiza acetilcolina,
i.e. acetilcolina-trasferasa. Esta seccion coronal del corresponde al plano donde
se ubican el nicleo magnocelular predptico (Mcpo)-substantia innominata (si)-
parte horizontal de la banda diagonal de Broca (1pB). Ox=quiasma 6ptico.
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No obstante, en el cerebro basal anterior hay
otras neuronas que al igual que las colinérgicas se activan
durante la vigilia *° . Mas importante ain es que se ha
comprobado que estas neuronas no-colinérgicas también
son inhibidas por la adenosina *. De modo que existe la
posibilidad de que las neuronas no-colinérgicas también
participen en la homeostasis del suefio. Nosotros nos
dimos a la tarea de probar si la adenosina es capaz de
inducir la respuesta homeostatica del suefio en ausencia
de las neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior 3!,
Hicimos esto destruyendo especificamente estas neuronas
usando la imunotoxina conocida como 192-IgG-saporina.
Esta toxina es especifica para las neuronas colinérgicas ya
que se une a un tipo de receptor exclusivamente presente
en ellas, i.e. el receptor de baja afinidad para el factor
de crecimiento neuronal. Cuando inyectamos 192-IgG-
saporina intraventricularmente, observamos que mas
de 95% de estas neuronas fueron destruidas (Fig.7). En
estos animales, observamos ademas que la adenosina no
se increment6 durante la privacion de sueno (Fig. 8A), lo
cual indica que las neuronas colinérgicas en efecto son
responsables de este fenomeno. Sin embargo, en estas ratas
lesionadas no hubo ninguna diferencia significativa en la
respuesta homeostatica del suefio. Nosotros medimos esta
respuesta de varias formas como tiempo total de registro
de suefio, midiendo ademas la acumulacion gradual de
la somnolencia usando la prueba de multiples latencias,
y también medimos la potencia delta durante el suefio
no-MoRr. La potencia delta es considerada el indice mas
confiable de la intensidad de la respuesta homeostatica del
suefio (Fig. 8B). Tampoco encontramos ninguna diferencia
en los niveles basales de vigilia o suefio medidos a lo largo
de las 24 hrs. Finalmente investigamos si la adenosina era
capaz de inducir suefo en las ratas con destruccion de las
neuronas colinérgicas del cerebro basal anterior. Para ello se
inyect6 localmente un agonista del receptor para adenosina
tipo A, (N6-ciclohexiladenosina o simplemente cra). Al
respecto se ha postulado que es precisamente este receptor
el responsable de mediar el efecto inductor de suefio *.
Después de inyectar dentro del cerebro basal anterior

tres diferentes concentraciones de cHA, no observamos
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Figura 8. El panel A muestra las concentraciones extracelulares de adenosina
medidas antes y durante 6 h de privacion total de suefio en ratas lesionadas con
192-1gG-saporina o inyectadas con solucion salina 0.9%. Las mediciones se
hicieron mediante microdialisis-HPLC-UV en la region colinérgica del cerebro basal
anterior. El panel B muestra la dindmica de la potencia delta en ambos grupos de
animales durante el rebote de suefio. Obsérvese como en ausencia de neuronas
colinérgicas no hay incremento de adenosina pero si existe una normal respuesta

homeostatica de sueflo indicada por la potencia delta.

