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RESUMEN

La hibernacion es una adaptacion para la conservacion de la energia, y se ha afirmado que evolucioné
como una extensién de los mecanismos del suefio NREM. Cuando la temperatura corporal diminuye el

EEG muestra menor amplitud hasta llegar a ser plano.

Al salir de la hibernacién, se observé en animales en vigilia un EEG con ondas lentas. Este resultado
fue interpretado como si durante la hibernacién los animales estan privados de suefio; suponiendo que

las bajas temperaturas corporales son incompatibles con la funcién restauradora y ahorradora del suefio.

Este proyecto pretende demostrar que un animal al despertar de la hibernacidn, la presencia de EEG
delta no se debe a una deuda de suefio, sino a un proceso dependiente de la reactivacion subita del

sistema nervioso auténomo parasimpatico.

Para ello, se pondran a hibernar en una cdmara termostatizada animales previamente operados. Una
vez en hibernacion, se procedera a la administracion intraperitoneal de farmacos antagonistas
muscarinico :atropina y neostigmina. Este ultimo al no poder atravesar la barrera hematoencefélica, no
tendria efectos centrales que provocarian la aparicion de ondas lentas en el EEG en el animal despierto.
La produccion de ondas lentas seria entonces un fenémeno asociado a la desaparicion del tono vagal

durante la hipotermia y no a la privacion de suefio.
ABSTRACT

Hibernation is an adaptation for energy conservation, and it has been claimed that it evolved as an
extension of the mechanisms of NREM sleep. When the body temperature decreases, the EEG shows

less amplitude until it becomes flat.

Upon leaving hibernation, an EEG with slow waves was observed in waking animals. This result was
interpreted as if during hibernation the animals are deprived of sleep; assuming that low body

temperatures are incompatible with the restorative and sleep-saving function.

This project aims to demonstrate that an animal upon waking from hibernation, the presence of EEG
delta is not due to a sleep debt, but to a process dependent on the sudden reactivation of the

parasympathetic autonomic nervous system.

To do this, previously operated animals will be hibernated in a thermostatted chamber. Once in
hibernation, the intraperitoneal administration of muscarinic antagonist drugs: atropine and neostigmine
will proceed. The latter being unable to cross the blood brain barrier, would not have central effects that
would cause the appearance of slow waves in the EEG in the awake animal. The production of slow
waves would then be a phenomenon associated with the disappearance of the vagal tone during

hypothermia and not with sleep deprivation.



1. INTRODUCCION

1.1. Ritmos biologicos

La rotacidn de la tierra sobre su eje y su movimiento alrededor del Sol (traslacion) confieren al medio
ambiente una ritmicidad en las condiciones de luz y temperatura (Brown, 1976). Estos cambios
conllevan una serie de comportamientos como la hibernacién, las migraciones, la reproduccion
estacional o el ajuste del periodo de actividad al periodo éptimo del dia. Esta dependencia temporal de
la conducta comporta mecanismos complejos de regulacion fisiologica, como por ejemplo el de la
retroalimentacion negativa, que conduce a una mejor adaptacion de los organismos al medio ambiente
(Moore-Ede, 1986). La ciencia encargada de estudiar estos ritmos bioldgicos y procesos ciclicos que
intervienen sobre los seres vivos y su adaptacién al ciclo de luz-oscuridad, se conoce como

cronobiologia. Los creadores de esta ciencia fueron Jiiergen Aschoff y Colin Pittendrigh (1960).

Los ritmos bioldgicos son oscilaciones ciclicas de un fendmeno bioldgico con intervalos de tiempo
regulares. El pardmetro que caracteriza este ritmo es el periodo, que hace referencia al tiempo que se
tarda en completar la oscilacion, y su inversa que es la frecuencia, que se corresponde con el nimero de
ciclos por unidad de tiempo. Estos ritmos se pueden clasificar en circadianos que presentan un periodo
cercano a las 24 horas (periodos de 20 a 28 horas), ultradianos con periodos menores, como el ritmo
cardiaco (<20 h) e infradianos con periodos mayores (>28 h), como las fases lunares, la variacion de la

marea y la hibernacién (Golombek, 2002).

1.2.  Ritmos circadianos

El cambio predecible en el entorno es debido al sistema circadiano, permitiendo a todos los
organismos adaptar su fisiologia y comportamiento a los acontecimientos ciclicos diarios, para
conseguir los requerimientos necesarios propios de cada especie (Aschoff, 1963). La seleccion natural
ha favorecido la evolucion de los ritmos circadianos, ya que un animal que ajuste su actividad de acuerdo
con las circunstancias ambientales mas favorables presentara una clara ventaja sobre otro que, por

ejemplo, permanezca activo continuamente (Aschoff, 1964).

Los ritmos circadianos, término propuesto por Halberg (1959) son oscilaciones endégenas con un
periodo de tiempo aproximado de 24 horas. Se distinguen de otras oscilaciones bioldgicas, debido a que
su periodo corresponde con el de un ciclo ambiental (Rusak, 1979). Estos ritmos pueden sincronizarse

con el ambiente a partir de una serie de sefiales periddicas que reciben el nombre de zeitgebers.

1.3. Caracteristicas del ritmo circadiano

El sistema circadiano en mamiferos consta de un reloj central ubicado en el nicleo supragquiasmatico

(NSQ) que se encuentra en la parte anterior del hipotdlamo, y una serie de osciladores periféricos
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ubicados a lo largo del cuerpo. En cambio, en otros organismos como las aves, réptiles y anfibios, la
retina y la glandula pineal son otras estructuras capaces de funcionar como relojes reguladores
(Golombek y Yannielli, 2006). Ademas, de tener un origen end6geno, es necesario que los ritmos
circadianos dispongan de mecanismos de sincronizacién para poder ajustar de manera continua los
ciclos ambientales. Esta propiedad permite la correccion de manera automatica de los desfases

producidos diariamente en el reloj (Aschoff, 1981).

