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1. Resumen

La homeostasis de sueifio REM refiere el proceso mediante el cual la cantidad de
tiempo en este estado se mantiene dentro de limites minimos aceptables; sin embargo
existen reportes contradictorios respecto a si el suefio REM posee efectivamente este
tipo de regulacion.

Utilizando la herramienta de Estimulacién Fotica provocamos un exceso de suefio
REM. Aplicando Pulsos de Oscuridad (PO) durante el periodo de luz, se logra con alta
probabilidad y corta latencia una transicion de suefio NREM a sueiio REM en ratas
albinas. De esta manera provocamos un exceso del estado y evaluamos la respuesta

posterior.

Se implementaron tres protocolos: (1) 4R, privacion selectiva de suefio REM durante
4 horas (Zeitgeber time 4-7); (2) 10d, aplicacion de Pulsos de Oscuridad de 10 minutos,
alternados con 20 minutos de luz durante 2 horas (Zeitgeber time 8-9) y por ultimo (3)

4R10d, que involucra la combinacion de ambas condiciones experimentales.

Los protocolos 4R y 4R10d mostraron una respuesta homeostatica de rebote
significativa posterior a la privacion. Durante el periodo de Estimulacion Fotica se
observo un importante incremento del tiempo en suefio REM en 4R10d en relacién a
BL y 4R que se extendio incluso durante el periodo de actividad de la rata.

En el protocolo 10d se observé un incremento del tiempo en suefio REM equivalente
al rebote post-privacion obtenido en 4R, y el incremento ocurrido en 4R10d constituye
la sumatoria del suefio REM obtenido producto de la privacion mas la accién de los
Pulsos de Oscuridad.

En conclusién, la recuperacion post-privacion mostré caracteristicas homeostéticas,
sin embargo no consideré el exceso de suefio REM obtenido mediante Estimulacion

Fatica.



2. Abstract

There is a homeostatic mechanism that preserves the daily REM sleep quota. To be
truly homeostatic, the underlying REM sleep hourglass process that keeps track of the
cumulated REM sleep time should promote REM sleep in response to REM sleep
deficits, as occurs after selective REM sleep deprivation (RD) in humans and rodent
models, and postpone REM sleep occurrence when challenged by REM sleep
excesses. In the albino rat, short dark pulses (DP) transiently increase REM sleep
amount by shortening the latency of NREM to REM sleep transitions, phenomenon
known as photic masking. Photic masking provides a useful strategy to explore the
REM sleep hourglass process in response to REM sleep excess. Male albino rats were
subjected to 4 hours of RD during the rest phase (zeitgeber time, ZT, 4-7; light:dark
cycle= 12:12). It was compared the subsequent REM sleep rebound when occurring in
the presence or absence of 10-minute DP given in the ZT 8-9 interval. REM sleep
rebound in the ZT 8-11 interval after RD was 10.9 minutes and when occurring in the
presence of DP was 22.2 minutes. Whereas REM sleep rebound after RD alone fully
compensated REM sleep debt within 6 hours, REM sleep rebound with DP provoked a
sustained REM sleep excess that was present after 16 hours of recordings. The
additive effect of photic masking suggest that REM sleep hourglass process is

insensitive to the activation of REM-on neurons targeted by retinofugal projections.

Supported by Guillermo Puelma Foundation.



3. Introduccién

3.1 El Ciclo suefio-vigilia

Corresponde a la sucesion de tres estados conductuales excluyentes y obligatorios:
Vigilia, sueiio NREM y suefio REM (Figura 1). A pesar de que pasamos un tercio de
nuestras vidas durmiendo el suefio todavia es un estado que no es comprendido

completamente e incluso es dificil de definir (1,2).

A través del estudio polisomnografico es posible diferenciar los estados del Ciclo
Suefo-Vigilia (CSV). Este método de estudio involucra la medicién de la actividad
cerebral a través del electroencefalograma (EEG), movimientos oculares registrados
con un electro-oculograma (EOG) y la medicion del tono muscular a través de una

electromiografia (EMG).

3.2 Arquitectura del suefio
Cada etapa del CSV posee caracteristicas polisomnogréaficas bien definidas que

permiten diferenciar los estados entre si.

La Vigilia se caracteriza por presentar actividad en el EEG de bajo voltaje y alta
frecuencia, mientras que el EMG muestra voltaje elevado y variable. El suefio NREM
se distingue por un EEG de amplitud elevada, con ondas de baja frecuencia
(“desincronizado”), caracterizado por la presencia de ondas delta y husos de suefio,
mientras el EMG muestra actividad muscular baja a moderada. Por su parte el suefio
REM posee un EEG con ondas de baja amplitud y prominentes ondas theta, junto con
EMG de muy baja amplitud (atonia). Durante esta etapa del suefio, la regulaciéon de la
temperatura esta en un punto bajo (3).

Gracias a la informacion otorgada por la Polisomnografia es posible configurar un

hipnograma, que grafica la sucesion de los estados en funcion del tiempo.



Los estados del Ciclo Suefio-Vigilia se suceden en orden. El suefio NREM y REM se
alternan ciclicamente con una periodicidad de 90-100 minutos en el humano (4). En
condiciones fisioldgicas las transiciones de vigilia a suefio NREM y de suefio NREM a
REM son reversibles; sin embargo la transicion de vigilia a suefio REM ocurre siempre

a través de suefio NREM y nunca directamente (Figura 1).

VIGILIA

s. NREM s. REM

Figura 1. Transicion de los estados del Ciclo Suefio-Vigilia. Mientras que la transicién de Vigilia a suefio NREM

y de suefio NREM a REM son reversibles, la transicion de Vigilia a suefio REM no ocurre de manera fisioldgica.

3.3 El Modelo de los dos procesos

La duracion y distribucion temporal de las distintas fases del CSV durante las 24 horas
del dia pueden explicarse mediante el Modelo del Doble Proceso, propuesto por
Borbely en 1982 (5) (Figura 2).

El modelo propone que la mantencion dentro de cada uno de los estados del ciclo
dependera de la accion coordinada de dos procesos: Circadiano (Proceso C) y
Homeostatico (Proceso S). En conjunto determinan el momento en que la “presién o
propension de suefio”, es decir, la probabilidad de pasar de un estado de vigilia a uno

de suefo, se modula en una u otra direccion.



Al inicio del dia la presion de suefio es pequefia y por lo tanto débil, con un nivel de
alerta es alto y déficit del suefio bajo. El proceso Circadiano empuja el estado hacia un
estado de vigilia. Al transcurrir el tiempo nuestra deuda de suefio aumenta con lo que
nuestro nivel de alerta comienza a debilitarse, el proceso Homeostatico se acumula.
Esto resulta en un incremento de la presion de suefio y una disminucién de la accién
del proceso circadiano. Dormir una noche completa disipa la deuda de suefio, y el

proceso empieza otra vez. (5)

La accion conjunta y coordinada de estos dos procesos determina el horario de
preferencia para la vigilia y el cronotipo (diurno, nocturno, crepuscular) de cada

especie. (5, 6, 7).

3.4 Proceso C: Circadiano

La mayor parte de los seres vivos se ha adaptado evolutivamente al movimiento de
rotacion de la Tierra, gracias a la actividad de un reloj interno (circadiano) que
determina variaciones dentro de aproximadamente 24 horas. Tales relojes son ubicuos
y se hallan en organismos con varios niveles de organizacion y complejidad; desde
bacterias, hongos, anfibios y reptiles hasta en mamiferos, inclusive en el humano, asi

también como en plantas (8).

La principal pista temporal para encarrillar el reloj circadiano es la luz del sol (Zeitgeber,
del aleman “temporizador”). La sincronizacion circadiana del ciclo suefio-vigilia con el
ciclo dia-noche se logra gracias a un pequefio numero de células retinales
ganglionares (CRG) que responden directamente a la luz y proyectan al nucleo

supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo (9).