ninguna diferencia entre las respuestas medidas en las ratas
lesionadas versus las no lesionadas (Fig. 9). En conjunto,
estos resultados confirman que, durante la prolongacion de
la vigilia, la adenosina es liberada principalmente por las
neuronas colinérgicas. Sin embargo, también indican que
la adenosina induce la respuesta homeostatica de suefio a
través de las neuronas no-colinérgicas. Nuestra hipdtesis se
ve apoyada por varias observaciones previas. Primero, las
neuronas colinérgicas inicamente representan 6% ** de toda
la poblacion de neuronas que proyectan hacia la corteza.
Ademas, se ha visto que la adenosina inhibe in vivo a gran
cantidad de neuronas activas durante la vigilia ¥ y por ende
es mas probable que se trate de neuronas no-colinérgicas
en su mayoria. Finalmente, los estudios in vifro también
apoyan nuestra hipotesis ».
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Figura 9. Efectos sobre la vigilia y el suefio de ondas lentas de la administracion
local del agonista para el receptor de adenosina A| cHa en ratas lesionadas con
192-1gG-saporina. cHA fue administrado via microdidlisis reversa en el area
colinérgica del cerebro basal anterior durnte la noche, que es cuando las ratas
estan mayormente despiertas. Notese como el efecto inductor de suefio se observa
en las ratas con lesion de las neuronas colinérgicas con la misma magnitud medida
en las controles.

El papel de la inervacion hipocretinérgica hacia el area
colinérgica del cerebro basal anterior en la vigilia

Otra hipdtesis que se tiene respecto a como se mantiene el
cerebro despierto tiene que ver con el papel de la inervacion
de las neuronas hipocretinérgicas hacia el cerebro
basal anterior. En especifico, se cree que las neuronas
hipocretinérgicas excitan a las neuronas colinérgicas
que a su vez mantienen la vigilia a nivel de la corteza y
el hipocampo **. Por mucho tiempo se ha sabido que la
acetilcolina juega un papel importante en la regulacion del
EEG durante la vigilia. Por ejemplo se sabe que las neuronas
colinérgicas disparan en sincronia con las frecuencias
rapidas del EEG que se observan predominantemente durante
la vigilia y el suefio MoR, i.e. actividad desincronizada
3. Asimismo durante la actividad G desincronizada, la
liberacion de acetilcolina medida en la corteza es maxima
3839 Confirmando lo anterior durante la vigilia prolongada
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se observa un fuerte marcaje para el factor de trascripcion
c-fos en la mayoria de las neuronas colinérgicas del
cerebro basal anterior *°. En contraste, el bloqueo de los
receptores muscarinicos para acetilcolina con el alcaloide
atropina produce un estado de sedacion acompanado de la
desaparicion de frecuencias rapidas en el G #!. Igualmente
las lesiones selectivas de las neuronas colinérgicas del
cerebro basal anterior es seguida de una reduccién en
las frecuencias rapidas del EeG ** y un decremento en la

liberacion de acetilcolina en esta region
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Figura 10. Efectos de la infusion local de hipocretina 1 en el cerebro basal anterior
sobre la latencia al suefio en ratas con lesion colinérgica. La lesion de las neuronas
colinérgicas se llevo a cabo con la imunotoxina 192-IgG-saporina. Obsérvese que
tanto las ratas lesionadas como las ratas controles tienen incrementos similares en

la latencia a suefio después de la administracion de hipocretina efecto alertador).

Por otro lado se han descrito la presencia de
numerosos receptores para hipocretina en el cerebro basal

anterior * asi como se ha constatado que su estimulacion

34

excita especificamente a las neuronas colinérgicas ** e

induce una mayor liberacion de acetilcolina en la corteza
4, Finalmente se ha reportado que la infusion local
de hipocretina dentro del area colinérgica produce un
potente efecto de alertamiento 3%, Por todo lo anterior, se

postula que la inervacion hipocretinérgica de las neuronas
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colinérgicas del cerebro basal anterior es importante para
que el cerebro se mantenga alerta.