El sistema circadiano en mamiferos estd formado por una estructura basica que consta de tres
componentes principales (Fig. 1): las vias de entradas que participan en la sincronizacion ambiental, es
decir, el ciclo luz-oscuridad conocido como Zeitgebers, el marcapasos o reloj circadiano central y las

vias de salida que transmiten las sefiales circadianas al resto del organismo.

Aferente Eferente
C—aa— — — /\/

Ciclo ambiental Eeloj bilogico Eitmo manifiesto

Figura 1: Diagrama de los principales componentes del sistema circadiano.

La principal via de entrada de informacidn fatica al NSQ es el tracto retinohipotalamico (TRH), esta
formado por células ganglionares de la retina sensible a la melanopsina. Desde el NSQ (Fig. 2) se
proyectan las sefiales de salida que transmiten la informacion a regiones del cerebro que participen en

la regulacion comportamental y fisioldgica del organismo (Berson et al., 2002).

Una de las principales vias de salida del reloj bioldgico es la hormona melatonina sintetizada por la
glandula pineal. Esta es la encargada de la sincronizacion de los ritmos biolégicos con el ciclo luz-
oscuridad (Bartness et al., 1933). Actua sobre estructuras del cerebro y controla procesos fisiol6gicos y
de conducta, ademaés de controlar la secrecion de otras hormonas (Vela-Bueno et al., 2007). Durante la
fase de oscuridad hay un aumento de produccion y secrecion de melatonina, que es sintetizada a partir
de serotonina mediante la N-acetiltransferasa (NAT) (Klein, 1985). La sintesis de la melatonina debilita
la sefial circadiana de los nucleos supraquiasmaticos (NSQ), produciendo la pérdida de calor que induce
la somnolencia a través del area predptica del hipotalamo. Por tanto, la melatonina esta implicada en la

regulacion de los ritmos biol6gicos, ademas de regular el ciclo de suefio-vigilia. (Cajochen et al., 2003).

De esta manera, el reloj circadiano impulsa los ritmos de suefio-vigilia y metabolicos, asi como los
hormonales. La alineacién adecuada entre la luz, el reloj circadiano y los comportamientos producen un

orden temporal en los organismos que es esencial para la supervivencia (Hastings et al., 2003).
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Figura 2: Regulacién de la secrecion de melatonina. La regulacién circadiana de la secrecién de melatonina
depende de una via indirecta que se origina en las células ganglionares fotosensitivas de la retina y llega, a través
del tracto retinohipotaldmico, al nlcleo supraquiasmatico, que es el marcapasos circadiano central. El nucleo
supraquiasmatico, a través de una proyeccion inhibitoria del ndcleo paraventricular del hipotalamo, controla la
salida simpética a la glandula pineal que es responsable del pico de secrecion de melatonina durante la oscuridad.
Modificada de Benarroch, 2008.

1.4. El suefo

1.4.1. El suefio comportamental

La definicion del suefio se fue completando con los afios, de manera que actualmente las
caracteristicas que lo definen como un comportamiento son las siguientes: reposo motor (Pieron, 1913),
umbrales sensoriales elevados (Pieron, 1913), facil reversibilidad (Pieron, 1913), adopcion de una
postura estereotipada (Flanigan, 1973), uso de lugares especificos donde dormir (Bruce Durie, 1981),
organizacion ciclica circadiana (Bruce Durie, 1981) y estado regulado, porque presenta efectos de

privacién y de saciedad (Tobler, 1984).

Por tanto, el suefio se puede definir como un estado de la consciencia, reversibles y fisioldgico, con
presencia de una desconexion temporal y parcial con el ambiente y un aumento del umbral en respuesta
a estimulos externos. En aquellos organismos vivos de rango superior a nivel evolutivo, la cantidad y la
naturaleza del suefio se puede relacionar con diversos factores como la edad, el tamafio corporal, dieta
0 la condicion del ambiente (Siegel, 2005). Para los mamiferos y las aves el suefio se basa en

caracteristicas comportamentales, ademas de andlisis de registros poligréaficos. (Fig. 3).
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Figura 3: Representacion del rango de evolucion del suefio poligrafico. Modificado de Hayashi, 2017.

1.4.2. El suefio poligrafico

El reconocimiento de las diferentes fases del suefio se lleva a cabo registrando simultdneamente la
actividad cerebral o electroencefalograma (EEG), la actividad muscular o electromiograma (EMG) y el

estado de los ojos o electrooculograma (EOG) (Rechtschaffen y Kales, 1968).

El suefio poligréfico para cada especie presenta caracteristicas diferentes, pero solamente se reconoce
en un rango evolutivo superior, es decir, en aves y mamiferos. Aunque, las aves presentan diferencias
con el suefio de los mamiferos, ya que se ha demostrado que algunas especies como las aves migratorias,

son capaces de reducir la fase de suefio, incluso no presentarlo en un periodo de tiempo (Randler, 2014).

1.4.3. Fases del suefio

La clasificacién del suefio fue establecida por Dement y Kleitman (1957), donde explicaron los

criterios definitorios de cada una de las etapas en los seres humanos (Fig. 4):

Vigilia: El trazado del EEG presenta ondas rapidas de bajo voltaje por encima de los 13 Hz (actividad
B) cuando el individuo esté activo o tiene los ojos abiertos. Aparece el ritmo o (8-12 Hz) cuando el
individuo se mantiene despierto, pero con los ojos cerrados, que se caracteriza por la ausencia de

movimientos oculares y tono muscular apreciable en la musculatura antigravitatoria.

Fase 1 o de adormecimiento: El trazado del EEG presenta ondas rapidas de bajo voltaje en las que
aparecen ondas mas lentas de pequefio voltaje llamadas banda de frecuencia 6 (4-7 Hz). Presenta
movimientos oculares de rotacion lenta (movimientos pendulares) y un tono muscular presente pero

progresivamente reducido respecto a la vigilia.

Fase 2 o de suefio ligero: El trazado del EEG presenta dos 0 mas husos de suefio (brotes breves de

ondas con una frecuencia de unos 14 Hz, que tienen menor voltaje en su inicio y su final) por cada 30 s

y/o complejos K (ondas bifasicas de gran voltaje que suelen aparecer al principio o al final de un huso,



pero que también pueden presentarse de forma aislada). Hay ausencia de movimientos oculares rapidos

y un tono muscular disminuido pero presente.