El ritmo circadiano determina la distribucion de la vigilia, del suefio REM y del suefio
NREM a lo largo de las 24 horas del dia. En la ausencia de control circadiano, por
ejemplo después de una lesion del Ndcleo Supraquiasmatico, el suefio se fragmenta
y se distribuye a lo largo del dia (10, 11), pero esto no altera la generacion del suefio

y la vigilia.
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De esta manera, gracias a la accion del reloj interno, las diferentes etapas del Ciclo
Suefio Vigilia se distribuyen de manera diferencial a lo largo del dia, con la vigilia
predominando en la etapa de actividad (diurna o nocturna segun el cronotipo del
animal), suefio NREM en la primera mitad de la etapa de suefio y suefio REM en la

segunda mitad de la fase de reposo (12).

3.5 Proceso S: Homeostético
Debido a la accion conjunta del proceso C (circadiano) y el proceso S (homeostatico),
la “deuda de suefio” se encuentra en un nivel minimo luego de una noche de suefio,

es decir, este déficit se disipa.

En la mafana nuestro nivel de alerta esta al maximo y con el paso del tiempo el déficit
de suefio aumenta lentamente. Con ello la probabilidad (propensién) de pasar de un

estado de vigilia a uno de suefio aumenta.

Mientras que el proceso C persiste relativamente inalterable a lo largo del dia sin
importar la cantidad de suefio o vigilia del organismo, el proceso S continta
acumulandose a medida que el tiempo de vigilia se prolonga en una curva ascendente

saturante (Figura 2).

Estudios de privacién de suefio han mostrado una respuesta de intensificacion mas
que de prolongaciéon del suefio NREM (13) determinada a través de la medicion del
poder espectral de las ondas Delta (14). Esto se interpreta como un signo de
profundidad de suefio. La intensidad de las ondas lentas disminuye a medida que

transcurren las horas de suefio.

Siluego de una privacion a los sujetos experimentales se les permite tomar una siesta
la intensidad de las ondas Delta sera mayor durante la siesta que durante la noche del
mismo dia (15, 16). Estos hallazgos se interpretan como una disminucién de la

propension, proporcional a la duracion e intensidad del suefio.
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En un estudio de desincronizacion forzada en humanos, Djik et al (2009) demostraron
que la presencia de ondas lentas dependia més bien de la historia previa de suefio y
vigilia, mientras que el suefio REM era regulado por la accidon combinada de los

procesos Cy S (17).

En resumen, el proceso S defiende los requerimientos diarios de suefio para

mantenerlo dentro de un limite minimo y aceptable (7).

Awake Sleep Awake Sleep
7 23 8 23 B
Time of day

Figura 2. Modelo del Daoble Proceso. (Borbely, 1982). Estos dos procesos funcionan simultanea y paralelamente
para influenciar el momento y la cantidad diaria de suefio durante el periodo de 24 horas. Para un suefio 6ptimo

ambos procesos deben estar sincronizados.

3.6 Homeostasis del Suefio REM:

Se postula que la homeostasis de suefio REM se comportaria de manera similar a un
reloj de arena: la propension al suefio REM se acumula en el curso de un intervalo sin
el estado y se disipa durante el siguiente episodio (18, 19, 20, 21). Si un episodio REM
es mas largo, la propension se disipara, por lo que tomara mas tiempo obtener la

presién suficiente para provocar un nuevo episodio.
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Si bien la evaluacion homeostética del Proceso S se realiza en funcion de la
intensidad de ondas lentas de suefio NREM, existen varios indicios que apuntan a

que el suefio REM también posee una regulacién homeostética.

3.6.1: Aumento de la Propension:
Un estudio de privacion selectiva de suefio REM realizado durante tres noches
consecutivas, evidencio el aumento de la propension, interpretado como namero de
intervenciones necesarias para prevenir la transicion de suefio NREM a REM. Este
estudio realizado en humanos mostr6 que a medida que aumentaban las horas de
privacion se verificO un aumento sostenido de intervenciones. Esto ocurrié también
durante los dias siguientes, de manera que las intervenciones realizadas durante la

tercera noche fueron superiores a la segunda y las de la segunda a la primera (13).

3.6.2: indice de Transiciones:
La transicion de NREM a REM no ocurre abruptamente (14, 22). En las ratas, los
episodios de suefio REM siempre son precedidos por un corto periodo denominado de
transicion que dura de 30-60 segundos. Es caracterizado por un patron especifico de
EEG, donde ocurre una caida en la actividad de ondas delta asociado a un aumento
de la actividad sigma y theta (18, 23). Sin embargo, en algunos casos, la transicién no

conduce a REM sino que es seguida por vigilia.

La probabilidad de una transicion exitosa a suefio REM ha mostrado estar relacionada
cuantitativamente con la presencia de un EEG especifico y a patrones autonémicos

durante su ocurrencia (18,24).
Estudios de privacion selectiva realizados en ratas mostraron un incremento de la

transicion de NREM a REM durante la recuperacion, indice que se incrementa a

medida que se prolonga el periodo de privacion (25).
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3.6.3 Rebote Post-Privacion
Se refiere a un incremento en el tiempo en suefio REM posterior a una privacion
respecto a niveles Baseline, tal como ha sido evidenciado a través de estudios de
privacion selectiva realizados tanto en ratas, gatos como en humanos, al punto en
que el rebote muestra una duracion proporcional a la privacion precedente. (18, 21,
25, 26, 27)

3.6.4 Tasa de Consolidacion:
El estudio realizado por Franken (2002) mostré un incremento de la Tasa de Exito o
de Consolidacion luego de una privacién total realizada en ratas albinas durante 12
horas. Se interpreté Consolidacién como una transicion de suefio NREM a REM con
una duracion del episodio de suefio REM mayor a 30 segundos. A medida que inicia
el periodo de recuperacion se aprecia una disminucion de esta tasa hasta regresar a
niveles basales durante la segunda noche de recuperacion (7).

Esto significa que posterior a una privacion se evidencié un incremento en la duracion

de los episodios de suefio REM en relacion a niveles basales.

3.6.5 Pago de la Deuda

Durante una privacion selectiva de suefio REM el tiempo en el estado disminuye
progresivamente con niveles negativos respecto a Baseline. Una vez finalizada la
privacion se aprecia un incremento sostenido del suefio REM hasta regresar a niveles
basales, tal como lo demuestra el estudio realizado por Amici (2008). En este caso
posterior a una privacion selectiva en ratas que duré 24 horas, la deuda obtenida
durante el periodo sin suefio REM se recuperé lentamente durante el espacio de cuatro
dias hasta regresar a niveles basales. A este proceso se le llama el Pago de la Deuda.
(28)

Segun el concepto de homeostasis, el déficit debe recuperarse en la misma medida

en que se produjo la privacion para asi cumplir con la cuota diaria de suefio REM.

14



Todos estos hallazgos apuntan a que el suefio REM posee una fuerte regulacion
homeostatica.

3.7 Mecanismo de Produccion de Suefio REM
No se conoce el proceso exacto mediante el cual el suefio REM se inicia y mantiene,
sin embargo se han planteado varios modelos en base a los conocimientos actuales

gue intentan explicarlo.

Durante el suefio REM, un grupo de neuronas aumentan su tasa de disparo, mientras
gue otras disminuyen su actividad. A estas se les llama neuronas REM-on y REM-off

respectivamente. La interaccion entre estos dos grupos regula el suefio REM. (29, 30).

Dentro de las células REM-on se hallan las neuronas colinérgicas tegmentales
pedunculo pontinas (PP) y Latero-Dorsales (LD) (29, 31), las cuales muestran actividad
comparable a la vigilia durante suefio REM. Otro grupo de neuronas REM-on son las
del hipotalamo lateral (MHC/GABA) las que estarian también involucradas en el inicio
del suefio REM; estas células inhibirian al inicio y durante REM a las neuronas REM-
off de los nucleos VIPAG (porcion ventrolateral de la sustancia gris periacueductal) y

dDpMe (porcién adyacente dorsal del Nucleo mesencefélico profundo).