No obstante, ademas de las neuronas colinérgicas,
existen otros tipos de neuronas corticofugales que también
se activan durante la vigilia y por tanto pudiera ser que
estas otras neuronas también sean inervadas y excitadas
por las neuronas hipocretinérgicas. Nosotros decidimos
poner a prueba esta hipdtesis lesionando las neuronas
colinérgicas del cerebro basal anterior para luego
administrar localmente hipocretina y en seguida medir
sus efectos sobre la cantidad de vigilia y sueio *. Como
en el experimento anterior, lesionamos a las neuronas
colinérgicas con una infusion intraventricular de 192-
IgG-saporina. A las ratas lesionadas y los controles se les
implantaron ademas canulas guia en la region colinérgica
del cerebro basal anterior. Dos semanas después de la lesion
y en orden aleatorio, se inyectd a través de las canulas guia
varias dosis de hipocretina 1 para luego registrarse los
estados de vigilancia por las siguientes tres horas. Lo que
observamos es que las ratas con una destruccion mayor
a 90% del total de las neuronas colinérgicas siguieron
mostrando una respuesta de alertamiento dosis-dependiente
de la misma magnitud medida en las ratas control (Fig.
10). Este resultado claramente indica que las neuronas
no-colinérgicas son mucho mas relevantes para mediar
la excitacion que se origina por parte de las neuronas
hipocretinérgicas. Nuestros resultados ademas refuerzan la
hipotesis de que la vigilia es regulada predominantemente
por este tipo de neuronas que son mayoria dentro del cerebro
basal anterior. Asimismo, nosotros y otros laboratorios /4%
hemos demostrado que la lesion de las neuronas colinérgicas
del cerebro basal anterior no modifica la cantidad diaria de
vigilia.

Lesion simultinea de tres sistemas involucrados en la
regulaciéon de la vigilia: poniendo a prueba el modelo
del subibaja.

Como se acaba de describir en los subtitulos anteriores,
la lesion selectiva de las neuronas noradrenérgicas del
locus coeruleus, o de las neuronas histaminérgicas del
tuberomamilar o de las neuronas colinérgicas del cerebro
basal anterior no produjo una reduccidon significativa
en la cantidad diaria de vigilia. Esto sugiere en primera
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instancia que estos sistemas no son criticos para regular
la vigilia como se postula. Sin embargo, existe también
la posibilidad en todos los casos de que la vigilia no se
haya vista afectada porque la red neuronal que regula este
estado de vigilancia es altamente redundante y por ende
resistente al dafo. En otras palabras, es probable que esta
red haya sido capaz de compensar rapidamente la pérdida
de unos de sus componentes con la sobreactivacion de
otro (u otros) grupos neuronales cuya funcion es analoga.
Por ejemplo es posible imaginar que, ante la repentina
destruccion del locus coeruleus, otros grupos neuronales
como el TMN o las neuronas colinérgicas del cerebro basal
hayan incrementado sus niveles de actividad; y como
consecuencia de tal cambio, la vigilia no se haya visto
afectada significativamente. El mismo argumento vale para
la destruccion de los otros grupos neuronales.

VLPO / on

Sl!ep\ LFFt\ / \
eVLPO

Figura 11. Modelo del subibaja o “flip-flop” de la regulacion del ciclo suefio-
vigilia. Este modelo elaborado por el grupo de Cliff Saper en la Universidad
de Harvard ' propone que la interaccion mutuamente inhibitoria entre dos redes
neuronales produce que el cerebro este casi siempre despierto o dormido pero no

en un estado intermedio.