Fase 3-4 o de suefio profundo: El trazado del EEG presenta ondas lentas de alto voltaje dentro de la

banda delta (0,3-4 Hz) que ocupan mas del 20% del trazado. Ausencia de movimientos oculares rapidos.

Tono muscular muy disminuido, a veces ausente.

Fase REM o suefio paraddjico: El trazado del EEG es casi indistinguible al de la fase 1 y tiene una
frecuente presencia de ondas de 4 a 6 Hz con morfologia tipica de diente de sierra. Aparicion de
Movimientos Oculares Rapidos, (suefio MOR o también sueiio REM, por “Rapid Eye Movements”)
aislados. Tono muscular nulo, atonia total. De forma esporéadica pueden darse sacudidas musculares de

localizacion anarquica.
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Figura 4: Representacion de las caracteristicas electroencefalograficas de vigilia, suefio NREM y REM en
condiciones normales de un adulto. Modificada de Hayashi, 2017.

El suefio es un proceso ultradiano que produce, dentro del suefio, oscilaciones ciclicas entre NREM
y REM. En 1968, Rechtschaffen y Kales, establecieron los criterios para el andlisis paramétrico de la
arquitectura del suefio, mediante el cual se puede obtener una representacion grafica (hipnograma) de la

organizacion cronoldgica de las diferentes fases del suefio a lo largo de la noche (Fig. 5).
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Figura 5: Ejemplo de un hipnograma de un adulto humano normal. Modificada de Hayashi, 2017.

1.5. Regulacion del suefio

La produccion del suefio y vigilia esta regulada por dos procesos descritos por Borbély en 1982 (Fig.
6). Uno de ellos, es el proceso circadiano predictivo (C), y el otro es el proceso homeostatico reactivo
(S). EI modelo de estos dos procesos se establecio primero en la regulacion del suefio en la rata (Borbély,

1982a) y luego se aplicd al suefio humano (Borbély, 1982b).

Ademas, la probabilidad de que una persona se duerma en un momento dado depende también de

dos componentes ultradianos, controlados por relojes bioldgicos (Rodriguez et al., 2015).

Proceso S
N

N
Privacion
de sueno

Propension a dormir

N
Proceso C

| l 1
Vigilia Suefio Vigilia Suefio

Figura 6: Modelo de los dos procesos para la organizacion del suefio: homeostatico (S) y circadiano (C).
Modificado de Borbély, 1982.

1.5.1. Control homeostatico del suefio

El proceso homeostatico reactivo (S) controla la produccion continua del suefio-vigilia. La potencia

delta en el EEG aumenta y disminuye en funcion del tiempo transcurrido en vigilia y suefio, por lo que
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se considera que es el indicador basico de la necesidad homeostética de suefio. La adenosina tiene un
papel fundamental en la regulacion homeostéatica, se acumula durante la vigilia y presenta un aumento
de sensibilidad de sus receptores. Esta molécula presenta un caracter endogeno que resulta del
metabolismo del ATP en neuronas y es capaz de llevar a cabo acciones reguladoras sobre circuitos del
ciclo vigilia-suefio (Carus y Andrés, 2012). Durante los periodos de privaciéon de suefio y mediante
analisis por microdialisis se observa, en areas cerebrales como el prosencéfalo basal y la corteza, un
aumento progresivo de los niveles de concentracion de adenosina a medida que se prolonga la vigilia.
Estos niveles de adenosina disminuyen de nuevo durante la recuperacion del suefio (Bartness et al.,
1933; Porkka-Heiskanen et al., 2000 y Basheer et al., 2000). Las sustancias que bloquean los receptores
de adenosina, como la cafeina, la teofilina y las xantinas, promueven el mantenimiento del estado de

vigilia por tiempo prolongado (Schwierin et al., 1996).

1.5.2. Control circadiano del suefio

El proceso circadiano predictivo (C), controlado por un reloj biol6gico end6geno e independiente de
la historia previa de suefio y vigilia, determina la organizacion de los estados alrededor a un ciclo de 24
horas. Por tanto, este proceso actla regulando el suefio, independientemente del tiempo pasado en
vigilia, ya que la necesidad de dormir va a variar dependiendo de la hora del dia en la que se encuentre
el individuo. El mejor indicador en el proceso circadiano es la temperatura corporal, que presenta una
fuerte correlacion con la propension al suefio. La tendencia a dormir aumenta ritmicamente, de modo

que es maxima cuando la temperatura central alcanza sus valores minimos (Rial et al., 2010).

Ademas, también se ven implicados dos componentes ultradianos: el primero se presenta con una
periodicidad de 90-120 min y genera la alternancia suefio REM-NREM durante la noche y que se
continta durante el dia con el ciclo basico de actividad y de descanso. El segundo componente consta
de un periodo de 12 h, que se manifiesta en la temperatura corporal y en la propensién al suefio tipica

de las horas siguientes al mediodia (Rodriguez et al., 2015).

1.5.3. Privacion del suefio

El estudio de las funciones del suefio ha utilizado, clasicamente, manipulaciones experimentales que

brindan datos muy generales sobre las consecuencias de la pérdida de suefio sobre el organismo.

El grupo de Rechtschaffen observo que la privacion total de suefio en ratas las conduce a una muerte
inevitable en un promedio de tres semanas (Everson et al., 1989). En el interin, las ratas exhibieron un
importante deterioro fisico, con ulceraciones en la piel, en la cola y en las patas, alteraciones en la
coordinacién motora y postural (ataxia), aumento en la ingesta de alimento acompafiada de una pérdida
de peso considerable e incremento en la energia expedida. Ademas, durante las Gltimas 24 horas, algunas

ratas cursaron con una disminucion drastica de la temperatura corporal. Para privar de suefio total a las



ratas, éstas se colocaron en una plataforma que rota cada vez que el animal presenta una actividad
cerebral de ondas lentas, que sugiere que el animal se estd quedando dormido (Bergmann et al., 1989).
Estos trabajos sugieren que el cerebro del suefio beneficia de manera crucial al de la vigilia, por lo que
es indispensable para la vida. Evidentemente, estos estudios indican que surge un desequilibrio
homeostético por no dormir, originando una descompensacion en el metabolismo de los animales bajo

una privacion total de suefio crénica.