Las neuronas ascendentes glutamatérgicas REM-on del nucleo Sublaterodorsal
inducen activacion cortical a través de sus proyecciones hacia neuronas de relevo
talamicas intralaminares en conjunto con neuronas glutamatérgicas del LD y PP que

son REM-on y Vigilia-on, nucleos reticulares mesencefélico y pontino. (32)

Neuronas descendentes REM-ON del nudcleo Sublaterodorsal inducirian atonia
muscular a través de proyecciones excitatorias hacia pre-motoneuronas
GABA/glicenérgicas. Estas células son las responsables de los componentes fasicos

y ténicos de suefio REM (33).
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Su contraparte son las células REM-off, pertenecientes a nucleos serotoninérgicos,
noradrenérgicos, dopaminérgicos y presumiblemente histaminérgicos,

pertenencientes al Sistema Ascendente Activante (SAA).

Del mismo modo las neuronas del nucleo ventrolateral pre-6ptico (VLPO) que se
caracterizan por sus proyecciones inhibitorias (GABA/galanina) hacia todos los
nacleos del SAA (34), es conocido por ser un nucleo NREM-on, pues su activacion
determina el paso de Vigilia a Suefio NREM. La actividad de la subpoblacién del VLPO
extendido, se relaciona con la expresion de suefio REM en ratas (35) y puede jugar un
rol en la generacion de suefio REM.

Los nucleos REM-on y REM-off interactan de tal manera que a medida que aumenta
el tiempo en suefio REM la estimulacion colinérgica de los nucleos pretectales (LTD y
PP) hacia los nucleos REM-off se incrementa, determinando la salida del estado hacia
suefio NREM. Del mismo modo, mientras se prolonga el tiempo en suefio NREM la
auto-inhibicion que ejercen los nucleos REM-off (Dorsal del Rafe (DR) y Locus

Coeruleus) favorece la transicion hacia suefio REM (36).

Estudios recientes sugieren que los mecanismos de control del suefio REM no son tan
simples como el encendido o apagado de un interruptor, sino que se encuentran bajo

un control temporal dindmico (37).

Varios comportamientos que ocurren durante suefio REM exhiben cambios
temporales: twitches musculares, tasa de movimientos oculares rapidos, ondas ponto-
geniculo-occipitales (PGO) se incrementan progresivamente su frecuencia durante un
episodio de suefio REM (37, 38), asi como los niveles de actividad muscular en el oido

medio y respiratoria (39, 40).

Esto sugiere que el aumento de los niveles fasicos de REM es mediado por una
combinacion de inhibicidn que decae y excitacion que se incrementa, y que no es un

estado homogéneo que se apaga o enciende de manera simple.
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3.8 Neuroanatomia Visual

En la capa celular ganglionar, la capa mas profunda de la retina, se encuentran las
células ganglionares retinales intrinsecamente fotorreactivas. Estas neuronas poseen
actividad intrinseca independiente de la accion de Conos/Bastones que ocurre

gracias al pigmento melanopsina que poseen (41).

Las células ganglionares retinales (CGR) envian informacién relacionada con la luz
ambiental hacia areas del cerebro involucradas en tareas no visuales como el
encarrilamiento del reloj circadiano, reflejos pupilares y la sintesis de melatonina. Asi
también se comunica con areas del Sistema Nervioso Central (SNC) relacionadas con

la regulacién del suefio (9, 41).

La mayoria de las células retinales ganglionares proyectan al Nucleo
Supraquiasmatico (NSQ); en menor medida lo hacen hacia la zona subparaventricular
ventral (vSPZ), nucleo Ventro-lateral Pre-6ptico (VLPO), Area Pretectal (PTA) el area

intergeniculada (IGL), nacleo geniculado lateral (LGN) y coliculo superior (41, 42).

3.9 La Luz y el Efecto Flip-Flop del Ciclo Suefio-Vigilia

Se piensa que la accion de la luz en el Ciclo Suefio Vigilia ocurriria gracias a la
accion de un “interruptor” con acciones opuestas segun el cronotipo del animal.
En animales nocturnos la luz favoreceria suefio, mientras que en animales diurnos

favoreceria vigilia. La presencia de oscuridad generaria el efecto contrario respectivo.

Esta accion opuesta puede deberse a la actividad reciproca entre VLPO, region

promotora de suefo y regiones del cerebro promotoras de vigilia.

En el caso de animales nocturnos, la luz activaria las neuronas GABAérgicas y
galaninérgicas del VLPO gque inhibirian el Sistema Ascendente Activante mediado
por aminas. En oscuridad, la falta de activacién del VLPO desinhibiria las regiones

promotoras de alerta, inclinando el interruptor hacia vigilia. (43)

17



3.10 Enmascaramiento Fotico

El efecto de enmascaramiento se define como un cambio en el ritmo normal de un
animal debido a cambios que ocurren en el ambiente (43). En el caso del
Enmascaramiento Fético el estimulo ambiental seria un cambio luminico (luz durante
la fase de oscuridad u oscuridad durante la fase de luz) y el cambio ocurriria en uno

de los estados de comportamiento del Ciclo Suefo-Vigilia.

En 1966 Lisk y Sawyer mostraron que el suefio REM podia ser inducido con una alta
probabilidad y corta latencia en la rata albina cuando la luz se apagaba de manera
repentina durante suefio NREM. Este efecto de induccion del suefio REM mediante
Pulsos de Oscuridad (PO) se observé inicialmente en ratas como las Wistar (44) y las
Sprague-Dawley (45,46), pero ha fracasado al intentarlo en ratas pigmentadas (47),
por lo que se ha teorizado que esté relacionado con componentes del sistema visual

afectados por el albinismo (48).

Este efecto de Enmascaramiento Fotico con PO se asocia a las células retinales
ganglionares (CRG) intrinsecamente fotorreceptivas que contienen el pigmento
melanopsina. No se sabe precisamente qué estructura del sistema nervioso central es
responsable de este efecto, pero se piensa que el area pretectal es crucial (49). A
pesar de esto, la induccién de suefio REM que ocurre por PO no aumenta la cantidad
diaria de suefio REM debido una disminucion compensatoria en los periodos con luz.
Esto sugiere que el efecto de enmascaramiento fotico puede estar mediado por el

mismo mecanismo que regula el inicio del REM espontaneo (50).

Una vez iniciado el PO, el suefio REM aumenta inmediatamente, lograndose efectos

maximos en ciclos de luz-oscuridad de 10 minutos (51).

La consistencia del enmascaramiento y el incremento importante de sueifio REM que
provoca en la rata albina, convierte a estos animales en un modelo util para el
estudio de la regulacion del suefio REM y los efectos de la luz y oscuridad en los

sistemas de alerta de manera predecible y minimamente invasiva (49, 52).
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3.11 El Problema

El mecanismo detras del control de suefio REM provoca una respuesta compensatoria
(rebote) cuando la vigilia se prolonga debido a una alteracion externa (privacion). Para
ser considerado un verdadero homeostato, la magnitud del rebote de suefio deberia
ser directamente proporcional al estimulo privacion, con un limite determinado por la

capacidad maxima compensatoria del sistema.

Varios estudios de privacion selectiva del suefio REM, realizados tanto en animales
como en humanos, muestran aspectos contradictorios respecto a la homeostasis de

este estado, dejando el topico abierto a discusion (7, 53, 54, 55).

Amici, Ocampo-Garceés y cols realizaron una privacion selectiva del suefio REM de
ratas al exponerlas a baja temperatura, y observaron un rebote con recuperacion
completa luego de 3 dias (28); sin embargo Zamboni, utilizando el mismo mecanismo
de exposicion al frio, obtuvo un rebote excesivo al mantener a las ratas en oscuridad

continua (56).

Experimentos de privacion total de suefio realizados en Tupaya, un mamifero diurno
gue presenta suefio REM so6lo durante la noche, mostraron que el animal recuperé
suefio NREM de manera inconsistente (total o parcial segun el tiempo de privacion),
mientras que solo recupero una pequefia porcion del suefio REM post-privacion. (57)

Asi también el estrés por inmovilizacién aplicado en ratas durante 30, 60, 120 0240

minutos provocd un incremento posterior de suefio REM variable, con estrés leve y
severo causando un incremento leve, mientras que el estrés moderado produjo un
aumento importante del suefio REM. Esto ocurrio sin necesidad de privacion (58). Otro
estudio en ratas, en el cual se realizd6 una inmovilizacion de 4 horas, mostré nulo

incremento posterior de suefio REM (59).
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Por lo tanto, hay hallazgos mixtos que no permiten declarar de manera categorica que

la regulacion del suefio REM es homeostética consistentemente.

