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Actividades neuronales en los nucleos colinérgicos del tronco encefalico

relacionadas con el tonico

Procesos de activacion en los sistemas talamocorticales

M. Steriade, S. Datta, D. Paré, G. Oakson y R. Curré Dossi

Laboratorio de Neurofisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Laval, Québec, Canada G1K 7P4

Este estudio se realiz6 para examinar la hipotesis de que las
neuronas de proyeccion talamica de los nu- cleos colinérgicos
mesopontinos muestran patrones de actividad compatibles con su
papel en la induccién y el mantenimiento de los procesos de
activacion en los sistemas talo- amocorticales durante los estados
de vigilia (W) y suefio de movimientos oculares rapidos (REM)
asociados con la desincronizacion del electroencefalograma
(EEG). Se registro extracelularmente una muestra de 780
neuronas localizadas en el area peribraquial (PB) del nucleo
tegmental pedunculopontino y en el nucleo tegmental laterodorsal
(LDT) en gatos no anestesiados y con implantes cronicos. De esos
neu- rones, 82 fueron invadidos antidromicamente desde nucleos
talamicos mediales, intralam- inares y laterales; 570 fueron
impulsados ortodromicamente a latencias cortas desde varios sitios
talamicos; y 45 de estos tultimos elementos también forman parte
del grupo de 82 células, ya que fueron activados tanto antidromica
como sinapticamente desde el talamo.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre las
frecuencias de disparo en las muestras neuronales PB y LDT. Los
andlisis de frecuencia en 2 grupos distintos de neuronas PB/LDT,
con frecuencias de descarga rapidas (> 10 Hz) y lentas (< 2 Hz)
en W, indicaron que
(1) el grupo de células de descarga rapida presento tasas de
disparo mas elevadas en el sueiio W y REM en comparacion con el
suefio sincronizado con EEG (S), siendo significativas las
diferencias entre todos los estados (p < 0,0005); (2) el grupo de
células de descarga lenta aument¢ las tasas de disparo de Wa Sy
posteriormente a suefio REM, con diferencias significativas entre
Wy S (p<0,01), asi entre W o S y suefio REM (p  0,0005).

Los histogramas de intervalos entre espigas de las neuronas PB

y LDT mostraron que el 75% de ellas tienen patrones de disparo

tonicossin practicamente rafagas de espigas de alta frecuencia en
ningan estado del ciclo vigilia-suefio. Encontramos 22 cé¢lulas PB
que descargaban trenes de picos ritmicos con periodos
recurrentes de 0,8-1 seg. Los autocorrelogramas revelaron que
este comportamiento oscilatorio des- aparecia cuando su
frecuencia de disparo aumentaba durante el sueiio REM. Los
andlisis dinamicos de las frecuencias de disparo secuenciales a lo
largo del ciclo vigilia-suefio mostraron que ninguno de los estados
de vigilia completos se asocia con un nivel uniforme de frecuencia
de disparo espontaneo. Los signos de disminucion de las
frecuencias de descarga de las neuronas mesopontinas
aparecieron hacia el final de la vigilia.
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W, precediendo en unos 10-20 segundos a los signos mas
precoces de sincronizacion EEG que anuncian el inicio del suefio.
Durante la transicion de S a W, las tasas de descargas
espontaneas aumentaron 20 segundos antes del inicio de la
desincronizacion del EEG. De forma similar, un analisis de grupo
de células PB/LDT mostré cambios precorrientes de aumento de
las tasas de descarga durante la transicion de S a suefio REM, 1
min antes de la desincronizacién del EEG (p < 0,05).

El mayor nivel de descargas espontaneas durante el suefio W y
REM fue paralelo a un aumento de la excitabilidad neuronal. De
hecho, la probabilidad de respuestas antidromicas aument6 en un
30-80% durante el suefio REM, y la probabilidad de descargas
evocadas sinapticamente aumenté en un 40-85% de S a W o suefio
REM.

Concluimos que las neuronas de los nucleos colinérgicos
mesopontinos de proyeccion talamica son buenas candidatas para
preparar y mantener los procesos de activacion tonica en los
sistemas talamo-corticales durante el suefio W y REM asociados
con la desincronizacion del EEG. En nuestra opinion, esta accion
se lleva a cabo mediante la despolarizacion directa de las
neuronas talamocorticales y la inhibicion del generador talamico de
las oscilaciones sincronicas del huso.

Basandose en experimentos de transeccion que mostraban que un gato
pretrigeminal medio pontino se excitaba completamente, mientras que un
corte de so6lo 4-5 mm mas rostral inducia un suefio ininterrumpido,
Moruzzi (1972) concluy6 que "las neuronas situadas entre las 2 secciones
son las candidatas probables para explicar las diferencias criticas tanto en
el EEG como en el comportamiento ocular" (p. 31). Es precisamente en
esa region, en la union mesopontina, donde mas tarde se descubrieron dos
agregados de células colinérgicas: las nu- clemas tegmental pedinculo-
pontina (PPT) y tegmental laterodorsal (LDT), o grupos Ch5 y Ch6
(Mesulam et al., 1983; Vincent y Reiner, 1987).

La antigua hipdtesis de un sistema colinérgico del tallo cerebral
transmitido por nucleos talamicos con proyecciones corticales se ha
confirmado recientemente combinando técnicas de transporte
retrogrado con inmunohistoquimica de la colina acetiltransferasa
(ChAT) en el gato (Pare et al., 1988; Smith et al., 1988; Ster iade et
al., 1988) y la rata (Woolf y Butcher, 1986; Hallanger et al., 1987).
Ahora se sabe que la estimulacion de los nucleos colinérgicos del tallo
cerebral induce efectos despolarizantes tonicos y fasicos sobre las
neuronas talamocorticales que son compatibles con la nociéon de un
sistema activador ascendente que opera durante los estados
conductuales desincronizados con el EEG de la vigilia (W) y el suefo
con movimientos oculares rapidos (REM) (véase Discusion). Las
neuronas basales del cerebro anterior proporcionan un contingente
importante para la activacion colinérgica de la corteza cerebral
(Buzsaki et al., 1988), pero
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la abrumadora mayoria de sus entradas en el tallo cerebral surgen en
neuronas no colinérgicas (Jones y Cuello, 1989) y aun no se ha
dilucidado el signo funcional de este circuito.

En este trabajo y en el siguiente (Steriade et al., 1990b),
examinamos las actividades de las neuronas registradas en el érea
peribraquial (PB) del nucleo PPT y en el nticleo LDT durante el ciclo
vigilia-suefio para evaluar su papel en los procesos cardinales de acti-
vacion en los sistemas talamocorticales, a saber, la desincronizacion ténica
del EEG y las ondas fésicas ponto-geniculo-occipitales (PGO).

El presente estudio aborda el proceso duradero de desincronizacién
del EEG, caracterizando ambos estados de activacion cerebral del
suefio W y REM. Para desempeifiar un papel en la induccién y el
mantenimiento de la desincronizacién del EEG, las neuronas PB y LDT
deben cumplir varios criterios. (1) Deben tener proyecciones
identificadas a
el tdllamo; (2) sus tasas de descarga deben cambiar con antelacion
de los cambios entre estados de vigilia, cuando se espera que se
produzcan los cambios neuronales mas drasticos; y (3) el analisis de los
cambios en las descargas de fondo deberia completarse con pruebas de
excitabilidad celular. De hecho, los registros talamicos y corticales
mostraron que puede aparecer una mayor probabilidad de respuesta
celular durante los periodos de excitacion asociados a una disminucion
de las descargas espontaneas (Steriade et al., 1974; Livingstone y
Hubel, 1981). Por lo tanto, hemos investigado las respuestas de PB y
Células LDT a las voleas antidromicas y ortodromicas durante la vigilia
y estados de suefio.