1.6. Hibernacidn

Los endotermos pequefios, debido a sus elevadas tasas metabdlicas, estan muy expuestos a ayunar
en los periodos de inactividad en los que no se alimentan. Algunos entran en un estado de torpor en esos
periodos, en los que disminuyen la temperatura y la tasa metabdlica. Cuanto menos sea la temperatura
corporal, menor sera la tasa metabolica y la velocidad de conversidn de las reservas energéticas, como
el tejido adiposo, en calor corporal. Por ello le serd beneficioso permitir que su temperatura corporal
disminuya en los periodos en que no se alimenta. Posteriormente y antes que el animal empiece su
actividad, aumentara su temperatura corporal como resultado de un repentino aumento de actividad
metabolica, especialmente por tiriteo y oxidacién de reservas de grasa. El colibri y varias especies de
pequefios mamiferos también experimentan torpor (p.ej., las musarafas), pero los grandes mamiferos
tienen una masa corporal demasiado grande para enfriarse rapidamente en los cortos periodos de torpor
(Randall et al., 2002).

La hibernacion es un periodo de torpor o de aletargamiento invernal que puede durar semanas o
incluso varios meses en los climas frios; se acompafia de una caida considerable de la temperatura
interna (Carey, 2003). Solo los hibernadores pueden sobrevivir a esa temperatura, mientras que una
temperatura inferior a 25°C es letal para todos los demas mamiferos. La hibernacién es una adaptacion
fisiolégica comin en mamiferos de los 6rdenes Roedores, Insectivoros y Quiroptero, que pueden
almacenar suficientes reservas energéticas para sobrevivir a periodos de falta de alimentos. Muchos
hibernantes se despiertan periédicamente (tan a menudo como una vez por semana, O tan

infrecuentemente como cada 4 a 6 semanas) para vaciar la vejiga urinaria y defecar (Randal et al., 2002).

1.6.1. Estructura de la hibernacion

En especies como las ardillas de tierra (Citellus o Spermophilus spp.), es comin poder observar el
letargo estacional y disminucién de la temperatura basal (Tb). Se han observado cambios bioquimicos
y endocrinos preparatorios para la hibernacidn. Una vez se han dado los cambios estacionales, empieza
la etapa de hibernacién y puede durar hasta 6 meses. No obstante, los animales no permanecen
continuamente térpidos durante este periodo. La hibernacion se caracteriza por episodios de letargo que
pueden durar desde varias horas hasta varias semanas, separados unos de otros por breves despertares
eutérmicos (Kilduff, 1993).



La estructura de la hibernacion es parecida en las diferentes especies que hibernan, y consta de cuatro
fases principales (Fig. 7):

1. La fase eutérmica se caracteriza por la presencia del suefio NREM o movimiento ocular no rapido
(Walker et al.,1980).

2. La segunda fase, es la entrada de la hibernacidn, se caracteriza por una disminuciénen la Thy el

metabolismo. En las ardillas terrestres, ocurre aproximadamente durante 12-24 horas.

3. La fase de hibernacion profunda se caracteriza por Th por encima de la temperatura ambiental,
puede llegar a estar a 1.2 °C en ardillas de tierra (Heller et al., 1974) y en ardillas articas se observa la
subcongelacion (Barnes, 1989). A medida que se observa la disminucion de la Tb en valores eutérmicos
de 37 °C a 5 °C, la frecuencia cardiaca disminuye de 200-300 latidos / min a 7-10 latidos / min y la
frecuencia respiratoria disminuye de 100-150 respiraciones / minuto a 1-2 respiraciones / minuto con

presencia de periodos de apnea. Esta fase puede durar desde varias horas hasta semanas.

4. La fase es la excitacion y el retorno a la condicion eutérmica; esto se logra mediante una
combinacion de termogeénesis temblorosa y no temblorosa. La movilizacién de las reservas de energia
en la grasa marrén es un factor importante durante la excitacion (Kilduff, 1993).
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Figura 7: Esquema de las fases tipicas de la hibernacién. Modificado de Kilduff, 1993.

1.6.2. Actividad cerebral durante la hibernacion

La hibernacion es una adaptacion para la conservacion de la energia, y se ha afirmado que evoluciond
como una extension de los mecanismos del suefio NREM (Harris et al., 1984; Walker et al., 1977). Los
animales entran en hibernacion durante suefio NREM, mientras que el suefio REM desaparece

gradualmente. Cuando la temperatura del ndcleo corporal cae por debajo de 25°C, el
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electroencefalograma disminuye en amplitud hasta llegar a ser plano (Fig. 8). Los periodos de
hibernacion pueden durar varios dias durante la estacion fria, pero son interrumpidos por despertares

periédicos aleatorios en los que la temperatura central aumenta a 37 °C (Walker et al., 1980).
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Figura 8: Evolucion de la actividad de onda lenta del EEG (potencia delta), temperatura cerebral subcortical

y metabolismo durante la hibernacion (HIB), excitacién (AR) y eutermia. Modificado de Kilduff, 1993.