Al respecto, uno de los modelos tedricos mas
citados, que pretende explicar como funcionan la red
neuronal que regula la vigilia y el suefio, postula la
participacion conjunta de varios grupos neuronales cuyas
funciones son analogas. A este modelo se le conoce en
inglés como el modelo del flip-flop, y tomd su nombre
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de la propiedad que tienen algunos circuitos eléctricos
interconectados de transitar rapidamente de un estado a
otro cuando en uno de los lados del circuito se produce
una sefial mas fuerte (Fig.11). Otra analogia simple de
este modelo seria ilustrada en el modo de operacion de
un “subibaja”, donde dependiendo de la fuerza aplicada
por cada uno de los dos ocupantes, sera la posicion en
el subibaja. De este modo, el estado de la balanza casi
siempre favorecera a cualquiera de los lados pero raramente
se encontrard en una posicion equilibrada. El modelo
del subibaja postula que por el lado de la vigilia hay al
menos tres grupos neuronales cuya actividad producira
un despertar sostenido. Estos son el Lc, el ™MN y el rafé
dorsal este ultimo agregado contiene neuronas que median
su sefial nerviosa usando la monoamina serotonina. Como
elemento auxiliar, estdn las neuronas hipocretinérgicas u
orexinérgicas (ORX) que también contribuyen a mantener
despierto el cerebro. Por el lado de la regulacion del suefio,
estan las neuronas de la parte ventrolateral del area predptica
del hipotalamo (vLro). Ambos lados estan interconectados
y se inhiben mutuamente. La vigilia ocurriria cuando la
actividad combinada del Lc + TMN +Rafe+ orx sobrepasa la
activacion del viro al que ademas inhibira. En un momento
dado y por razones que no se explican claramente en el
modelo, el equilibrio se invierte, ya que la actividad del
VLPO sobrepasaria su inhibicion y al mismo tiempo inhibiria
a su contraparte, lo que da como resultado el suefio. Este
modelo intenta explicar como el cerebro permanece la
mayor parte del tiempo ya sea despierto o dormido y no
en un estado intermedio. Ademas de utilizar evidencia
electrofisiologica y anatdmica, el modelo del subibaja se
apoya en las observaciones de los modelos de roedores
narcolépticos. En estos animales se observa una deficiencia
significativa para mantenerse despierto (ataques de suefio)
pero ademas un aumento muy significativo en el numero
de transiciones entre los estados *. Este Gltimo fenomeno
produce que el suefio se fragmente y dé lugar a que el
narcoléptico no pueda sostener ni la vigilia ni el suefio.
El modelo predice que la pérdida o dafio a cualquiera
de los componentes de la red alterara el equilibrio en el
otro sentido pero ademas lo hard mas inestable. En otras
palabras, la lesion de los componentes criticos de la red
que regula la vigilia producird un aumento del suefio
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pero ademas un mayor nimero de cambios de estado, i.e.
fragmentacion del suefo.
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Fenotipo ChAT-ir (BF) ADA-ir (TMN) | DBH-ir (LC) E%})
Group Cel No. l% L. Cel No. % L. Cel No. % L Cel No.
esion lesion lesion
Salina 4084.8 0 707.8 0 462.3 0 1070.2
(n=6) (85.9) (62.6) (21.6) (35.1)
BFFTMN+LC | 443.5%%% | 89.2 174.3%%% | 754 3120 | 933 988.3
(n=6) (95.2) 23) (30.0) @2 | 93 20 | (1153)
BF+LC 159.9%% | 96.1 355900 | 49.7¢ | 26.1%%% | 943 1020.3
(n=7) (29.6) (0.7) (21.5) (3.0 | (8 (12) | (90.2)
TMN+LC 2589.3%%% | 36.6%* | 175.8%% | 752 16.5%% | 96.4 1104.8
(n=4) (359.0) (8.8) (30.6) @3) | 61 (13) | (115.4)
Tabla 1. Conteo semi-automatizado de diferentes fenotipos neuronales tres

de ratas donde las neuronas del T™vN y las del Lc fueron
destruidas en su gran mayoria, pero las colinérgicas solo
fueron afectadas en 36%. A estos dos ultimos grupos se
les denomind doble lesidon, mientras que al primero se le
denominé triple lesion. Dada la importancia de las neuronas
hipocretinérgicas y que ademas son susceptibles de ser
destruidas usando hipocretina-2-saporina > también se
decidi6 contar estas neuronas. En ninglin caso se encontro
que su numero fuera significativamente diferente con
respecto al grupo control.

semanas después de la administracion de tres diferentes conjugados de saporina.
Se contaron el total de neuronas colinérgicas en once secciones correspondientes
al cerebro basal anterior (CHAT-IR BF), siete secciones del hipotdlamo posterior para
estimar la lesion de las neuronas histaminérgicas (ADA’IR TMN), cuatro secciones
del puente para las neuronas noradrénergicas (DBH-IR-LC) y seis secciones para
contabilizar las neuronas hipocretinérgicas del hipotalamo lateral (HCRT-IR-LH).
Los planos escogidos correspondieron a la extension completa de la distribucion
de cada fenotipo neuronal.