Estos analisis nos llevaron a concluir que las neuronas PB y LDT se
encuentran entre los mejores sustratos candidatos para explicar los
procesos de activacion ténica en las neuronas talamocorticales. La
excitacion talamica se refleja en las neuronas corticales junto con las
acciones colinérgicas directas de las neuronas basales del cerebro
anterior, asi como en los sistemas monoaminérgicos del tallo cerebral y
del hipotalamo posterior.

Materiales y métodos

Preparacion. Se realizaron experimentos cronicos en 9 gatos adultos. Los
procedimientos de implantacion se realizaron bajo anestesia con pentobarbital
sodico (35 mg/kg). En primer lugar, se retir6 el tentorio para posibilitar la
insercion de microelectrodos de registro en direccion perpen- dicular con
respecto al plano horizontal. Esto permitié penetraciones mas precisas en los
nicleos mesopontinos, de acuerdo con las coordenadas estereotaxicas
convencionales. Los cables de registro para monitorizar el estado conductual de
vigilancia consistian en tornillos de acero inoxidable en el calvarium que
recubre la circunvolucion suprasilviana (para ritmos EEG), electrodos de bola
de silicio cementados en la cavidad supraorbital (para movimientos oculares,
EOG), cables aislados con teflon en los musculos del cuello (para
electromiograma, EMG) y electrodos coaxiales en el ntcleo geniculado lateral
(para ondas PGO talamicas). Los electrodos de estimulacion taldmica se
describen a continuacion. Los gatos fueron implantados en posicion
estereotaxica para mantener la cabeza rigidamente sujeta, sin dolor ni presion
(Steriade y Glenn, 1982). Las grabaciones comenzaron 7-10 dias después de la
cirugia. Los animales dormian ad libitum entre las sesiones de grabacion.

Grabacion. Durante la grabacion, la cabeza estaba sujeta, pero los animales
podian mover libremente las extremidades y a menudo realizaban ajustes
posturales. Las descargas neuronales (sefial-ruido> 5: 1) se registraron con
microelectrodos de tungsteno (1-2 pm de diametro de punta, 2-8 Mn a I kHz).
No se analizaron las presuntas fibras, con duracion muy corta (< 0,8 mseg) y
potenciales de accion exclusivamente positivos. Las espigas unitarias y las
ondas focales se registraron simultaneamente en los canales directo (50-10.000
Hz) y FM (1- 700 Hz) de un magnetoéfono, junto con los impulsos de disparo y
las sefiales de las variables fisiologicas utilizadas para distinguir los estados
conductuales (EEG, EOG, EMG y ondas PGO talamicas).

Estimulacion. Los electrodos estimuladores consistian en 6 mi-
croelectrodos de tungsteno (separados I-1,5 mm) o 4 electrodos coaxiales
(separados 2 mm) insertados en los nicleos talamicos medial, intralaminar y
lateral. Se alcanzaron en diferentes preparaciones los nucleos anteromedial,
anteroventral, me-

nucleos diodorsal y ventromedial, intralaminar rostral (centrolateral-
paracentral), ventroanterior-ventrolateral, lateroposterior-pulvinar, geniculado
lateral y complejos talamicos reticulares. Sin embargo, no podemos asegurar
que se estimularan las fibras terminales para inducir la invasion antidrémica de
las neuronas del tallo cerebral. Por lo tanto, se suelen utilizar términos mas
conservadores (nucleos talamicos medial, intermedio y lateral) para describir
las proyecciones de los elementos registrados. Conseguimos modificar el tipo
de respuestas antidromicas u ortodromicas cambiando la polaridad y la
localizacion del estimulo (véase la Fig. 4). Al estudiar la respuesta celular a las
voleas antidromicas y ortodromicas, la intensidad del estimulo se ajusto para
evocar descargas en aproximadamente el 40-70% de los ensayos para evitar
efectos de saturacion. Las intensidades de estimulacion se mantuvieron por
debajo del umbral de los movimientos manifiestos. No hubo ningin signo
conductual de que se experimentara la estimulacion eléctrica ni de que se
perturbara el ciclo del suefio.

Histologia. Tras la finalizacion de las sesiones de grabacion, los animales
fueron anestesiados profundamente con pentobarbital sodico (45-50 mg/kg) y
perfundidos con 0,5 litros de solucion salina al 0,9% seguida de 1 litro de
paraformaldehido al 4%. Las localizaciones de los electrodos talamicos
estimuladores se verificaron en secciones frontales de 80 "m tefiidas con
tionina. Las localizaciones de los microelectrodos de registro del tronco
cerebral se verificaron en secciones frontales de 80 qm teflidas con NADPH-
diaforasa, un marcador fiable de las neuronas colinérgicas del tronco cerebral
(Vincent et al., 1983), y contratefiidas con rojo neutro (Fig. 1). Se realizaron
pequeiias lesiones electroliticas (0,03-0,15 mA durante 10 s) a lo largo de pistas de
microelectrodos exitosas (flecha inferior en la Fig. In). Las células se localizaron
combinando los controles histologicos y las lecturas micrométricas. Las
neuronas encontradas fuera de las neuronas PB/LDT no se incluyeron en los
analisis. Aunque algunos estudios enfatizaron que las neuronas cho- linérgicas
registradas de una serie de estructuras centrales se caracterizan por sus
potenciales de accion de larga duracion, no nos basamos en este criterio que es
cuestionable en una posicion extracelular. En este trabajo se denominan
células colinérgicas mesopontinas pre-sumptivas a aquellos elementos que han
sido registrados dentro de los limites histologicos de PB/LDT, tal y como se
determind mediante la tincion de NADPH-diaforasa (Fig. 1).

Andlisis de las tasas y los patrones de descarga durante los estados completos
y las épocas de transicion del ciclo vigilia-sueiio. Analizamos 3 estados completos
(vigilia, W; sueflo con sincronizacion EEG, S; y suefio REM) y 2 épocas
transitorias (WS y pre-REM; Fig. 2). Los correlatos fisiologicos de los llamados
estados estables son bien conocidos (véase Steriade y Hobson, 1976). El tiempo
0 de la época de transicion de W a S (WS) estuvo marcado por la aparicion de
las primeras secuencias de huso sobre el fondo de la desincronizacion del
EEG. La época WS se caracterizaba por repetidos cambios de sincronizacion-
desincronizacion en la actividad EEG, asociados con el cierre y la reapertura de
los ojos, y su duracion variaba considerablemente (10 seg-2 min). El inicio del
S se definio como el momento en que la sincronizacion del EEG dejaba de
estar interrumpida por periodos transitorios de desincronizacion. El tiempo 0
del estado de transicion de S a suefio REM (pre-REM) se tomd6 como la
aparicion de la primera onda PGO talamica. El inicio del suefio REM se
defini6 como el comienzo de la desincronizacion del EEG. El despertar del
suefio S se asocid con la desincronizacion del EEG (seguida de un aumento del
tono muscular y de los movimientos oculares), mientras que el despertar del
sueflo REM se indico por la reaparicion del tono muscular, que fue precedida
por el cese de las ondas PGO y de las sacadas oculares (Fig. 2). Las frecuencias
y patrones de disparo durante W se analizaron a partir de periodos sin
movimientos bruscos o con movimientos oculares aislados y ocasionales. Asi,
las medidas reflejan el estado de W tranquila.