Durante los despertares periddicos de episodios de hibernacion profunda, las ardillas de tierra
(Spermophilus lateralis) pasan la mayor parte del tiempo dormidas. El andlisis espectral del
electroencefalograma reveld que la intensidad cortical de ondas lentas durante el suefio es alta al
comienzo de un periodo eutérmico y disminuye después. La intensidad de las ondas lentas del suefio, es
mayor después de episodios mas largos de hibernacion que después de episodios mas cortos, también se
obtuvieron resultados similares en la ardilla del Artico (Daan et al., 1991). El acortamiento de los
episodios de hibernacién causé una reduccion del EEG de onda lenta durante las primeras 4 horas
después de la excitacién. Por otra parte, Trachsel en 1991 observo que la recuperacion del suefio no tuvo

lugar durante el letargo.
1.6.2. Hibernacion, ahorro de energia y ondas lentas

Se ha comprobado que, previamente a la entrada en la hibernacién, los animales hibernadores entran

en suefio cuya profundidad aumenta progresivamente en proporcion a los descensos en la temperatura
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corporal. Dado que la temperatura corporal también disminuye durante el suefio de onda lenta
(Glotzbach y Heller, 1976) algunos autores (Harris et al., 1984; Walker et al., 1980; Berger y Phillips,
1995) han propuesto que la hibernacion y el suefio constituyen un estado Unico que sélo se distinguen
por la mayor profundidad del primero, aunque ambos tendrian la misma funcion basica: el ahorro
energético. Esta funcion es indudable en el caso de la hibernacién, pero no tanto para el suefio, ya que
se ha calculado que la energia ahorrada tras 8h de suefio seria equivalente al contenido energético de
una tostada. Por esto, la hipétesis de que el suefio sirve para ahorrar energia esta lejos de ser aceptada
por la comunidad cientifica. Sin embargo, se observo que, al despertar tras un periodo de hibernacién,
aparece un periodo de vigilia con alta potencia en el EEG de ondas lentas, de la misma forma que ocurre
tras la privacion de suefio (Trachsel, 1991). Este resultado fue interpretado suponiendo que la
hibernacion no permite que el organismo lleve a cabo las funciones de ahorro de energia o de
recuperacion, que se supone que se obtienen tras un periodo de suefio. Por esto, la hibernacion parece
ser un estado en el que ocurre privacion de suefio que debe recuperarse al finalizar un periodo de

hibernacion. La recuperacion del suefio perdido recibe el nombre de “rebote de suefio”.

1.7.  Privacion del suefio durante la hibernacion. Analisis critico de la hipotesis

1.7.1. Rebote de suefo

Para que la hibernacion y el suefio constituyan un estado Unico es preciso que ambos estados estén
regulados homeostaticamente en el cual cierta variable aumenta o disminuye durante la vigilia, cambio
que se restituye durante el suefio. Ciertamente, la regulacion homeostatica, tanto de la hibernacién, como
del suefio estan relativamente bien comprendidos, aunque para el suefio, las lagunas son mas
importantes. Como se ha descrito, se desconoce cual es la variable regulada durante el suefio. Ademas,
la misma existencia de regulacién homeostatica para el suefio nunca ha estado suficientemente bien
establecida. Si se suprime el suefio, su funcién debe cesar y, si esta funcion es de importancia vital, debe
recuperarse mas pronto o mas tarde. Sin embargo, desde el principio se comprob6 que no existe relacion
entre la cantidad de suefio perdido durante la privacion y la cantidad de suefio recuperado durante el
rebote. El ejemplo sobresaliente de dicha ausencia fue el caso de Randy Gardner, un estudiante de 17
afios que en el afio 1964 permaneci6 sin dormir durante 11 dias y 25 minutos, que, a pesar de la enorme
privacion sufrida, se recuper6 tras dormir 14 h y 40 min en la primera fase de recuperacién y, en la
segunda, diez horas y media, sin que, a continuacion, se manifestara ninguna consecuencia indeseable.
Un equipo de neurocientificos, encabezado por el doctor William Dement, se encargd de monitorizar

los signos vitales del joven y a escribir un informe detallado sobre su evolucion

De hecho, la ausencia de correlaciéon observada en el caso de Randy Gardner se ha comprobado
repetidamente. Por ejemplo, se ha observado que la privacion total de suefio determina importantes y
prolongados incrementos en la cantidad de suefio REM (Rechtschaffen et al 1999), cuyo EEG no

muestra las ondas lentas que se aprecian tras la hibernacién. Ademas, la magnitud de los rebotes
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observados después de la privacién nunca alcanza a compensar la cantidad de suefio perdida durante la
privacion. Para superar estos problemas se han propuesto numerosas alternativas que, basicamente,
suponen que los rebotes se manifiestan, no s6lo como aumentos en la cantidad de suefio, sino en su
intensidad. Sin embargo, ha sido dificil demostrar efectivamente que la intensidad del suefio aumente

de forma significativa durante los rebotes (Friedman et al., 1978).

1.7.2. Delta EEG durante la vigilia

Esta generalmente aceptado que las ondas delta del EEG son indicadores exclusivos del suefio
NREM. Sin embargo, esta suposicion esta lejos de ser segura. Es sabido que las ondas delta del EEG
son indicadoras de la inhibicion cortical causada por el hipotalamo rostral que promueve el suefio y que,
por supuesto, se manifiesta durante el suefio NREM, (McGinty et al., 2001) pero las ondas lentas
también aparecen en individuos despiertos. Por ejemplo, se ha observado la existencia de EEG delta en
individuos despiertos en los cuales la sincronizacién del EEG en las frecuencias bajas se relaciona con
el procesado emocional (Basar, 2006; Guntekin, 2007; Kamarajan et al.,2008; Knyazev y Slobodskoj-
Plusnin, 2007; Knyazev, et al., 2009) Para los propdsitos del presente trabajo, un caso particularmente
interesante es la aparicion de EEG delta acompafiado de husos que se observa en animales plenamente
despiertos tras la administracion de dosis elevadas de atropina (Wickler, 1952). De acuerdo con la los
hechos bien conocidos, la inhibicion de las neuronas colinérgicas del telencéfalo basal debe provocar
EEG de onda lenta (Szymusiak y McGinty, 1986; Szymusiak et al., 2000), como realmente se observo
tras la administracifion de atropina (Wickler, 1952), asi como tras la hibernacion en ardillas y en otras
especies (Trachsel, 1991; Longo, 1966; Itil y Fink 1968; Castro-Zaballa et al., 2019), pero en ningun
caso vigilia, como se observo, tanto tras la administracién de atropina, como tras la hibernacion,
constituyendo uno més de los multiples enigmas que supone la presencia universal de suefio en los

animales.