4. Hipotesis y Objetivos

Estos antecedentes dan pie a las siguientes interrogantes:
¢Dentro de qué limites es posible manipular la homeostasis de suefio REM?
¢, Como respondera el rebote post-privacion ante la presencia de Enmascaramiento

Faotico?

Mientras la mayor parte de los estudios de homeostasis de suefio se enfocan en la
Privacion y la Recuperacion subsiguiente, no se ha explorado suficientemente la

estimulacién de suefio REM y como esto afectaria el sistema homeostatico.
La hipétesis planteada es la siguiente:

“La recuperacion frente a la privacion selectiva de sueiio REM
mostrara una respuesta homeostatica con o sin la presencia de

Pulsos de Oscuridad”.

Para corroborar este enunciado, exploramos la respuesta de suefio REM ante una
condicion de privacion selectiva seguida de una estimulacion del estado a través de

Pulsos de Oscuridad.
Si la hipotesis es verdadera segun los antecedentes anteriormente expuestos,

entonces la respuesta de recuperacion frente a la privacion selectiva de suefio REM

sera homeostatica tanto en el rebote espontaneo como frente a la exposicién a PO.
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4.1 Objetivos

Objetivo General

Explorar la homeostasis de suefio REM tanto en una condicion de privacion selectiva
del estado como en una condicién de exceso provocado por PO en ratas albinas.

Objetivos Especificos

1. Obtener un registro polisomnografico continuo en los sujetos experimentales.

2. Realizar una privacion selectiva de suefio REM.

3. Registrar la respuesta de recuperacion en dos circunstancias (4R: espontanea
y 4R10d: enmascaramiento de 10 minutos) para caracterizar el rebote de suefio
REM.

4. Registrar la respuesta durante Enmascaramiento Fotico sin privacion de suefio
REM (Protocolo 10d)

5. Analizar los datos obtenidos y determinar las diferencias en los distintos
protocolos.

5. Materiales y Métodos

5.1 Animales experimentales

Se utilizaron 9 ratas adultas Sprague Dawley de sexo masculino adquiridas en el
bioterio de la Universidad de Chile, peso 300 gramos aproximados. Fueron mantenidas
en ciclos de luz y oscuridad de 12 horas respectivamente (12:12), con acceso a agua
y comida ad libitum durante todo el estudio, y bajo condiciones de temperatura
ambiental de 21-24°C. La autorizacion para la realizacion de los procedimientos fue
otorgada por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) (CBA
0879).
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5.2 Etapa quirargica
Luego de induccidén anestésica, se realizO en cada una de las ratas una incision
superficial de la piel en sentido rostro-dorsal sobre la calota desde anterior hasta 1 cm

de terminado el hueso cefalico.

5.2.1 Insercién de electrodos para registro EEG
Dos electrodos corticales laterales permitieron la deteccion de actividad sigma y delta,
mientras que dos electrodos mediales permiten la deteccion de actividad theta.
Para deteccion de actividad electromiogréfica se insertaron cuatro electrodos en los
musculos de la nuca, dos a cada lado de la linea media (Figura 3). En total se
implantaron ocho electrodos, fijados con acrilico dental al craneo.

Se administr6 terapia antibidtica y antiinflamatoria segun protocolo.

Figura 3. Esquema del procedimiento
quirdrgico: 1-4: electrodos corticales y su
ubicacion. 5-8: electrodos musculares y su

ubicacién. B: bregma, L: lambda.

5.3 Registro y adquisicion de datos
Luego de la cirugia, los animales iniciaron su recuperacion sometidos a las condiciones
ya mencionadas por una semana antes de ser conectados. Esto se realiz6 a través de

un cable flexible hecho a medida de 50 cms de largo que se unia al implante de manera
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reversible. Durante el tiempo de registro de los datos, las ratas pudieron moverse
libremente dentro de una jaula 60x60x70 cms, ubicada al interior de una camara de

aislamiento.

El programa de adquisicion de datos registrt6 3 canales de actividad
electroencefalografica y un canal de actividad muscular muestreados a 250 Hz. Cada
uno identificd los siguientes elementos relevantes: sefial filtrada segin bandpass en
Delta (A, 0,5-30 Hz.), Theta (6, 3-30 Hz.) y Sigma (Z, 10-15 Hz.); actividad muscular fue

obtenida con bandpass de 70 a 90 Hz.

La cualificacion manual del registro se realizO mediante analisis visual off-line a través
del software Igor Pro 6.22-A, asignando a cada época de 15 segundos el estado
Vigilia, suefio REM o NREM, siempre y cuando el estado ocuparan mas del 50% de cada

una de estas épocas.

Para tales efectos, se consideran las caracteristicas ya descritas de cada estado: se
asignaria Vigilia frente a la presencia de actividad muscular elevada y desincronizacion
del EEG; suefio NREM cuando se detectara sefial con sincronizacién cortical de amplitud
elevada y baja frecuencia, y tono muscular disminuido; por ultimo, se asigné suefio REM
cuando el registro EEG mostrara disminucion de amplitud y aumento de la frecuencia del

asociado a atonia muscular (60).

5.4 Protocolos Experimentales

Luego de la conexion de las ratas, los primeros dos dias se destinaron a aclimatacion, el
tercer y cuarto dia a Baseline (BL) e inmediatamente después se dio inicio a los
protocolos experimentales, los que fueron realizados de manera aleatoria para cada rata
(Figura 4).
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Los protocolos implementados fueron los siguientes (Figura 5):

- 4R: Privacion Selectiva de Suefio REM durante 4 horas, seguida por recuperacion
espontanea. (n=9)

- 4R10d: Privacion Selectiva de Suefio REM durante 4 horas, seguida por Pulsos
de Oscuridad (PO). (n=9)

- 10d: Aplicacion de Pulsos de Oscuridad sin Privacion. (n=4)

Dia1 7 9 11 16

| |
T BN BN

I I

CIRUGIA CONEXION EXP 1 EXP 2 EXP 3

Figura 4. Cronograma de los Protocolos Experimentales.

5.5 Privacion Selectiva de Suefio REM

Ya que estudios anteriores han demostrado que una privacién de 4 horas continuas es
capaz de lograr un aumento importante de la deuda de suefio REM (18, 60, 61), se
decidio implementar una privacion selectiva de 4 horas. Debido a que la mayor
incidencia de sueifio REM ocurre durante la segunda mitad de la fase de luz (12), se
decidié realizar la privacion selectiva en el tercio medio de la fase de reposo, es decir,
el intervalo Zeitgeber Time (ZT) 4 a 7, siendo ZT 0 el momento del encendido de luces
y por lo tanto, el inicio del dia. Combinar estos dos factores nos asegurara generar la

mayor propension posible durante la recuperacion.

Bajo atento seguimiento del monitoreo polisomnografico en tiempo real, apenas

aparecen los signos de transicion de suefio NREM a suefio REM (disminucion
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progresiva de los husos de suefio, disminucion de la amplitud del EEG, trenes de
actividad theta y atonia muscular) (25), se realizé una suave sacudida de la jaula
(gentle shaking) para sacar a la rata del estado. Esto se realiz6 a través de un sistema

de palanca que se encuentra fuera de la caja de aislamiento.

Privacion Selectiva REM

4R zZT
I 1 |

' 1

4R10D 12
I - I

1 1

10D 12
—5—B—u— l

' 1

4 8 12

Figura 5. Vision panoramica de los tres protocolos experimentales. Bloque rojo corresponde a las 4 horas de
privacion. Los cuadrados azules representan los pulsos de oscuridad. Linea horizontal representa tiempo con las

horas Zeitgeber (ZT) indicada por los nimeros en la abscisa.