Los intervalos entre picos se midieron con una resolucion de 100 segundos
y se almacenaron en un ordenador. Se identificaron los estados de vigilancia W,
WS, S, pre-REM y REM. Para cada época de la célula, se calcularon y tabularon
las frecuencias de disparo durante los estados disponibles. Se combinaron los
estados idénticos de todas las épocas de una célula para obtener una frecuencia
de disparo media ponderada para el estado y la célula.

Se seleccionaron las celdas con datos de tasas para conjuntos especificos de
estados de vigilancia (como W, S y REM) y se calcularon las medianas y las
tasas medias igualmente ponderadas para cada estado en todas las celdas, junto
con los errores estandar. La significacion estadistica de las diferencias de
frecuencia entre pares de estados se calculdo mediante la prueba de Wilcoxon
de rangos pareados.

Los datos de intervalos de espigas también se utilizaron para calcular
histogramas individuales de intervalos entre espigas (ISIH) e ISIH agrupados
para multiples células utilizando medianas bin-by-bin. También se calcularon
el autocorrelograma de la actividad oscilatoria y el correlograma cruzado entre
pares de células registradas simultaneamente.

Se calcularon las frecuencias de disparo medias secuenciales (SMF) en
intervalos de 1 segundo para las transiciones de estado de W a WSy S, SaW
y Sapre-REM y
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Figura I. Localizacion ¢# isiologica de las pistas microelectrodc. Secciones frontales tefiidas para la actividad NADPH-diafurasc y teflidas con rojo neutro. Las secciones A-D
van de rostral a caudal, entre los planos frontales 0 y - 1,5. El rectangulo en D se representa en la figura 1. El rectangulo de D se representa a mayor aumento en F-. El panel
N muestra las neuronas colinérgicas del nucleo LDT y las neuronas no colinérgicas adyacentes (tefiidas en rojo) del locus coeruleus. Las pistas de microelectrodos a través del

area PB y el nticleo LDT estan marcadas con un brazo

neurona registrada en esa pista. La barra en A es valida para otros paneles, con la excepcion de

".ten 4 y C. Una pequefia lesion elevtrol jic thottom armw en .4) se hizo unos pocos milimetros ventral a la ultima

y N. Abreviaturas distintas de PB y LDT: 4Q, acueducto; RC, brachium

conjunctivum; fi, rafe dorsal; MLB, haz longitudinal medial, 5 HE, nicleo mesencéfalo del 5° nervio.

R EM. Para las 21 células que tenian periodos largos adecuados para S, pre-REM y
REM, produjeron SMFs coloreados en intervalos de 5 segundos alineando los
SMFs de células individuales con el inicio del estado pre-REM o REM y calculando
después la mediana de la tasa de cada intervalo de todas las células para la variable
de tiempo. Para tener una idea de la signi

Para calcular los cambios en la tasa de SMF, se calculd la mediana de la tasa de los
primeros 30 segundos (6 intervalos) del periodo analizado para cada una de las 2 1
células. A continuacion, estos valores se emparejaron con los siguientes intervalos
del ciclo, y se realizd la prueba de Wilcoxon de rangos emparejados para los
cambios de frecuencia de cada par de intervalos en todas las células.
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Figura 2. Criterios para distinguir los estados completos y las épocas de transicion del ciclo vigilia-suefio. Criterios para distinguir estados completos y épocas de
transicion del ciclo vigilia-sueflo. Los 4 trazos escritos con tinta representan la actividad del nucleo taldmico geniculado lateral (LG), los ritmos EEG, los movimientos
oculares (EOG) y la actividad de los musculos del cuello (EMG). m, vigilia; S, suefio sincronizado EEG; WS, época de transicion entre W y S que comienza con la
primera secuencia de huso (flecha, transcurridos 25 segundos entre las 2 porciones de WS que conducen a S); pre-REM, época de transicion entre S y sueiio REM

que comienza con la primera onda PGO talamica (flecha).

Resultados

Base de datos e identificacion neuronal

Hemos registrado 780 células dentro de los limites histologicos de los dos
tercios rostrales del ntcleo PPT y en el nucleo LDT, segun determinaron
sus neuronas colinérgicas teflidas con la técnica NADPH-diaforasa (Fig.
I). Asi pues, nuestra exploracion del ntcleo PPT se limit6 a la zona PB
(Fig. 1, 4-D) y no incluy6 el nucleo parabraquial mas posterior, alineado
lateralmente a la porcion mas caudal del braquio conjuntivo. La
distincion entre los sectores PB y parabraquial es importante en vista de
las marcadas diferencias en las proporciones de células colinérgicas y
aminérgicas en estos 2 niveles (véase Discusion). Como se muestra a
continuacion, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre las
células PB y LDT en lo que respecta a las tasas y patrones de disparo
durante los estados de vigilia-suefio. Por lo tanto, en muchos casos
utilizaremos los términos globales neuronas PB/LDT o neuronas de
nucleos colinérgicos mesopontinos, a menos que nos refiramos a una
neurona o clase celular concreta.

De esas 780 células, 82 fueron invadidas antidromicamente desde
nucleos ta- limicos. Los criterios para la identificacion antidromica fueron
la latencia de respuesta fija, la colision con picos que ocurrian
espontaneamente a intervalos adecuados y la capacidad de seguir 2-3
estimulos a 250- 300 Hz (ver Figs. 3A, 4). Doce neuronas fueron
retroalimentadas a diferentes desde 2 nucleos distantes (Fig. 3fi).

El porcentaje de neuronas activadas antidroémicamente de la
poblacion total de elementos PB/LDT analizados (alrededor del 10%)
no refleja la densa inervacién de los nucleos talamicos desde los
nucleos colinérgicos del tronco cerebral, que proporcionan entre el 50
y el 83% del total de aferentes que se originan en el nucleo reticular
superior del tronco cerebral del gato (Paré et al., 1988; Steriade et al.,
1988). En la literatura se suelen mencionar porcentajes bajos de
neuronas identificadas antidromicamente. Una explicacion es que la
in- vasion antidromica puede estar bloqueada por la hiperpolarizacion en
el momento de la prueba. Otro factor que explica los porcentajes
relativamente bajos de células identificadas antidrémicamente es que
la estimulacion de prueba suele aplicarse a un numero bastante
limitado de estructuras. De hecho, nuestro interés se centraba en las
acciones colinérgicas del tronco encefalico sobre la tala.
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La activacion antidromica de las neuronas tegmentales mesopontinas
también puede provocarse; sin embargo, solo el 5-10% de las células
de este contingente de proyeccion hipotaldmica son colinérgicas (El
Mansari et al., 1989). Otra explicacion de los bajos porcentajes de
respuestas antidromicas es que rara vez se intentan modificaciones
sistematicas en los parametros y/o polaridad de los estimulos en todas
las células. En la Figura 4, que ilustra 2 neuronas PB re-cordadas
simultdineamente, se muestra que cambios sutiles en la polaridad y
localizacion del estimulo pueden alterar significativamente la
respuesta celular. El estallido evocado sinapticamente de la neurona a
se transformo en una respuesta antidromica cambiando la polaridad
de la estimulacion aplicada entre 2 microelectrodos insertados en el
nucleo lateroposterior. Ambas neuronas a y b se activaron
antidromicamente (con latencias diferentes) desde el ntcleo
lateroposterior, pero la estimulacion del ntcleo geniculado lateral
adyacente indujo una respuesta ortodromica en ambas células,
probablemente activando la via descendente desde la parte ventral del
complejo geniculado lateral (ver Discusion). La secuencia temporal
de las dis- cargas sindpticas evocadas en las 2 células (con b
precediendo @ a) fue corroborada por la misma sucesion en los
correlogramas cruzados durante los estados Wy S (Fig. 4).