1.7.3. Acetilcolina, agonistas y antagonistas

La activacion de las neuronas colinérgicas del telencéfalo basal es responsable de la reaccion de
alerta, en la que el EEG presenta bajo voltaje y frecuencias mixtas (Szymusiak y McGinty, 1986;
Szymusiak et al., 2000). La activacion de otras neuronas colinérgicas del puente, de los nlcleos
pedunculopontino (PPT) y laterodorsal tegmental (LDT) también producen un EEG de baja amplitud y
frecuencias mixtas, pero no durante la vigilia, sino durante el suefio REM. Por lo tanto, existen varios

nicleos colinérgicos cerebrales cuya activacion determina, en unos casos vigilia, y en otros REM.

También son colinérgicas las neuronas preganglionares y postganglionares del sistema nervioso
autébnomo parasimpatico, asi como algunas neuronas postganglionares del sistema simpético, que no
son adrenérgicas, como cabria esperar, sino colinérgicas, controlando las glandulas sudoriparas y el

endotelio vascular de algunas regiones. En general, la actividad simpatica se activa durante las
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situaciones de peligro real o potencial y la parasimpatica controla las funciones viscerales necesarias

para el mantenimiento y la supervivencia.

Existen dos tipos basicos de receptores para la acetilcolina: nicotinicos y muscarinicos y se conocen
muchos de sus agonistas y antagonistas. En particular, la atropina, que, como se ha visto, determina
disociacion entre el EEG y el comportamiento, es un antagonista de los receptores muscarinicos. Pero
la actividad general de los agonistas para los receptores colinérgicos depende de otro factor: la
posibilidad de que, administrados periféricamente, tengan o no actividad sobre los receptores
colinérgicos cerebrales, o la tengan solamente en tejidos periféricos. Esta posibilidad depende de su
estructura molecular, ya que si tienen un grupo amonio terciario pueden atravesar la barrera
hematoencefalica, pero si el amonio es cuaternario, no tienen actividad sobre el sistema nervioso central,
a diferencia de aquellos que tienen un grupo de amonio terciario, que se absorben facilmente y ejercen
acciones sobre el sistema nervioso central. Ejemplos de estos ultimos son el carbacol, la metacolinay la
pilocarpina. Al contrario, la neostigmina y la muscarina no atraviesan la barrera hematoencefalica y solo
tienen actividad sobre las sinapsis periféricas. Sobre todo, inhiben la placa motora de la musculatura
somética y también tienen actividad visceral, produciendo, por ejemplo, bradicardia. Es importante
sefialar que tanto el sistema simpatico, como el parasimpatico (vago) presentan un tono continuo con
descargas permanentes sobre todos los tejidos, con lo que sus efectos siempre son el resultado de un
equilibrio entre la actividad simpética y parasimpatica.

1.7.4. Hibernacion y acetilcolina

Los cambios en la frecuencia cardiaca que aparecen durante la entrada en hibernacién dependen
basicamente del sistema parasimpatico. De hecho, el sistema parasimpatico tiene una actividad ciclica
y determina el descenso en la temperatura corporal pero también causa arritmia sinusal respiratoria y,
en general, es responsable de la bradicardia y la reduccion en la frecuencia respiratoria tal como se

observan en las primeras fases de la hibernacion.

Notablemente, cuando la temperatura corporal y la frecuencia cardiaca alcanzan valores minimos, la
administracion de atropina suele producir incrementos paraddjicos transitorios en la frecuencia cardiaca
y respiratoria, lo que indica que la actividad parasimpética desaparece al llegar al estado estacionario de
la hibernacion, mientras que, en el estado final de la hibernacidn, la frecuencia cardiaca y la respiracion
solo dependen de la temperatura corporal. En cambio, la salida de la hibernacion sélo depende del
sistema simpatico (Twente y Twente 1978; Harris y Milsom 1995; Drew et al., 2007) que determina la
reaparicion de las arritmias y las frecuencias cardiaca y respiratoria como consecuencia exclusiva de la
activacion o adrenérgica. Como resultado final, el tono vagal desaparece durante la hibernacion

profunda (Milsom et al., 2001).
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2. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Trachsel (1991) sugiere que las bajas temperaturas corporales durante la hibernacion son
incompatibles con la funcion restauradora del suefio, lo cual se refleja como incrementos en la potencia
delta del EEG de la actividad cortical. Los animales deben incurrir en los costos energéticos de los
despertares periédicos de la hibernacién para recibir los beneficios restauradores del suefio eutérmico
de onda lenta. Esto sugiere que, durante la hibernacion, los animales estan privados de suefio y la entrada

en eutermia exige recuperar la deuda de suefio acumulada.

Todo se basa en la suposicion de que las ondas lentas son indicios exclusivos del suefio, y eso no es
del todo seguro. Por ejemplo, los registros de EEG de los recién nacidos humanos y del ornitorrinco
(Siegel et al., 1999) muestran ondas lentas durante el suefio REM, incluso durante la vigilia tal como se
indic6 anteriormente. De hecho, el propio Trachsel observé que el tiempo inmediato después del
despertar de las ardillas no solo se caracteriza por la sincronizacion del EEG, sino que también tiene
periodos distintos de desincronizacion del EEG (episodios de vigilia o suefio REM), que pueden sumar
hasta el 20% del tiempo total de grabacién al comienzo de la eutermia. Ademas, las ardillas son
totalmente capaces de ciertas actividades de vigilia, como reaccionar rapidamente a estimulos externos
y correr inmediatamente después de la excitacién. Es improbable que tal comportamiento ocurra si el

cerebro no es completamente funcional.