5.6 Enmascaramiento Fético

En los protocolos 4R10d y 10d se procedi6 a la administracion de Pulsos de Oscuridad
(PO) de 10 minutos de duracién alternados con 20 minutos de luz. El proceso se repitio
en 4 oportunidades hasta abarcar un periodo de 2 horas, ocupando especificamente
el intervalo ZT 8-9. El primer PO se administré siempre a la hora ZT 8, es decir, en el
caso del protocolo 4R10d, inmediatamente después de finalizada la Privacion

Selectiva. El protocolo 10d recibi6 los PO a la misma hora (Figura 5)

5.7 Andlisis estadistico
Una vez finalizados los protocolos experimentales y obtenida la informacién a traves

del diagndstico de estado, se realizo el analisis estadistico de los dias Baseline (BL) y
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los protocolos experimentales. Ya que se contaba con dos dias Baseline, los
resultados fueron promediados para obtener un solo valor. De las nueve ratas
utilizadas en el experimentos, todas fueron sometidas a los protocolos 4R y 4R10d
(n=9); sin embargo sélo a cuatro de las nueve se les sometié ademas al protocolo 10d
(n=4).

La cantidad de Vigilia, suefio REM y suefio NREM fueron comparados mediante
ANOVA de medidas repetidas (rANOVA) considerando los factores ZT (Zeitgeber u
hora del dia), Protocolo (BL, 4R, 4R10d, 10d) y la interaccién entre ambos factores (ZT
x Protocolo). Se consider6 un valor estadisticamente significativo aquel con un p<0,05

(correccién de Huynh — Feldt).

Se realiz6 también un andlisis post-hoc mediante test de Student pareado,

considerandose significativo un valor de p<0,05.

Todos estos analisis se realizaron a través del programa Stata 10.0 y Excel.

Las variables a evaluar son las siguientes:

5.7.1 Cantidad (en minutos) de vigilia, suefio NREM y REM.

5.7.2 Analisis de Homeostasis de sueio REM:

5.7.2.1 REM / Tiempo de Suefio Total (TST)

Este parametro se obtiene al considerar el porcentaje que ocupa el suefio REM dentro

del tiempo de suefio total (TST), es decir:

REM/(REM + NREM)*100.
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5.7.2.2 Tasa de Consolidacién de los episodios de suefio REM

Se considerard como episodio consolidado aquel que se encuentra por encima del
percentil 66 de duracién de suefio REM para cada rata en un dia BL. La Tasa de
Consolidacion se calcula a través de la formula:

(n° de episodios consolidados / n° de transiciones) x100.

Esta es una medida de homeostasis de largo plazo (7).

5.7.2.3 Tasa de Transiciones

Estima la relacion entre transiciones (el paso de suefio NREM a REM) que ocurre en
10 minutos de suefio NREM. Esta es una evaluacion de homeostasis de corto plazo
(25), y se considera siempre y cuando el suefio NREM supere el 10% del tiempo de
registro en la ventana a evaluar.

Se calcula de la siguiente manera:

n° transiciones REM/ bines NREM + bines REM x 40.

La cantidad de bines que dan cuenta de 10 minutos de registro es 40.

Estas mediciones corresponden al andlisis realizado previamente en estudios de

suefio y de homeostasis de suefio REM (7, 52, 62).
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6. Resultados

6.1 Privacion Selectiva de suefio REM: Intervalo ZT 4-7

A medida que progresan las horas de privacion, las intervenciones para mantener a la
rata fuera del estado suefio REM se incrementaron progresivamente. Durante la
privacion 4R las diferencias significativas entre intervenciones ocurrieron entre las
horas 2-1, 3-1, 4-1 y 3-2 de privacién. En 4R10d, la diferencia entre intervenciones

ocurrio entre las horas 4-1 (test de t pareado, p<0.05, datos no mostrados).

Durante este periodo hubo un incremento significativo de la vigilia en 4R y en 4R10d
(19.6 y 27.9 minutos respectivamente; test de t-pareado, p<0.05). El suefio NREM no
fue significativamente afectado durante en este intervalo. (Figura 6)

Por su parte la cantidad de suefio REM en relacion a BL disminuy6 en un 72y 78.9%
respectivamente, lo que corresponde a una pérdida de 17.6 y 19.3 minutos para cada
protocolo (test de t pareado, p<0.0001). Esta diferencia de suefio REM entre 4R y

4R10d no fue estadisticamente importante (test de t pareado: p=0.188).

La Tasa de Transiciones experimentd un incremento sostenido, equivalente al nimero
de intervenciones. Colapsadas en bloques de dos horas, la tasa exhibié valores
superiores en los protocolos 4R y 4R10d respecto a BL (test de t pareado: p<0.05). No
hubo diferencias entre 4R y 4R10d (Figura 7).

El REM/TST, correspondiente al porcentaje de suefio REM en relacion al tiempo de
suefio total, mostr6 una disminucion importante durante la privacién tanto en el
protocolo 4R como en 4R10d respecto a BL (4.4. y 3.71% vs. 15.5 respectivamente;
test de t pareado: p<0.0001) (Figura 8).
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Figura 6. 24 horas de registro electroencefalografico en tres condiciones: BL (area achurada), 4R (linea roja) y
4R10d (linea azul). Valores por hora (+/- SEM). El cuadro rojo representa el periodo de privacion, el cuadro azul
el periodo de PO. De arriba hacia abajo se ilustran Vigilia, suefio NREM y suefio REM, duracién en minutos. La
barra blanca ubicada en el eje de las abscisas muestra el periodo de luz, la barra negra contigua el periodo de
oscuridad. Los triangulos marcan horas en que el analisis pareado mostr6 diferencia significativa en relacién a BL
(p<0,05). N=9.
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A medida que progresaba el tiempo en privacion se observo un incremento de la deuda
de suefio REM. Este es representado como una diferencia negativa que se incrementa
progresivamente, implicando que durante la privacion hubo cada vez menos suefo
REM en relacién a BL (Figura 9). Llegando a la hora ZT 5, la segunda hora de
privacién, la diferencia de suefio REM entre protocolo experimental y BL se convirtio
en significativa (dato no mostrado). La diferencia fue maxima en la hora ZT 7 (cuarta

hora de privacion).

Ambos protocolos exhibieron un perfil de acumulacién de deuda similar con una

pérdida total de 22.2 y 22.0 minutos de suefio REM en 4R y 4R10d respectivamente.

Tasa de transiciones Tasa de consolidacion
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Figura 7. Tasa de transiciones y de consolidacion. Cada circulo representa los valores promedios de dos horas (+
Error Estandar, N=9) Linea azul, protocolo 4R10d; linea roja, protocolo 4R. Area calipso representa los valores de
BL. El cuadro rojo sobre la abscisa muestra el tiempo de privacién, cuadro azul el periodo de PO. Izquierda: Tasa
de Transicion durante 24 horas ZT, expresada en cantidad ocurrida en 10 minutos. Cada valor corresponde a 2
horas de registro. Asterisco (*) muestra una tasa significativamente superior a BL en ambos protocolos (test de t
pareado: p<0.009). Letra (a) marca las dos horas posteriores a la privacion, donde el indice fue superior en 4R10d
respecto a 4R (test de t pareado: p=0.035). Derecha: Tasa de consolidacién expresada en porcentaje de episodios
consolidados. Letra (b) marca la tendencia de 4R a obtener una tasa mayor en relacion a BL (test de t pareado:
p=0.064).
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6.2 Recuperacion de la deuda y Rebote de suefio REM: ZT 8-11
El andlisis del intervalo ZT 8-11 detalla las 4 horas posteriores a la privacion,
correspondientes a las ultimas horas del periodo de reposo, previas al apagado de

luces.

El la cantidad de suefio REM se incrementé en ambos protocolos, 4R y 4R10d,
respecto a BL en 10.9 minutos (p=0.039, test de t pareado) y 22.3 minutos (p=0.002,
test de t pareado) respectivamente. El incremento de suefio REM en 4R10d fue

superior al de 4R (p=0.025, test de t pareado) (Figura 6).