Una poblacion mucho mayor de células PB/LDT (n -- 570) fue
conducida sinapticamente a latencias cortas (3-8 mseg) desde el talamo.
Veinticinco neuronas PB/LDT respondieron con una rafaga de descargas
evocadas sinapticamente unos milisegundos después de su invasion
antidromica. En algunos de esos casos, los cambios dependientes del
estado en la probabilidad tanto de las actividades antidromicas como
sinapticas pudieron ser estudiados durante el ciclo vigilia-suefio (ver
Figs. 14, 15a).
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Figura 3. Identificacion antidromica de

1 MTh (n= 17) células PB y LDT con proyecciones
I"" | Th = 38 talamicas. 4, Neu- ron LDT de conduccion
(n_ ) rapida, invadido antidromicamente desde

L Th (n=27) electrodos talamicos me- dial (4 K, latencia

de respuesta de 1,7 mseg) y lateral (LG,
latencia de respuesta de 1,4 mseg). Dos
estimulos (puntas de flechas! a 300 Hz.
Fila central; colision de la primera
espiga antidromica con un potencial de
accion espontaneo (S). B, Histograma de
latencias de respuesta antidromica en 82
células PB y LDT. Los simbolos indican los
lugares donde se encontraban las puntas de
los electrodos taldmicos de estimulacion:
MTh, nuacleos mediales: anteromedial,
anteroventral, mediodorsal y ven-
tromedial; ITh, regiobn  talamica
intermedia: complejo  intralaminar
centrolateral-paracentral y partes
mediales de los ntcleos lateroposterior y
ventrolateral; y LTh, nicleos laterales:
complejo reticu- lar,  ventroanterior,
pulvinar y ge- niculado lateral. Cuando la
misma célula fue invadida
antidromicamente desde 2 loci, la respuesta
de latencia mas corta fue incluida en el
histograma. Obsérvese que las respuestas
con latencias largas (> 5 ms) se evocaron
principalmente desde LTh (nucleos
reticular y geniculado lateral). En esta y
otras figuras, la positividad hacia arriba.

W S,

De 780 células PB/LDT, 585 (75%) neuronas descargaron
tonicamente. Este patron confiere a las células PB/LDT propiedades que
las cualifican para la induccion y el mantenimiento del proceso tonico de
desincronizacion del EEG durante el suefio W y REM. La tonicidad de
las descargas se evaludé primero a partir de la inspeccion visual de
grabaciones que mostraban picos Unicos, distribuidos de forma
relativamente uniforme en el tiempo, durante todos los estados de vigilia.
Posteriormente se confirmé mediante ISIHs en PB individuales (n=92) y
LDT {n -

27), y en un conjunto de 34 células PB/LDT con proyecciones talamicas
identificadas.

Se analizaron los SMF a lo largo del ciclo vigilia-suefio o durante al
menos 2 estados con patrones EEG opuestos en 138 neuronas. De
ellas, 33 constituyeron la base de los analisis agrupados en conjuntos
neuronales durante las transiciones entre estados EEG sincronizados
y EEG desincronizados. Las muestras neuronales relativamente
pequeiias analizadas para las transiciones de W-a-WS-a-S (n = 5), S-
a-preREM-aREM (n = 21), y S-a-W (n = 7), se explican por una serie
de factores: (1) la mayoria de las células registradas a lo largo del
ciclo en el orden S-REM-W se perdieron durante los movimientos
brutos en W, por lo que falto la transicion W-WS-S; (2) necesitabamos
al menos 60-100 s para un periodo de referencia que precediera al
tiempo 0O de la siguiente época de transicién o estado completo; un
estado W puramente tranquilo, con desincronizacion EEG completa y
sin movimientos, raramente dura periodos tan largos en animales con
la cabeza sujeta; y (3) el suefio REM puede ocurrir sin un periodo
pre-REM suficientemente largo. En las células restantes se observaron
datos cualitativamente similares a los ilustrados en nuestros analisis
agrupados.

Se realizaron histogramas peristimulares (PSH) de respuestas
antidromicas y ortodrémicas a estimulos taldmicos en 25 células PB/
LDT durante todos o al menos 2 estados de vigilancia.
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Figura 4. Cambio de las caracteristicas de
la identificaciéon neuronal modificando la
polaridad y la ubicacion del estimulo. Dos
neuronas registradas simultaneamente en el
parte dorsomedial del area PB (espiga grande
pico a inicialmente positivo y pico pequeflo
b). Dos trazos superiores: activacion
antidromica de la neurona b (latencia de
respuesta de 1,3 mseg) y estallido evocado
sinapticamente en la neurona n (latencia de
unos 5 mseg) estimulando el nu- cleo
lateroposterior{LP j. Tercer trazo: invasion
antidromica de la neurona a (latencia de 1,6
mseg) cambiando la polaridad del estimulo
LP. Tercer trazo: invasion antidromica de
la neurona a (latencia de 1,6 mseg)
cambiando la polaridad del estimulo LP.
Cuarto /trazo: activacion sinaptica de ambas
células (latencia de respuesta mas corta en
la célula b) estimulando el niicleo geniculado
lateral(LG). Abajo: correlogramas cruzados
de las 2 neuronas (la célula a es la célula de
referencia) durante los estados Wy S.
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Aumento tonico de la frecuencia de disparo durante estados de
desincronizacion EEG

Anlisis de las frecuencias de disparo en grupos de PB (n=114) y LDT (n
= 27) durante los estados completos mostraron que las tasas mas bajas
ocurrian en S, con tasas medias en W y tasas mas altas en REM (Fig.
5A). Sin embargo, estos valores subestiman en gran medida las
diferencias entre el aumento de las tasas de disparo espontaneo durante
los estados EEG-desincronizados en comparacion con el sueiio EEG-
sincronizado. De hecho, como se muestra en la siguiente seccion
(véanse Figs. 9-13), la tasa de descarga global en S comprendia
periodos durante los cuales aparecian signos precursores de aumento del
disparo unos 20-60 s antes del inicio del suefio W o REM. Por el
contrario, la tasa de descarga global en W se redujo porque el periodo
analizado

S % Pre-REM, . o REM
! KkX —

neuronas PB y LDT durante estados
completos y épocas de transicion del ciclo
vigilia-suefio. 4, Media (columnas) con SE,
media (puntas de flecha) y diferencias
estadisticas en muestras de 114 células PB y
27 células LDT durante el suefio W, S 'y
REM. B, Tasas de disparo en 2 muestras
de células PB/LDT distinguidas por sus
tasas de descarga relativamente altas (> 10
Hz) y bajas (< 2 Hz) durante W. C, Tasas
de disparo durante la época de transicion
WS de W a S en una muestra de 20 células
PB/LDT, y durante la época de transicion
pre-REM de S a REM en una muestra de
84 células PB/LDT. En B y C, mismas
representaciones graficas que en A.
Diferencias  estadisticas entre  estados
indicadas por I asterisco @< 0.01), 2
asteriscos (p< 0.005), y 3 asteriscos @
0.0005).

mientras que W comprendia la disminucion de disparos que anunciaba
la época transitoria WS. A pesar de estas fluctuaciones de las
descargas, las diferencias entre S y ambos estados de desincronizacion
EEG fueron estadisticamente significativas (p < 0,0005) tanto en las
muestras de células PB como LDT (Fig. 5A). No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias de disparo de las
células PB y LDT en todos los estados (p

>0.1).