Nosotros decidimos poner directamente a prueba
el modelo del subibaja realizando lesiones multiples del
Lc, el TMN y las neuronas colinérgicas del cerebro basal
anterior *°. Aunque estas ultimas no fueron consideradas
en el modelo, otros investigadores explicitamente las
han sefialado como parte de la red neuronal que regula la
vigilia >, Para realizar estas lesiones, usamos otra vez las
imunotoxinas ya seflaladas con anterioridad, s6lo que en
esta ocasion las inyectamos simultaneamente. Asi pues,
lesionamos las neuronas del /ocus coeruleus con anti-DBH-
saporina, el TMN con hipocretina-2-saporina y las neuronas
colinérgicas del cerebro basal con 192-IgG-saporina. Una
vez realizadas estas inyecciones, registramos los estados
de vigilancia de estas ratas por tres semanas consecutivas.
Como controles, usamos inyecciones de solucion salina a
0.9%. Como puede observarse en la tabla 1, se logro que
un grupo de 6 ratas presentaran un porcentaje muy alto de
lesion en los tres grupos neuronales. En este grupo fueron
destruidas casi 90% de las neuronas colinérgicas del cerebro
basal, 75% del TMN y mas de 90% de las noradrénergicas del
Lc. Entotal, mas de 85% de estas neuronas fueron destruidas.
Asimismo, se formaron dos grupos mas, donde uno tuvo
mas de 94% de lesion en las neuronas colinérgicas y las
noradrenérgicas, pero la lesion del TMN fue de solamente de
50% (n=7). Otro grupo menos numeroso (n=4) consistio

Wake non-REM REM sleep
Salina (n=6) 54.18 (0.99) 35.68 (0.89) 10.14 (0.25)
BF+LC (n=7) 52.27 (6.28) 39.48 (6.82) 8.25 (2.01)*
BF+TMN+LC (n=6) | 50.89 (5.52) 41.59 (5.81) 7.52 (1.06)*

Tabla 2. Porcentaje diario de vigilia (wake), suefio no-MoRr (Non-REm) y sueflo MOR
(ReM sleep) en ratas control (saline), con doble (BF+Lc) o triple lesion (BF+TMN+LC)
de grupos neuronales que regulan la vigilia. Estos porcentajes fueron obtenidos
con base en 48h de registro continuo tres semanas después de la inyeccion de tres
diferentes neurotoxinas. Notese como las lesiones no producen una afectacion de
la cantidad de vigilia.

—<0— NoLesion (n=6)
—&— BF+LC Lesion (n=T}
—m— BF+TMN+LC Lesion (n=6)
80 *%

LMo lesion (n=6)
I BF+LC lesion (n=7)
Bl G6F+TMN+LE lesion (n=6)

Wake
2
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40

20
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20 ':'HI
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_"i_;\; =
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o
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Figural2. Porcentaje nocturno y diurno de los estados de vigilancia (paneles en
la izquierda), asi como ritmo diario (paneles en la derecha), tres semanas después
de la lesion de tres diferentes grupos neuronales. Los animales con lesion triple
tuvieron menos vigilia inicamente al inicio de la noche. Asimismo, durante el dia