Si se considera solo el intervalo ZT 8-9, momento en el que se administraron los pulsos
de oscuridad, el incremento del tiempo en suefio REM del protocolo 4R10d fue
significativamente superior al del protocolo 4R, especificamente 6.6 minutos mayor

(p=0.040, test de t pareado).
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Figura 8. En el eje de las ordenadas se muestra el REM/TST, en las abscisas horas desde el encendido de luces.
Valores por hora (+/- SEM). Barra inferior blanca ilustra el periodo de luz, barra negra el periodo de oscuridad.
Area achurada corresponde a niveles BL, lineas superpuestas: roja equivale a protocolo 4R, azul a protocolo 4R10d.
Cuadro inferior rojo muestra el periodo de privacion, cuadro azul el periodo de PO. Triangulos blancos marcan

horas en que hubo diferencia significativa entre protocolos de privacién en comparacion a BL.
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El protocolo 4R10d mostré una Tasa de Transicidbn mayor a la de 4R (p=0,035) durante
este periodo. Considerando sélo el intervalo ZT 8-9, momento de administracion de los

Pulsos de Oscuridad, 4R10d fue significativamente superior a 4R (Figura 7).

La Tasa de Consolidacion del protocolo 4R exhibié un incremento de 38% (test de t
pareado: p=0.053) durante el bloque ZT 8-11, aumentando de 36.0 en BL a 50.1. Por

su parte el protocolo 4R10d no mostro tendencia al incremento. (Figura 7).

Durante el intervalo ZT 8-11 el porcentaje de REM/TST en Baseline fue de 16,1%. En
el mismo periodo ambos protocolos mostraron un incremento de este porcentaje,
siendo de 20,8% en 4R mientras que en 4R10d fue de 26,3%.

Comparando este parametro en el analisis pareado, el incremento de REM/TST
durante el intervalo ZT 8-11 de 4R fue estadisticamente superior al de BL (p=0,02).
Por su parte el incremento experimentado en 4R10d fue superior a BL (p=0,002) y a
4R (p=0,013).

Durante este periodo la deuda del protocolo 4R mostrd una recuperacion continua en
el tiempo hasta regresar a valores cercanos a los de BL. En contraste, el protocolo
4R10d exhibié una pendiente de recuperacion mucho mas marcada, que supero

incluso los niveles BL (Figura 9).
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Figura 9. Deuda de suefio REM calculada como tiempo en REM acumulado durante la privacion respecto a BL.
Linea punteada ilustra niveles BL. Linea roja representa protocolo 4R; linea azul representa protocolo 4R10d. El
cuadro rojo bajo abscisa superior indica el periodo de privacion, y el cuadro azul el periodo de aplicacion de PO.

Los triangulos indican diferencia significativa de protocolo 4R10d respecto a 4R.

Considerando soélo el intervalo ZT 8-9, correspondiente al momento de administracion
de los pulsos de oscuridad, en el protocolo 4R10d se obtuvo un valor de 29.4% para
REM/TST, muy superior al observado en BL (15.7%, test de t pareado: p=0.001) y a
4R (21.6%, test de t pareado: p=0.026).

El REM/TST del protocolo 4R mostro ademas un incremento significativo en la hora

ZT 10 (tres horas post-privacion); mientras que el protocolo 4R10d mostré incremento
respecto a BL durante las horas ZT 8, 9 y 10 (test de t pareado: p<0.025) (Figura 8).
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En la figura 10 se puede apreciar como los pulsos de oscuridad se asociaron a
incremento del tiempo en suefio REM en el protocolo 4R10d. Aun sin la necesidad de
privacion de suefio, los PO por si mismos provocaron un incremento de suefio REM

en el protocolo 10d (Figura 11).

Se realizé un andlisis de ANOVA de una via para los 40 minutos equivalentes al
momento de aplicacion de PO (Pulsos de 10 minutos repetidos cuatro veces).Se
comparo este periodo en las condiciones BL, 4R, 4R10d y 10d, siempre y cuando la

cantidad de suefio NREM superara el 10% del registro.

El efecto de enmascaramiento generé un incremento del suefio REM tanto en el
protocolo 10d como en 4R10d. En el caso de 10d, la cantidad de suefio REM obtenido
producto de los Pulsos de Oscuridad fue superior al del mismo periodo en BL por 1.5
minutos (p=0.01, test de t no pareado). Por su parte 4R10d obtuvo un incremento de
suefio REM que fue superior a 4R por 1.7 minutos (p<0.001, test de t no pareado)
(Figura 11).

El incremento experimentado en 10d respecto a BL (1.5 minutos) y el de 4R10d

respecto a 4R (1.7 minutos) fue estadisticamente igual (Figura 11).
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Figura 10. Suefio REM en las condiciones BL (area azul), 4R (n=9, linea roja en el grafico superior) y 4R10d (n=9,
linea azul en el gréfico inferior) presentados mediante resolucidn temporal de 10 minutos. Tridngulos azules ilustran

la aplicacion de PO de 10 minutos. Cuadro rojo corresponde al tiempo de privacion.
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6.3 Recuperacion durante el periodo de actividad: ZT 12 a 24.

La hora ZT 12 representa el momento del apagado de luces y el inicio del periodo de
reposo de la rata. En esta hora se registré un incremento significativo de suefio REM
en los protocolos 4R y 4R10d. El analisis pareado mostro que el suefio REM en ZT 12
de 4R y 4R10d fue mayor al del mismo periodo en BL (p=0,011 y p=0,006
respectivamente). El incremento apreciado en 4R10d fue superior al de 4R (p=0,021)
(Figura 6).

El andlisis pareado de REM/TST mostr6 que el parametro en ZT 12 fue
significativamente superior en 4R10d al compararsele con BL (p=0,014), pero no en
4R. (Figura 8)

Durante el resto del periodo de actividad observamos que siguiendo con la tendencia
descrita en el periodo de recuperacion ZT 8-11, el incremento de suefio REM
experimentado durante 4R10d fue superior tanto respecto a BL (horas ZT 15y 22)
como a 4R (hora ZT 15) (Figura 6).

Durante ZT 12-24 la deuda de suefio REM del protocolo 4R no mostr6 una diferencia
significativa en relacion a BL, sin embargo en el protocolo 4R10d si hubo una variaciéon
importante. La recuperacién de la deuda de 4R10d fue superior a los valores BL
durante las horas ZT 21, 22 y 23 (p<0.05). Si se compara la deuda de sueiio REM de
4R10d con 4R la diferencia es incluso mayor, con valores significativamente superiores
durante la hora ZT 12 y desde la hora 15 hasta la 22 (p<0.05). (Figura 9).
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Figura 11. Izquierda: Comparacion de la cantidad de suefio REM en minutos durante los cuatro pulsos de oscuridad
de 10 minutos. Las letras minusculas indican cantidad de suefio REM obtenido durante los 40 minutos de
Enmascaramiento Fotico. a<b<c. La cantidad de suefio REM en el periodo equivalente a la administracion del
pulso de oscuridad en BL (a) fue menor a 10d y a 4R (b); letra b indica que la cantidad de suefio REM de 10d=4R.
La letra ¢ (4R10d) indica que en ese periodo se obtuvo la mayor cantidad de suefio REM (p<0.05, test de student
no pareado con correccion de Bonferroni). Derecha: Efecto neto del PO. La barra de la izquierda muestra la
diferencia entre la cantidad de suefio REM obtenido en el protocolo 10d menos el suefio REM del mismo periodo
en BL. La barra de la derecha muestra la sustraccion entre 4R10d y 4R. Ambos valores reflejan el efecto neto del

Pulso de Oscuridad. No hay diferencias entre ambas barras (p=no significativo).
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7. Discusion

7.1 Privacion y homeostasis.
A medida que el tiempo de privacion aumento fue evidente que los intentos por transitar
de sueiio NREM a REM se incrementaron y en consecuencia las intervenciones para

prevenir la transicion también.

Esto muestra un aumento de la propension producto de la acumulacion de la deuda
de suefio REM durante la privacion (Figura 9) (13, 18, 61). Como consecuencia se
anulo significativamente la Tasa de Consolidacion, mientras que la Tasa de

Transiciones se elevé por encima de niveles basales durante el mismo periodo.

La privacion logré suprimir efectivamente el suefio REM, lo cual es evidenciado por
una disminucién importante del tiempo en suefio REM y del REM/TST durante el
periodo; mientras que la cantidad de suefio NREM no fue afectada en comparacion a
BL.