Dado que observamos diferencias notables entre una mayoria de
células PB/LDT con altas frecuencias de descarga en W y una clase
neuronal PB/LDT menos numerosa con bajas frecuencias de descarga en
W, analizamos las frecuencias de disparo de los 2 grupos celulares, 1 con
descargas superiores a 10 Hz durante W, el otro mostrando frecuencias de
disparo inferiores a 2 Hz durante el mismo estado (Fig. 5B). Las células
PB/LDT de descarga rapida (n -- 78) aumentaron sus tasas de disparo
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durante el suefio W y REM, en comparacion con el S; las diferencias entre
todos los estados fueron significativas @ < 0.0001). Por el contrario,
las neuronas PB/LDT de descarga lenta (n = 29) aumentaron sus
frecuencias de disparo de W a S @ < 0,01), y aumentaron ain mas sus
frecuencias de descarga a suefio REM 0.000 1). No hubo
diferencias significativas entre 1 grupo y el otro en cuanto a los
porcentajes de células con proyecciones ta- limicas identificadas
antidromicamente (*40°" ¢] de descarga rapida, 56% en el grupo de
descarga lenta).

Los ISI Hs agrupados de 34 células PB/LDT de proyeccion talamica
(Fig. 6) que se pudieron registrar durante periodos de tiempo suficientes en
todos los estados muestran que (1) las tasas de disparo medias fueron
de 20,9 Hz en W, 1 3,2 Hz en S y 30,1 en suefio REM, con diferencias
entre todos los estados a p 0,000 5; esas 34 células aumentaron en 29 de
ellas a p 0,000 5. 1 en el suefio REM, con diferencias entre todos los de p
0,000 5; de esas 34 células, 29 aumentaron en el suefio REM.

(2) los intervalos muy cortos (< 5 mseg), que reflejan rafagas de alta
frecuencia, representaron solo el 3,4%, el 2,7% y el 6,7% de los
intervalos en W, S y REM, respectivamente; los intervalos muy largos (>
200 mseg) también constituyeron proporciones insignificantes: 1,0%
en W, 2,5% en S, y 0.7% en el suefio REM; (3) en consecuencia, la mayoria
de los intervalos se concentraron dentro de una clase media, entre 10 y
40 mseg; (4) la relacion entre el intervalo medio y el modo interval para
intervalos entre 0 y 25 naseg se aproximo a 1, un signo de simetria ISTH; (5)
para la misma clase de intervalo (0-25 mseg), el coeficiente de variacion fue
muy srriall ( 0,5) durante todas las estadisticas.

Veintidos células PB mostraron un patron oscilatorio de dis-

carga consistente en trenes de puntas Unicas que se producen peridodicamente,
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Figura 7. Patrones de descarga oscilatoria en una célula PB proyectada a la parte medial del tdlamo. Patrones de descarga oscilatoria en una célula PB que se proyecta a la
parte medial del talamo. Las 5 trazas escritas con tinta representan la actividad de la unidad (véase el gran %100 en las trazas osciloscopicas de la parte inferior) y los

correlatos ﬁsmloglcos de los estados de vigilia-suefio. 4, durante la vigilia tranquila; B, durante el suefio

C, despertar (flecha) del suefio REM. Abajo, 2 trazos

de potenciales de accion originales ( grande) a 2 velocidades diferentes, que representan los trenes de espigas marcados con

1y 2 asterisco en C.

generalmente con un ritmo de 0,8-1 Hz. Los autocorrelogramas en 7 de
estas células durante varios estados de vigilancia revelaron que la
ritmicidad era particularmente pronunciada durante W y S y que se
borraba durante el suefio REM en paralelo con el aumento del disparo
neuronal durante este Gltimo estado. La neurona representada en las
Figuras 7 y 8 descargaba a 32,1 Hzen W, 28,3

Hz en S, y 52 Hz en suefio REM. La recurrencia en forma de reloj de
los trenes de espigas a unos 0,9 Hz durante W (Fig. 7A), visible en los
multiples picos del autocorrelograma en la Figura 8, desaparecié con
el aumento de la frecuencia de disparo durante el suefio REM (Fig.
7B). Los trenes de espigas ritmicos reaparecieron al despertar del
sueflo REM, esta vez con un marcado aumento de la duracion de los
trenes de espigas, re-
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Figura 8. Autocorrelogramas de la unidad representada en la Figura 7 (pico grande) durante el suefio W, S y REM.

a 0,3 Hz (Fig. 7 ). La inspeccion de los trenes de espigas (trazas
osciloscopicas inferiores de la Fig. 7) revela un patron de descarga de
aceleracion-deceleracion, que alcanza los 90-100 Hz en la mitad del tren.

Cambios precursores en el disparo de las células PB/LDT que anuncian
cambios en el estado de vigilancia

La figura 9 muestra el cambio continuo de la frecuencia de disparo de
una neurona PB de descarga tonal a lo largo del ciclo vigilia-suefio. Los
valores de la tasa en cada estado coinciden con los encontrados en la
muestra de 114 células analizadas como grupo. La tasa de hring en W
disminuy6 progresivamente antes de la aparicion de los signos EEG
que marcan la época transicional WS, y la tasa de hring en S aumento
mientras el EEG estaba todavia totalmente sincronizado, 30 segundos
antes de la época transicional pre-REM que conduce al suefio REM.
Este cuadro in- dica que las descargas neuronales en los nu- cleos
colinérgicos mesopontinos no son '"estables". Por lo tanto,
investigamos la cronologia de las descargas durante las épocas de
transicion del ciclo vigilia-suefio.

En una muestra de 20 células PB/LDT, la disminucion de la frecuencia
de disparo de W y WS fue significativa (p 0,005), mientras que no se
encontraron diferencias sig- nificativas entre WS y S (véase la Fig. 5 .

Los cambios dinamicos en una sola célula PB y un grupo 'n - 5) de
neuronas PB/LDT mostraron una disminucion en sus tasas de disparo
durante W mas de 10 seg antes de la primera secuencia de huso que indica
el inicio de la época WS (Fig. 10, 4, B). Por lo tanto, la disminucién de
las tasas de descarga se produjo esencialmente antes de WS, y no se
observo ninguna otra disminucion de la tasa de WS a S.

Por el contrario, durante la transicion de S a W, las neuronas PB
aumentaron sus frecuencias de disparo unos 15-20 s antes de la
desincronizacion del EEG (Fig. 1 I) y mucho antes del aumento del
tono muscular y de los movimientos oculares que aparecieron
posteriormente.

La transicion de S a REM se analiz6 en 84 células PB/LDT. El
aumento de la tasa S a pre-REM y, ademas, de pre-REM a REM fue
significativo en p < 0,0001 (ver Fig. 5 . Los SMF y los histogramas
acumulativos mostraron que una tasa significativa (p
< 0,05) en la frecuencia de descarga se produce unos 60 segundos
antes del inicio de la desincronizacion del EEG en el suefio REM
(Figs. 12, 13). Dado que este periodo comprende ondas PGO vy
algunas de estas neuronas también eran PGO-on (ver articulo siguiente),
hicimos un analisis separado tomando como tiempo 0 el inicio de la
época pre-REM. Este analisis mostré un aumento significativo (p
0,05) en las tasas de disparo de S a pre-REM, 25 seg antes de la
aparicion

o "W I S | REM
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I I
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Figura 9. Frecuencia de disparo secuencial (SMF) de una célula PB activada antidromicamente desde el talamo intralaminar rostral a través del ciclo
vigilia-suerio. Frecuencia de disparo secuencial (SMF) de una célula PB activada antidromicamente desde el talamo intralaminar rostral a lo largo del ciclo
vigilia-suefio. La abscisa indica el tiempo real. Se indican las frecuencias de disparo medias durante W, S y REM (Hz) para cada estado. Las épocas transitorias
de WS y pre-REM se indican mediante /ineas verticales interrumpidas (a las 0:30:53 y 0:34:34, respectivamente). Obsérvese la actividad ciclica hacia el final del

W (véase también la Fig. 115).
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de la primera onda PGO que marca el inicio de la fase transitoria pre-
REM (Fig. 13).