tuvieron menos suefio MOR.
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Contrario a lo que postula el modelo del subibaja,
en las ratas que presentaron lesiones muy extensas de estos
tres (o dos) grupos neuronales no se observé ningun cambio
significativo en la cantidad diaria de vigilia o suefio de no-
MOR aunque el suefio MoR si se redujo (tabla 2). Cuando se
hizo un analisis de las cantidades totales durante el dia o
la noche, o los porcentajes cada cuatro horas, se observo
que en los animales con triple lesion, la cantidad de vigilia
se redujo significativamente solo durante las cuatro horas
posteriores al inicio de la noche; y asimismo, durante el
dia se redujo la cantidad de suefio mor (Fig. 12). Se hizo
ademas un analisis de la arquitectura de los diferentes
estados de vigilancia y se encontro que los animales con
triple o doble lesion mostraron significativamente menos
episodios, asi como éstos duraron significativamente
mas que los del grupo control. Ademas, se encontrd una
correlacion altamente significativa entre el mayor numero
de neuronas pertenecientes a estos tres grupos y un
mayor nimero de episodios. Por el contrario, se vio que
a mayor numero de neuronas, mas breve fue la duracion
de estos episodios. En otras palabras, los animales con
lesion triple o doble tienen menos transiciones entre
los estados de vigilancia. Estos resultados contradicen
totalmente los postulados del modelo del subibaja,
ya que los animales con destruccion de gran parte del
circuito que regula la vigilia deberian tener muchisimos
mas cambios de estado (subidas y bajadas) y no menos.

Nuestra interpretacion de estos resultados es que
parte de la red neuronal que regula la vigilia, la cual se
compone de las neuronas del Lc, el TMN y las neuronas
colinérgicas del cerebro basal anterior, es muy importante
para que el cerebro se mantenga despierto pero solo
durante las primeras horas del periodo activo. Empero,
después otros grupos neuronales son los principales
responsables de esta funcion en particular, nosotros
creemos que las neuronas hipocretinérgicas toman un papel
mas critico en este momento del dia. Como alternativa al
modelo del subibaja que postula que la red neuronal esta
constituida por elementos analogos, nosotros proponemos
una dinamica donde la red neuronal se complementa en
diferentes tiempos. Como soporte de esta idea, se sabe
que la noradrenalina y la serotonina inhiben a las neuronas
hipocretinérgicas, mientras que la histamina y la acetilcolina
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no producen efecto sobre estas neuronas **. La inhibicion
o la carencia de efectos de estos neurotransmisores sobre
las neuronas hipocretinérgicas no es compatible con un
modelo que plantea una red neuronal que regula la vigilia
trabajando en sincronia pero si es compatible con una red
que opera en forma complementaria. Este nuevo modelo
explicaria ademas por qué hubo una reduccion durante el
dia del suefio MOR ya que las neuronas hipocretinérgicas
inhiben poderosamente este tipo de suefo; y al no existir
en los animales lesionados el grupo que inhiban a estas,
el LC, daria como consecuencia que este tipo de suefio
se vera significativamente inhibido. Esta idea de relativa
independencia dentro de la red neuronal que controla la
vigilia se ve apoyada por los experimentos de dobles ko
para hipocretina y noradrenalina. En estos animales no se
observa sinergismo en los efectos de ambas mutaciones,
asi como no se vio que duerman mas que los ratones
silvestres *°. Asimismo, creemos que estos cuatro grupos
neuronales constituyen sistemas de respuesta rapida del
cerebro que le permiten despertarse o dormirse con mas
facilidad o
mas tiempo en funcion de demandas cambiantes del medio

alternativamente mantenerse despierto por

externo o interno. Nuestros resultados, en conjunto con las
observaciones de Ko para noradrenalina , histamina '’ o la
estimulacion selectiva de las neuronas hipocretinérgicas ¥’
asi lo corroboran.

En conclusion, brevemente se ha revisado cémo
el uso de toxinas selectivas ha permitido poner a prueba
en forma directa y econémica modelos establecidos que
intentan explicar como opera la red neuronal que regula
los estados de vigilancia. El poner a prueba estos modelos
resulta indispensable para mejorarlos o constatar su
validez.
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