Dado que la actividad del sistema. nervioso parasimpatico es nula durante la recuperacion de la
hibernacion, puede afirmarse que el animal se encuentra en un estado equivalente a un bloqueo
atropinico completo. Si esto fuera cierto, quedaria explicada la presencia de ondas lentas en el EEG, que
aparecerian, no como consecuencia de una eventual privacion de suefio, sino como un resultado directo
de la inactivacion completa del sistema parasimpatico. No obstante, la administracion de neostigmina
durante el inicio del regreso a la eutermia permitiria la recuperacion de las frecuencias cardiaca y
respiratoria, asi como la eutermia que, como se ha explicado, dependen de la estimulacion o adrenérgica.
Sin embargo, como la neostigmina es incapaz de atravesar la barrera hematoencefalica, no causaria
efectos centrales y, en particular, no provocaria la aparicion del EEG de ondas lentas. Con esto se
demostraria que el aumento en la potencia delta subsiguiente a la recuperacion de la hibernacion es un
proceso dependiente de la reactivacion subita del sistema nervioso auténomo parasimpético y la
presencia del EEG de onda lenta observada tras la administracion de atropina seria un artefacto cuyas
causas aln no estdn determinadas, pero en todo caso no relacionadas con el suefio, sino que seria,
simplemente, una consecuencia de la incapacitacion colinérgica asociada a la hibernacién unida a un
artefacto ocasionado por los efectos centrales de la atropina. En este caso, tal como ha sido sugerido
como alternativa (Trachsel, 1991), la produccién de ondas lentas seria un fenémeno asociado a la

desaparicion del tono vagal durante la hipotermia y no a la privacion de suefio.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales

Los experimentos se llevaran a cabo en tres grupos de seis ejemplares de hamster dorado de la especie
Mesocricetus auratus (Foto. 1) con capacidad de hibernacion. Estos animales seran proporcionados por
la empresa francesa Janvier lab, que cuenta con muy buenas instalaciones de cria de roedores y con

especialistas en animales transgénicos.

Al llegar, estos animales se mantendran bajo el periodo de cuarentena y después seran estabulados
en las estancias del animalario de la Universitat de les Illes Balears. Los animales se ubicaran en jaulas
individuales provistas de un bebedor de agua y alimento “ad libitum ”, en condiciones de iluminacién
12/12 L/D (Luz/Oscuridad) y una temperatura de 20°C.

Fotografia 1: Mesocricetus auratus.

3.2. Metodologia

3.2.1. Técnica operatoria

Antes del procedimiento quirdrgico, los animales seran anestesiados por inhalacion utilizando como
anestésico el isoflurano (Forane, Abbot ®). A continuacién, se colocaran en el aparato estereotaxico

para una implantacién crénica de electrodos de plata que seran fijados en el craneo de los animales con
un cemento acrilico Duralay® (Fig. 9).
El principal indicador del suefio es el registro del EEG. Para ello se colocaran 2 electrodos activos,

cada uno de ellos en un hemisferio, sobre la corteza cerebral, y un electrodo referencial situado en el

cerebelo; consiguiendo de esta manera dos canales monopolares de EEG.

Para tener una buena definicion de las distintas etapas del suefio es imprescindible contar con el
registro de la actividad de la musculatura antigravitatoria: electromiograma (EMG). En este caso se

implantaran dos electrodos activos en la musculatura del cuello (registro bipolar).

Para el registro del electrocardiograma (ECG) se colocaran dos electrodos entre la piel y la

musculatura de la espalda del animal. Las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca en las diferentes fases
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del experimento se valoraran por las mediciones del intervalo R-R de la sefial ECG (Variabilidad de la
Frecuencia Cardiaca).

Para el registro de la temperatura cerebral se insertara un termistor profundamente en el prosencéfalo.

ECG
i

|

EM

% Referencial
e SR o-*
Termistor

Figura 9: Localizacion de los electrodos en el hamster dorado Mesocricetus auratus.

3.2.2. Adquisicion de datos

Después de la operacidn, los animales, se colocaran en jaulas individuales transparentes de una
dimension de 20 x 22 x 21 cm, provistas de bebedero con agua, alimento (pienso ad libitum) y viruta.
A continuacion, serdn introducidos en una camara insonorizada y termostatizada para su recuperacion y
su habituacion. Estardn una semana en su nuevo hogar en las mismas condiciones de luz y temperatura
que las del estabulario (12/12 L/D a 20°C).

En la segunda semana se modificara el fotoperiodo, pasando a ser de 8/16 L/D y la temperatura del

habitaculo se reducira a 15°C.

En la tercera semana, la iluminacién pasara a ser de 4/20 y la temperatura bajara a 5°C. Esta situacién

se mantendré hasta que se observen indicios de hibernacion.

Los movimientos realizados por los animales seran registrados durante todo el tiempo de
experimentacion; se muestrearan en intervalos de 5 minutos, con un intervalo minimo de 10
milisegundos por movimiento. Las interrupciones del haz de luz se miden constantemente usando un
equipo transmisor y un software DAS 24 V29, disefiado por el grupo de Cronobiologia de la Universidad

de Barcelona, que permite observar y guardar los patrones de movimiento para su analisis posterior.
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Previamente a la exploracion de los diferentes parametros electrofisioldgicos, se conectara el animal
al sistema de registro (Fig. 10) formado por un amplificador y un convertidor analogico digital Digidata
1322 (Axsoscope). En el caso de EEG, EMG, ECG se utilizara una frecuencia de muestreo de 200
muestras cada segundo (200 Hz), un filtro rechazador de 50 Hz y filtros pasa-altos y pasa-bajos

caracteristicos de cada variable. La temperatura cerebral se medira cada segundo.

La hibernacidon se mantendrd durante una semana, al final de la cual cada animal recibira, por
inyeccién intraperitoneal suero salino (grupo 1), atropina 1 mg/kg (grupo 2) y 0.4 mg/kg de neostigmina
(grupo 3) (Miranda-Chavez et al., 2018). Se espera que estas maniobras activen la salida de la
hibernacion. Se registraran las diferentes variables al menos durante cuatro horas durante la recuperacién
de la hibernacion.

5
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Figura 10: Circuito para el registro de EEG, EMG, ECG, temperatura cerebral y ritmo de actividad-inactividad
del animal.