Aumento de la excitabilidad antidromica y sindptica de las células
PB/LDT durante estados conductuales desincronizados con el EEG

La probabilidad de respuesta antidromica aument6 en un 35-50% desde
los estados W y S hasta el sueiio REM (Fig. 14; véase el potencial de
accion y la casilla en el histograma peristimular marcada con
asteriscos). Ademads, en algunas neuronas la invasion antidromica se
detecto selectivamente durante el suefio REM (Fig. 15n). Este Gltimo
hecho enfatiza ain mas que el porcentaje de células antidromicamente
identificadas ('°°) en nuestra muestra es una gran subestimacion
(véanse también los comentarios en la seccion sobre base de datos e
identificacion neuronal). El grado de aumento de la excitabilidad
sinaptica durante los estados de desincronizacion del EEG variaba de
una célula a otra, pero era constante. La probabilidad aumentada de
respuestas neuronales a voleas ortodromicas de S W y suefio REM
estaba en el rango de 12 y 25% en algunas neuronas (Fig. 14), pero
podia alcanzar 40-70% (Fig. 15B) e incluso 80% (Fig. 15a) en otras
células. El suefio REM fue, con diferencia, el estado con mayor re
sponsabilidad neuronal. Esto se observo incluso en algunas células cuya
tasa de disparo espontaneo era menor en REM que en W, mientras que
su excitabilidad sindptica era mucho mayor (85%) durante el suefio
REM.

que durante W (Fig. 16).

Debate

Algunas observaciones sobre el codigo quimico y la organizacion de
entrada-salida de las neuronas reticulares mesopontinas

La unica identificacion segura de las neuronas colinérgicas puede
lograrse combinando la tincion intracelular y la im- munohistoquimica
de ChAT. En este , parece imposible re

La mayoria de las neuronas registradas en este estudio eran
colinérgicas por las siguientes razones. No obstante, es muy probable
que la inmensa mayoria de las neuronas registradas en este estudio
fueran colinérgicas por las siguientes razones. (I) Registramos mas del
90% de nuestra muestra de PB en los niveles estereotaxicos Al-PI
(véanse estos niveles en las secciones tefiidas con NADPH-diaforasa
en la Fig. 1). A este , las neuronas colinérgicas representan ¢ 859° de
las células, mientras que las neuronas monoaminérgicas constituyen
solo el I 5% (véanse las Tablas 111 y IV de Webster y Jones, 1988). Las
neuronas monoaminérgicas se convierten en una poblacion importante,
superando incluso el nimero de células colinérgicas, a niveles mas
caudales, en el nucleo parabraquial. (2) Las proporciones de neuronas
colinérgicas y monoaminérgicas en el nucleo LDT son 67 y 33%,
respectivamente (véanse las Tablas I y III en Jones y Webster, 1988).
La mayoria de las monoaminérgicas se localizan en la parte lateral
extrema del ntcleo LDT, adyacente al locus coeruleus, una region en
la que evitamos sistematicamente registrar neuronas. La repetida
afirmacion de que el coeruleus del gato contiene un nimero
significativo de células colinérgicas probablemente se deriva de la
mezcla de células colinérgicas y monoaminérgicas en el limite entre el
LDT vy el locus coeruleus (véanse las neuronas teflidas de rojo, no
NADPH-diaforasa en la presente Fig. 1 . 1 . (3) Que los elementos
monoaminérgicos constituyen una proporcion insignificante de
neuronas en nuestras muestras lo demuestra el hecho de que sélo 3
células de las 114 muestras de células PB y 27 de células LDT (2%)
dejaron de descargar en el suefio REM. Este ultimo rasgo es
caracteristico de las neuronas monoaminérgicas del rafe dorsal
(McGinty y Harper, 1976; Lydic et al., 1983) y del locus coeruleus
(Hobson et al., 1975; Aston-Jones y Bloom, 198 I ; véanse detalles en
Steriade y McCarley, 1990).

Las velocidades de conduccion axonal de las proyecciones talamicas

pueden...
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Figura 11. SMFs en una célula PB pro-
jectora talamica (4) y en un grupo de 7
células PB/ LDT (B) durante la transicion
de S a W. Mismo tipo de graficos que en las
Figuras 9 y 10. La linea discontinua en B
indica el nivel de descarga entre -80 y -20
segundos. La linea de puntos en B indica el
nivel de descarga entre -80 y -20 seg.

No se puede deducir porque no tenemos pruebas de si estimulamos el
axon principal o los terminales axonales y solo se insertd 1 electrodo
de estimulacion a lo largo de cada via de proyeccion a varios nicleos
talamicos. Sin embargo, las estimaciones brutas del histograma de
latencias de respuesta antidromica (Fig. 3B) sugieren que las velocidades
de conduccion de los axones PB/LDT hacia los nucleos talamicos
medial e intralaminar (que oscilan entre 4 y 8 m/seg) son mas altas
que las que se proyectan hacia los nticleos talamicos reticular y ge-
niculado lateral (1,3-4 m/seg). Las velocidades de conduccion inferidas
de los axones PB al nticleo geniculado lateral se ajustan a los
diametros axonales (0,3-0,7 pm) medidos en un estudio de trazado
anterégrado (Uhlrich et al., 1988). Estos valores también concuerdan
con datos anteriores que muestran que las latencias de respuesta
antidromica de las neuronas reticulares mesopontinas a la
estimulacion taldmica intralaminar son mas cortas que las evocadas
por la estimulaciéon geniculada latera (Ropert y Steriade, 1981;
Ahlsén, 1984). Las bajas velocidades de conduccion de las neuronas
tegmentales mesopontinas que se proyectan al nucleo talamico
reticular corroboran las velocidades de conduccién en la via reciproca
descendente (Parent y Steriade, 1984).
El gran niimero de células PB/LDT que estaban sinapticamente

El impulso desde el tdlamo puede parecer sorprendente, ya que la
creencia generalizada es que hay pocos o ninglin proce

60200 . 60300 60400
I'm\E

(limms e

B

de las conexiones del tdlamo con el tronco encefalico. Debe
reconocerse que la estimulacion de ciertos nucleos talamicos (por
ejemplo, la hoja reticular) puede coactivar axones corticofugales que
recorren la capsula interna adyacente. Asimismo, la estimulacion
talamica puede activar por reflejo axdnico algunos sistemas de fibras
que se originan en la médula inferior o en la médula espinal y
colateralizan al nu- cleo PPT. Sin embargo, muchas de estas
respuestas ortodromicas son atribuibles a proyecciones talamicas
descendentes que, segiin se ha demostrado en estudios de transporte
retrogrado y anterdgrado, se originan en los nucleos intralaminares
caudal y rostral (Parent y Steriade, 1981), el complejo talamico
reticular (Parent y Steriade, 1984) y la parte ventral del complejo
geniculado lateral (Higo et al., 1989).

Caracteristicas de descarga de las células T PB/LD: comparacion
con las neuronas PPT/LDT in vitro y con otras neuronas
reticulares del tronco cerebral durante los estados de vigilia y
suerio.