Es preciso mencionar que si hubo un incremento significativo del tiempo en vigilia
durante ambos protocolos de privacion respecto al BL atribuible a las intervenciones.

Este hecho no deberia alterar los resultados posteriores.

7.2 Rebote post-privacion
Una vez finalizadas las 4 horas de privacién, se observé un efecto de rebote en el cual
la deuda provocada fue saldada con un incremento significativo de tiempo en suefio

REM, efecto apreciado en ambos protocolos de privacion con respecto al BL.

En el caso del protocolo 4R, la deuda fue saldada a lo largo de las horas hasta regresar
a niveles basales al final del dia, resultado que apoya la teoria de una regulacion
homeostética de suefio REM con un sistema que tiene por fin mantener los niveles de
este dentro de limites finitos (24, 25, 26, 29).
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Estudios de privacion total mostraron una recuperacion de suefio REM de 70% luego
de 12 horas de recuperacion y 84% luego de 24 horas (7), por lo que nuestros

hallazgos estan en linea con resultados anteriores.

Sin embargo, mientras que en el protocolo 4R el suefio REM regresd a niveles
cercanos a los basales, en el protocolo 4R10d experimenté un rebote
significativamente superior a BL y a 4R. El incremento no sdélo ocurrié durante las horas
inmediatamente posteriores a la privacion, sino que se extendié incluso durante el

periodo de actividad de la rata.

El REM/TST mostré un incremento significativo respecto a BL durante el rebote en
ambos protocolos de privacion. En el caso del intervalo ZT 8-11 el pardmetro fue
superior en el protocolo 4R respecto a BL, mientras que en el mismo periodo los
valores de 4R10d superaron tanto a 4R como a BL. Particularmente durante el
intervalo ZT 8-9, momento en que se administraron los pulsos de oscuridad, 4R10d
mostré incremento significativo del pardmetro. Esto demuestra que a pesar que la
privacion provoco un aumento en la cantidad de suefio REM durante el rebote este no
ocurrié a expensas de un aumento de suefio NREM, sino por un aumento de la presion
homeostética al suefio REM, propensién que en el caso del protocolo 4R10d fue

categéricamente superior a 4R.

Durante las dos horas de administracion de los PO (intervalo ZT 8-9) hubo un
incremento significativo de la Tasa de Transiciones en el protocolo 4R10d en
comparacion con 4R. Sin embargo la Tasa de Consolidacion de los protocolos 4R y

4R10d no mostro diferencias respecto a BL durante el rebote.

En estudios previos la activacion optongenética de los nacleos colinérgicos pretectales
REM-on (TPP, TLD) aument6 el nUmero de transiciones de suefio NREM a REM, sin
modificar la duracion éstos (63). Esto nos permite inferir que el Enmascaramiento

Fotico posiblemente actué activando estos nucleos REM-on, lo que provocd un
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incremento en las transiciones de NREM a REM durante ese periodo, aumentando la
Tasa de Transicion, pero no la Tasa de Consolidacion.

Este resultado se contrapone a los hallazgos realizados en investigaciones anteriores
(7), quienes encontraron un aumento sustancial de la Tasa de Consolidacién y de la
Tasa de Transicion de suefio REM después de una privacion total o selectiva.

7.3 Enmascaramiento Fético

Durante el protocolo 4R10d se aprecio un incremento del tiempo en suefio REM y del
REM/TST durante el intervalo de administracion de los PO (ZT 8-9) que supero los
valores mostrados por BL y 4R. El incremento fue persistente, mostrandose un

incremento del estado que se prolong6 incluso durante la fase de actividad de la rata.

Este efecto de Enmascaramiento Fotico ocurre gracias a la activacion de las CGR, las
cuales envian aferencias a numerosos nucleos del sistema nervioso central
relacionados con efectos no visuales de la luz encargados de la regulacion circadiana,
la atencion y el comportamiento (9, 41). Algunas de las aferencias de las CGR que
pudieran estar relacionadas con el ciclo Suefio Vigilia y el efecto del Pulso de
Oscuridad son el hipotadlamo lateral, la sustancia gris periacueductal, el nucleo del Rafe

Dorsal, la Ldmina intergeniculada y el VLPO (42).

Es posible que el efecto de enmascaramiento tenga su origen en nucleos troncales
gue inhiben el Sistema Ascendente Activante. Por ejemplo es sabido que el VLPO
extendido tiene una accién inhibitoria de los nucleos responsables de mantener la
vigilia a través de proyecciones de GABA y galanina (34) y estudios en ratas le
atribuyen un rol en la expresion de sueiio REM (35, 64). Asi también esta area recibe
aferencias de las CGR que podrian explicar el efecto de enmascaramiento e

incremento de suefio REM (41).

El area pretectal también parece ser crucial en el fendomeno de Enmascaramiento

fotico (49). Esta area tiene proyecciones directas hacia nucleos colinérgicos REM-on:
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el nacleo Tegmental Laterodorsal (TLD) y el nacleo Tegmental Pedunculo Pontino
(TPP) (65, 66), por lo que se piensa que el efecto de Enmascaramiento actla
directamente en el area troncal de control de suefio REM. Lesiones del area pretectal

eliminaron de manera casi completa la respuesta aguda frente a PO (49, 67).

Asi también se ha visto una proyeccién directa desde la retina a los Nucleos del Rafe
Dorsal (68), un nucleo monoaminérgico REM-off que a través de la liberacion de
serotonina inhibe nucleos colinérgicos REM-on (69) y que se sugiere realizan sinapsis
directa con neuronas del nucleo TLD (70). Por lo tanto se piensa que podria jugar un

rol en la respuesta de Enmascaramiento Fotico.

Algunas estructuras subcorticales también pueden estar involucradas,
especificamente la Lamina Intergeniculada del Nucleo Geniculado Lateral que se
conecta de manera bidireccional con los nucleos tegmentales LD y el PP (71).

Aungque el mecanismo exacto por el cual se produce el Enmascaramiento es
desconocido, de alguna manera el cambio brusco de la condicién luminica estimula en
la rata albina un conjunto de nucleos relacionados con el control del suefio REM

favoreciendo la transicion de suefio NREM a este estado (Figura 12).

Ya que la transicién provocada por los Pulsos de Oscuridad es idéntica a la que ocurre
en condiciones basales desde un punto de vista electroencefalogréafico y autonémico
(24) se ha sugerido que el efecto Enmascaramiento puede estar mediado por el mismo

mecanismo que regula el inicio del suefio REM (50).

El efecto de la luz y oscuridad no se limita solo a la transicion a suefio REM ni afecta
exclusivamente a la rata albina, sino que modula de manera importante el ciclo
Suefio Vigilia de todas las especies de mamiferos al punto en que algunos autores
han planteado afadir un tercer proceso a los dos propuestos por Borbely (5), un
tercer proceso modulado por la luz, que actla a través de las células ganglionares

retinales intrinsecamente fotorreactivas y los conos/bastones (43).
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La fase de luz y oscuridad determinan efectos diferenciales de manera que durante
el periodo de luz el input fético es mediado principalmente por conos/bastones y en
menor medida por melanopsina (CGR), mientras que por la noche es la melanopsina
el pigmento responsable de los efectos en el sistema nervioso central (43). Esta
alternancia de luz y oscuridad determina el nivel de alerta, la calidad del suefio y el
momento en que estamos dormidos o despiertos. Esta accidén ocurre en conjunto con

los proceso C (Circadiano) y S (homeostatico).

7.4 Alteraciones de la rata albina

En 1965 Lund describi6 las diferencias de la via visual de la rata albina. Mientras que
los animales pigmentados poseen un nervio optico cuyas fibras decusan en el quiasma
Optico en un 50%, un 90-99% de las fibras de la rata pigmentada cruzan para realizar

sinapsis en areas contralaterales del cerebro (48).