La velocidad de despertarse de la hibernacion suele ser mucho maés alta que la de entrada en
hibernacion. Asi,en el caso, por ejemplo, de la ardilla terrestre la transicion al estado de torpor necesita
de 1 a 18 horas, mientras que el despertar requiere menos de 3 horas. La rapidez de despertarse en este
mamifero de talla media depende del rapido calentamiento iniciado por una intensa oxcidacion de la

grasa acompafiada de tiriteo; lo que causa un gran aumento de la tasa metabélica.
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3.2.3. Analisis de los parametros fisiologicos

A. Analisis del ritmo circadiano

Una vez recogidos los datos de movimiento del hamster, gracias a los sensores infrarrojos de los

marcos de las jaulas, se procedera al analisis de los ritmos circadianos mediante:

» Analisis visual que se realizard mediante el actograma. Consiste en el ordenamiento vertical

consecutivo de gréaficas de ocurrencia de eventos. Para ello se utilizara el programa OriginPro.

B. Andlisis de la actividad cerebral

En el caso del EEG se procedera primero al reconocimiento visual de las diferentes fases de suefio y
vigilia, asi como durante la hibernacion. Para ello la sefial EEG se clasificara en tres categorias (Fig.
11):

> Hibernacién con amplitud de EEG muy baja (practicamente nula) y frecuencias inespecificas.

» EEG desincronizado de amplitud baja a intermedia, categoria que incluye la vigilia durante la

eutermia, la excitacion o el reingreso a la hibernacion, asi como el suefio REM.
» EEG sincronizado de amplitud intermedia-alta que corresponde al “suefio NREM”.

Aparte del reconocimiento visual, mediante la transformada rapida de Fourier (FFT) se analizara la
sefial EEG desde el punto de vista de la frecuencia. Dicho anélisis se basa sobre la descomposicion de
una sefial periédica compleja en una serie de ondas sinusoidales relacionadas entre si de forma armonica
obteniendo un espectro de potencias. La figura 12 muestra un ejemplo de espectro de potencias en el

raton.
El registro del EMG ayudara a reconocer las distintas etapas del suefio, hibernacién, arousals y
vigilias.

C. Analisis de la actividad cardiaca

Tal como fue indicado anteriormente, las variaciones de la frecuencia cardiaca en las diferentes fases
del experimento se valoraran calculando el intervalo R-R de la sefial ECG, conocido como la sefial de
variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV) determinadas por los procesos respiratorios y mediados

por la actividad de los sistemas nerviosos simpatico y parasimpatico.

D. Temperatura

El registro de esta variable nos permitira saber en todo momento la temperatura cerebral del animal.
Se establecera una correlacion entre la temperatura registrada y las actividades cerebrales y cardiacas,

asi como la actividad motora general.
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Figura 11: Espectros de potencia de EEG durante el suefio NREM, el suefio REM y vigilia en el raton. En el suefio
NREM, el EEG muestra ondas delta (0,5- 4 Hz). En el suefio REM, el EEG muestra ondas de baja amplitud y
ondas theta (6-10 H)). En vigilia, el EEG muestra ondas de baja amplitud y alta frecuencia. EIl tono muscular alto
durante la vigilia, bajo durante el suefio NREM y atonia durante el suefio REM. Modificada de Oishi et al., 2016.

3.2.4. Andlisis estadistico

Se analizaran de los resultados obtenidos, expresados en valores medios * error estandar de la media,
seguido del analisis de varianza (ANOVA) univariante y/o la prueba T-student de muestras relacionadas
con el programa OriginPro. En ambos casos se considerara como estadisticamente significativo un nivel
de probabilidad igual o inferior a p<0.05 y si es necesario se realizaran las comparaciones multiples

(post hoc) de LSD o Bonferroni para identificar los grupos estadisticamente diferentes.

3.3. Planificacion del trabajo

Los experimentos con animales se realizaran después de obtener la aprobacion del Comité de Etica
de Experimentacion Animal (CEEA). Todas las fases del trabajo seran bajo la tutela y la supervision del

profesor Dr. Mourad Akaarir El ghourri.

En la primera fase del proyecto, se procedera a obtener todos los permisos necesarios y el material
de experimentacion. En la segunda fase se realizaran los experimentos con hamsters en el laboratorio
de fisiologia animal de la Universitat de les Illes Balears. El procedimiento a seguir sera igual en los tres
grupos experimentales (control, atropina y neostigmina), con excepcion de la inyeccion intraperitoneal
que sera especifica en cada grupo. Finalmente, se analizaran los resultados obtenidos para poder extraer

conclusiones y realizar un informe (Tabla 1).
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Tabla 1: Calendario del proyecto

2020

Ene.

Feb.

Mar.

Abr.

May.

Semana

Material y maquinaria

Obtencion y ensamblado

Experimentacion con hdmster

Implantacién electrodos (1dia)

Recuperacion del animal

8/16 L/D a 20°C

4/20 a 5°C (Hibernacion)

Inyeccion intraperitoneal

Recogida y analisis de datos

3.4. Presupuesto

El coste total del material necesario para poder Ilevar a cabo el proyecto es de 1.068,58 € (Tabla 2).

Tabla 2: Presupuesto total del proyecto

Concepto

Aparato estereotaxico

Axoscope digidata 13222

Digitalizador
Ordenador

Jaulas con infrarrojos
Camara insonorizada y termostatizada

Hamster

Mantenimiento diario animal

Electrodos
Termistor

Cemento acrilico Duralay

Isoflurano
Atropina
Neostigmina

PRESUPUESTO TOTAL

Cantidad

1ud.
1 ud.
1 ud.
1 ud.
18 ud.
1ud.
18 ud.
18 ud.

7 ud./ind.
1 ud./ind.

59 ml
1ud.
5¢.
5g.

*Coste cero debido a que ya se tiene en el laboratorio

0*
0*
0*
0*
0*
0*

44,21
0*
0*
0*

20,69
0*

57,10

195

Valor unitario (€)

Valor total (€)

0*
0*
0*
0*
0*
0*
795,79
0*
0*

0*
20,69
0*
57,10
195
1.068,58
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