Hemos documentado la tonicidad de las neuronas PB/LDT mediante
medidas de primer orden que indican una relacion de intervalo medio-
modo pequefia y una dispersion relativamente pequefia alrededor del
modo. Las neuronas talamocorticales muestran alrededor de un 30%
de intervalos mas cortos de 5 mseg en S (Glenn y Steriadc, 1982), un
estado en el que disparan selectivamente rafagas de alta frecuencia;
por el contrario, las células PB/LDT muestran menos intervalos cortos
de 5 mseg en S (Glenn y Steriade, 1982).
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menos del 4% de dichos intervalos en W y S, y menos del 7% en el suefio
REM, cuando algunas células tonicas PB/LDT son también elementos
PGO-on bursting (véase el siguiente articulo).

La afirmacion de que el 75% de las neuronas PB/LDT analizadas en
este trabajo son de naturaleza tonica y no suelen mostrar picos de alta
frecuencia concuerda bien con los estudios in vitro de las neuronas
PPT (Leonard y Llinas, 1987, 1990; Kang y Kitai, 1990). Estos autores
han informado de que la mayoria de las neuronas colinérgicas,
marcadas retrogradamente desde el talamo antes de preparar los
cortes, tienen propiedades intrinsecas muy adecuadas para el disparo
repetitivo tonico de una sola espiga descrito en el presente trabajo. En
particular, la mayoria de las células PPT no tienen la conductancia de
calcio de bajo umbral (LTS) que subyace a las explosiones de picos de
alta frecuencia. En su lugar, tienen una conductancia transitoria de
potasio hacia el exterior.

Obsérvese, sin embargo, que una submuestra recién descubierta de
células PB/LDT descargan rafagas de espigas de alta frecuencia, que
preceden en 20-30 mseg a las ondas PGO talamicas, sobre

un fondo de aumento tonico de la frecuencia de disparo durante el suefio
REM; esas neuronas también muestran patrones de descarga tonica
durante los estados W y S (Steriade et al., 1990b). Estas rafagas son
obviamente diferentes de las desencadenadas por los LTS, ya que surgen
a un nivel relativamente despolarizado. Estas supuestas neuronas de
alto umbral, asi como las células que s6lo muestran LTS en los
ntcleos PPT (Leonard y Llinas, 1987, 1990; Kang y Kitai, 1990) y
LDT (Wilcox et al., 1989), se consideraran en el siguiente articulo, en
relacion con la transferencia de la sefial PGO al talamo.

We spcculate que la conductancia aA de las neuronas PPT esta in-

volucrada en el patron del comportamiento oscilatorio representado en
el

presentan las Figuras 7 y 8. De hecho, los periodos silenciosos entre
los trenes de espigas ritmicos se deben presumiblemente a la
activacion secuencial de g",'.-aA por el disparo repetitivo durante los
trenes de espigas. Los periodos silenciosos, que conforman el ritmo de
los trenes de espigas, desaparecen durante el suefio REM asociado a
un aumento de la frecuencia de disparo, similar a la inactivacion de
gA por la despolarizacién de la membrana.

Ahora compararemos los cambios dependientes del estado en la
frecuencia de disparo de las neuronas registradas en los nucleos
colinérgicos PB/LDT con los de las neuronas de otros campos reticulares
del tronco cerebral.

1. Las caracteristicas similares son altas tasas (> 10 Hz) de
descargas durante ambos estados de desincronizacion del EEG en la
mayoria de los elementos registrados y un aumento en la frecuencia de
descarga que precede a la desincronizacion del EEG en el suefio W o
REM. Las neuronas reticulares del mesencéfalo rosal de proyeccion
talamica aumentan su frecuencia de descarga 15 segundos antes de la
desincronizacion del EEG al despertar del S (Steriade et al., 1982) y
las neuronas bulbotalamicas del campo magnocelular aumentan su
frecuencia de descarga al menos 30 segundos antes de la
desincronizacion del EEG en el sueiio REM (Steriade et al., 1984). Se
desconocen los neurotransmisores utilizados por las neuronas del
mesencéfalo rostral y bulbotdlamo reticular. La exitacion de corta
latencia de las neuronas talamocorticales intralaminares del nucleo
ros- tral del mesencéfalo (Steriade y Glenn, 1982), donde
practicamente no hay células colinérgicas o noradrenérgicas, sugiere
que los aminoacidos ex- citatorios pueden estar implicados en este
tipo de activacion talamica desde el nticleo del mesencéfalo.

2. Las células PB/LDT difieren de otras células reticulares del tronco

cerebral
neuronas con respecto al curso temporal del aumento de la actividad
neuronal durante los cambios del estado de S al EEG-desincronizado.
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estados. Nuestros estudios anteriores sobre las neuronas del
mesencéfalo rostral (Steriade et al., 1982) y reticulares bulbares
(Steriade et al., 1984) han revelado signos precursores de aumento de
la actividad que anuncian el suefio W o REM, respectivamente. Los
datos actuales sobre las neuronas PB/LDT indican que su actividad
aumentada precede de forma fiable tanto a las transiciones de S a W
como de S a suefio REM, y que una actividad disminuida precede a los
primeros signos de sincronizacion EEG durante la transicion de W a S.
Un estudio reciente también ha informado de un aumento de la
actividad de las neuronas PB/LDT. Un estudio reciente también ha
informado de un aumento de la frecuencia de disparo de las neuronas
reticulares presuntamente colinérgicas del tronco cerebral antes del
inicio de la desincronizacion del EEG durante el suefio REM; el
aumento de la frecuencia se produjo después de la aparicién de las
ondas PGO (El Mansari et al., 1989). Este aspecto es similar a
nuestros datos anteriores sobre las neuronas reticulares bulbotalamicas
(véase la figura 10 en Steriade et al., 1984). Dado que algunos de los
elementos REM-on en los nucleos PB/LDT también son PGO-on,
realizamos un analisis separado en el presente estudio y
proporcionamos pruebas de que el aumento de la frecuencia de disparo
de las células PB/LDT precede en 25 s a las primeras ondas PGO
durante la transicion del suefio S al REM.

El pequefio grupo de neuronas PB/LDT (n = 29) que descargan a
bajas frecuencias (< 2 Hz) durante W merece una mencion especial, ya
que esas neuronas, a diferencia de todas las demas neuronas reticulares
del tronco encefalico de proyeccion talamica, aumentaron de forma
estadisticamente significativa.

58S

50 0

En este ultimo estadio, las descargas espontaneas alcanzaron niveles
entre 5 y 10 veces superiores a los de las fases S y W. Este aumento
progresivo de la actividad a lo largo del ciclo vigilia-suefio es al que
muestran las neuronas del rafe dorsal (McGinty y Harper, 1976;
Trulson y Jacobs, 1979; Lydic et al., 1983). Nos referimos unicamente
a las neuronas del rafe dorsal, entre otras neuronas monoam- inérgicas
con un comportamiento similar durante el ciclo vigilia-suefio, porque
recientemente se ha descrito una accion inhibidora manifiesta de la
serotonina sobre las células colinérgicas PPT premeditadas en rodajas
de cerebro medio y en el cerebro aislado/perfundido (Khateb et al.,
1989). Es posible entonces que las imagenes reciprocas de las
neuronas PB/LDT y del rafe dorsal reflejen la desinhibicion progresiva
de las neuronas PB/LDT con la transicion del suefio W al S y al REM.