Estudios mas recientes en retinas de raton albino y la comparacién con su contraparte
pigmentada muestran diferencias en las células ganglionares retinales de ambas. En
el animal albino, las CGR poseen un soma de mayor tamafio y también son mas
numerosas, sin embargo si se considera Unicamente a las CGR intrinsecamente
fotorreactivas, la cantidad en ambos tipos de animales es la misma. Si existe una
diferencia en la distribucion de las células que poseen melanopsina, siendo mas

abundantes en la porcion superior de la retina del raton albino. (72).

En ratas albinas se aprecia un incremento de la proyeccion a la Lamina Intergeniculada
contralateral en comparacién con animales pigmentados (73). Esto reafirma la
hipétesis de que el efecto de los PO esta relacionado con componentes del sistema

visual afectados por el albinismo.

Sin embargo si estas diferencias citadas contribuyen al efecto de enmascaramiento y

cOmo esto ocurre exactamente, es desconocido.
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Figura 13. Efecto hipotético de los PO en los nucleos involucrados en la transicion de suefio NREM a REM. LC,
Locus Coeruleus; NTM, Nucleo Taberomamilar; NRD, Nucleos del Rafe dorsal; PO, Pulso de Oscuridad; VLPO-
e, Nucleo ventro-lateral pre-6ptico extendido; TPP, Nucleo Tegmental Pedinculo Pontino; TLD, Ndcleo

Tegmental Latero-dorsal.
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7.5 Rol de la luz en el comportamiento humano
La accion de las CGR también regula la conducta humana a través de efectos no

visuales, modulando el rendimiento cognitivo, el alerta y el bienestar (74, 75).

Este efecto de la luz en la conducta dependerd de la intensidad, la duracion y el
momento del dia en que ocurra la exposicion a la luz (76). El largo de onda, equivalente
al color de la luz, también determinard una mayor o menor activacion de la célula retinal
ganglionar, cuya maxima actividad ocurre frente a la exposicion a la luz azul (longitud
de onda 460-480 nm) (77) lo cual produce supresion de los niveles nocturnos de la

hormona pineal melatonina (78).

Esta regulacién fética del alerta depende de manera critica de la composicion de la
luz, con luz azul como un estimulo poderoso del alerta, contrario a la luz verde, que es

menos poderoso para despertar a un sujeto del suefio. (76).

La exposicién a luz azul por la noche ha mostrado aumentar el alerta y mejorar el
rendimiento en tareas con tiempo de reaccién, probablemente como resultado de la
supresion de la elevacion nocturna de melatonina, lo que conduce a una fase de

retraso circadiano (76, 79).

Ya que las estructuras neurales que responden a luz tienen un efecto importante en el
comportamiento humano y los mamiferos en general, es importante comprender qué

estructuras estan involucradas en estas respuestas féticas.

7.6 Resultados esperados versus Resultados obtenidos

Si se estimula el suefio REM mediante Pulsos de Oscuridad, se esperaria que un
sistema de control registrara el exceso y con el fin de mantener los niveles de suefio
REM dentro de limites establecidos, disminuyera la cantidad del estado posterior como

una reaccion compensatoria al enmascaramiento.
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Esto fue lo que ocurrié en una investigacion realizada por Baracchi (2008) donde
apreciaron una reaccion de disminucion de suefio REM posterior a la administracion
de Pulsos de Oscuridad (24).

Este antecedente aunado a estudios de privacién selectiva de suefio REM (18, 21, 25,
26, 28) nos permiten predecir el comportamiento de cada protocolo. En el caso de 4R
se espera una acumulacion de la deuda durante la privacion y el pago de la misma en
la recuperacion hasta volver a niveles basales; en el caso del protocolo 10d se espera
un incremento de suefio REM producto del enmascaramiento con una disminucion
compensatoria posterior; y por ultimo en el protocolo 4R10d se esperaba una
respuesta combinada de ambas condiciones: un incremento de la deuda durante la
privacion y una recuperacion post-privacion que regresara a niveles basales con una
pendiente mas pronunciada durante el tiempo de administracion de Pulsos de
Oscuridad, alcanzando antes que 4R los niveles de suefio REM del baseline, pero sin

superarlos (Figura 13).

Sin embargo los resultados obtenidos fueron muy diferentes. En el caso de 4R, la
privacion y la recuperacién se comportaron como se habia esperado, sin embargo en
4R10d se produjo un incremento del tiempo en suefio REM y del REM/TST que
sobrepaso6 a BL y a 4R sin una reaccion compensatoria. Esto nos hace predecir que
10d no mostrard la disminucién compensatoria descrita previamente y que el efecto

del Pulso de Oscuridad se sumara al suefio REM controlado homeostaticamente.

Si comparamos el analisis de los 40 minutos en que se realiz6 el Enmascaramiento
Fatico, equivalente a cuatro periodos de 10 minutos de Pulsos de Oscuridad durante
ZT 8-9, y los comparamos con el periodo equivalente en BL y 4R, la cantidad de suefio
REM obtenida en el protocolo 4R10d fue equivalente a la sumatoria del suefio REM
obtenido en 4R y 10d.

Esto permite deducir que el incremento de suefio REM en 4R10d se debi6é a la

combinacion de los factores privacion selectiva y Pulsos de Oscuridad. Mientras que
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la privacion y la recuperacion del protocolo 4R permanecié dentro de un limite finito
sometido a la regulacion de un sistema estricto, el suefio REM extra obtenido mediante
el Enmascaramiento Fotico en el protocolo 4R10d no fue considerado por el sistema
homeostético, sino que mas bien fue superpuesto al proceso de recuperacion post-

privacion.

7.7 Analisis Futuros

No conocemos al momento cémo se comportara el suefio REM el dia posterior a los
protocolos experimentales 4R y 4R10d, si la cantidad de estado regresaré a un estado
basal, si se mantendra el incremento o si se realizara un ajuste con disminucion

compensatoria.

En el caso del protocolo 10d sera interesante confirmar si los Pulsos de Oscuridad
provocan un incremento sumatorio de sueiio REM equivalente al obtenido en el
protocolo 4R o si este incremento se limitar4 a los 40 minutos de Enmascaramiento

para volver después a niveles BL. (Figura 13)

Otra consecuencia probable seria observar una disminucién compensatoria posterior
al incremento de suefio REM provocada por los PO, de manera similar a los resultados
obtenidos por Baracchi (24). Si asi ocurriera, luego de finalizado el Enmascaramiento
Fotico se observaria una menor cantidad de suefio REM en comparacion con BL. De
este modo no habria variacion global al comparar los resultados de 10d con BL, pues
el sistema, reaccionando homeostaticamente frente a la estimulacion artificial de suefio

REM, lo compensaria con una inhibicién (Figura 13).
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Figura 13. Prediccién del overshoot producto del Enmascaramiento fético en un esquema de deuda de suefio.
Linea azul, protocolo 4R; linea roja, protocolo 4R10d; linea amarilla, prediccion de la trayectoria de cantidad de
suefio REM de protocolo 10d en relacion a BL. Cuadro rojo, horas de privacion; cuadro azul, horas con PO.

A. PO incrementan la cantidad de suefio REM a valores similares a los obtenidos en 4R10d. B. Suefio REM se

incrementa durante 10d para compensar el exceso con una disminucion posterior.
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8. Conclusiones

Posterior a una privacion selectiva de suefio REM de 4 horas (4R y 4R10d) pudimos
observar una respuesta homeostatica de rebote significativa, sin embargo al estimular
el paso de suefio NREM a REM mediante Estimulacién Fética, vimos un importante
incremento del tiempo en suefio REM en 4R10d, que fue significativamente superior a
BLya4R.

Elincremento de suefio REM obtenido en el protocolo 4R10d fue equivalente a la suma
del suefio REM obtenido mediante Pulsos de Oscuridad (10d) y el rebote post-
privacion (4R). Esto nos indica que el suefio REM extra obtenido via Enmascaramiento
Fatico se sobrepuso al fendmeno de recuperacién post-privacion, recuperacion que se

mantuvo dentro de limites homeostaticos.

En resumen, mientras que la privacion selectiva de suefio REM de 4 horas y la
recuperacion subsecuente se comportaron homeostaticamente, el exceso del estado
obtenido mediante Enmascaramiento, no fue considerado por el sistema de control y

se afiadio al rebote de suefio REM post-privacion.
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