Papel desemperiado por las neuronas de los niicleos colinérgicos
PB/LDT en los procesos de activacion tonica ascendente

La demostracion de que los signos precursores del aumento de la
actividad neuronal en los nucleos colinérgicos PB/LDT anuncian el
paso del suefio sincronizado con el EEG al suefio W o REM plantea
interrogantes sobre los acontecimientos que tienen lugar durante los
largos periodos (20-60 segundos) que preceden al inicio de la
desincronizacion del EEG. Cabe destacar que estas cifras representan
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Figura 14. Aumento de la respuesta antidromica de la célula PB durante el sueiio REM. Arriba, espiga evocada antidromicamente desde el talamo lateral
(asterisco), seguida de una rafaga de alta frecuencia de descargas elicitadas sindpticamente (notese la fragmentacion de la espiga durante la rafaga). Debajo del barrido
unico, se representa una superposicion de 3 trazas para mostrar la presencia de la rafaga de alta frecuencia incluso cuando falla la invasion antidromica. 4bajo,
histogramas de perestimulos (intervalos de I mseg) durante los estados de vigilia-suefio. Picos antidromicos en los intervalos marcados con asteriscos. Simbolos:
T, nimero de ensayos; I, latencia media; M, modo de latencia; C, coeficiente de variacion; A, capacidad de respuesta definida como los recuentos totales en el
intervalo representado divididos por el nimero de ensayos y expresada como porcentaje.

en neuronas agrupadas y que se ha observado un continuo de tiempos
de espera en varias neuronas, desde 140 segundos hasta 3 segundos.
Es probable que se produzca un proceso de reclutamiento en las redes
del tronco encefalico antes de que aparezcan signos evidentes de
cambios en la actividad EEG bruta. Estudios extra e intracelulares de
neuronas reticulares del cerebro medio (Ropert y Steriade, 1981) y
pontino (Ito y Mc Carley, 1987; McCarley et al., 1987) en
preparaciones de comportamiento no anestesiadas han llegado a la
conclusion de que mas del 90% de las respuestas neuronales del
tronco cerebral a la estimulacion cercana y lejana dentro del nacleo
del tronco cerebral son excitatorias.

en la naturaleza. Esto sugiere que una cascada de acontecimientos
excitatorios dentro de las redes del tallo cerebral prepara el momento
en que una masa critica de neuronas que proyectan talamicas logran
ejercer sus acciones sobre las células talamicas.

Las acciones de las neuronas colinérgicas mesopontinas sobre el
tdlamo se conocen a partir de estudios in vitro que utilizan
aplicaciones de agonistas colinérgicos y de experimentos in vivo que
utilizan grabaciones intracelulares en preparaciones bajo anestésicos
(distintos de los barbituricos) que no impiden la excitacion colinérgica
directa de las neuronas talamocorticales. Los efectos de la acetilcolina
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Figura 15. Excitabilidad antidromica y sinaptica de las neuronas PB durante los estados de vigilia-suefo. 4, Activacion antidromica (solo durante el suefio REM,
casilla marcada con asterisco) y excitacion sinaptica desde 1 de los electrodos talamicos intermedios. B, Excitacion sinaptica desde el tdlamo lateral.

Mismos simbolos que en la figura 14.

(ACh) en las células de relevo talamicas gato consisten en una rapida
excitacion nicotinica asociada a un aumento de la conductancia de
membrana, seguida de una lenta despolarizacion muscarinica asociada
a un aumento de la resistencia de entrada (McCormick y Prince, 1987,
McCormick, 1990). La excitaciéon nicotinica temprana puede ser la
base de las ondas PGO talamicas (Hu et al., 1989b), discutidas en el
siguiente articulo, pero no puede explicar la activacion de larga
duracion implicada en el proceso duradero de desincronizacion del
EEG y en el aumento prolongado de la efticacia sinaptica de las
células talamocorticales (Paré et al., 1990). Una despolarizacion de
mayor latencia y duracion (2-6 segundos) de las células de relevo
geniculadas laterales fue provocada después de la excitacion nicotinica
temprana mediante la estimulacion del area PB (véase la figura 1 1 en
Steriade y Deschénes, 1988). Recientemente, hemos observado que la
estimulacion de PB y LDT evocaba una despolarizaciéon de larga
duracion (media: 20 seg), asociada a un gran aumento de la resistencia
de entrada (40-65%), en una variedad de neuronas talamocorticales,
incluidas las de los ntcleos anteriores; esta despolarizacion era
simultdnea a una desincronizacion EEG de larga duracion (Curro
Dossi et al., 1990). Ademas de la excitacion colinérgica directa
procedente de los nticleos colinérgicos mesopontinos, las células
talamocorticales (distintas de las de los nucleos anteriores

que no reciben entradas talamicas reticulares) sufren un proceso de
desinhibiciéon como consecuencia de la potente hiperpolarizacion de
las neuronas talamicas reticulares provocada por la aplicacion de ACh
in vitro (McCormick y Prince, 1986) o por la estimulacion del area PB
in vivo (Hu et al., 1989a).

Asi, las neuronas colinérgicas mesopontinas son buenas candidatas
para (1) interrumpir las oscilaciones del huso sincronizado en los
sistemas talamocorticales durante la excitacién y el suefio REM, a
través de la inhibicion del generador del huso, el nticleo talamico
reticular GABAérgico (Steriade et al., 1985, 1987); y (2) activando y
desinhibiendo directamente las neuronas talamocorticales, con la
consiguiente despolarizacion de las dianas corticales en territorios
corticales circunscritos o difusos, en funcion de los distintos tipos de
proyecciones que surgen en varios nucleos taldmicos.

Los ntcleos colinérgicos PB/LDT son probablemente los mejores
can- didatos para una estructura activadora de eventos ténicos y
fasicos durante los estados EEG-desincronizados del suefio W y REM.
Sin embargo, no son el Unico sistema implicado en tales acciones. A
este respecto, conviene subrayar varias nociones.

1. Aunque las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus depo-
larizan las células talamocorticales (McCormick y Prince, 1988), con-
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Figura 6. Cambios diferenciales en el disparo espontaneo y la excitabilidad sinaptica de una neurona PB dirigida desde el tdlamo intralaminar rostral durante el
suefio REM y W. Tasas medias de disparo en sueno REM y W: 9,6 y 13 Hz, respectivamente. Simbolos de los histogramas peristimulares como en las figuras

precedentes.

Junto con las neuronas colinérgicas mesopontinas, los datos
presentados aqui indican que las células PB/LDT son muy activas
tanto durante el W como durante el suefio REM, mientras que
estudios anteriores han demostrado que las neuronas del locus
coeruleus solo son activas durante el suefio W y dejan de disparar
durante el suefio REM (véase mas arriba). Asi pues, la idea de una
accion activadora sinérgica de las neuronas colinérgicas y
noradrenérgicas sobre el talamo es concebible durante el suefio W,
pero no durante el suefio REM, cuando solo esta disponible el
contingente colinérgico. Las acciones excitatorias de los agonistas
colinérgicos aplicados iontoforéticamente sobre las neuronas talamicas
dependen del estado: solo se presentan durante la desincronizacion del
EEG en preparaciones agudas (MacLeod et al., 1984) o durante el
suefio W y REM, pero no en el S, en animales que se mueven
libremente (Marks y Roffwarg, 1989).

2. La desincronizacion de la actividad del EEG, también
denominada activacion del EEG debido al aumento simultaneo de la
capacidad de respuesta talamica y cortical (véase Steriade et al.,
1990a), consta de al menos 2 componentes principales: la interrupcion
de las oscilaciones del huso que tiene lugar en el talamo y el bloqueo
de las ondas lentas (0,5-4 Hz) o delta de gran amplitud. Hasta la fecha,
la

El origen de estas ultimas ondas no esta dilucidado. La mayoria de las
veces se sugiere un origen cortical. En la corteza cerebral, las ondas
delta probablemente tienen su origen en procesos inhibitorios
sinépticos, pero sobre todo en las corrientes de potasio dependientes del
calcio, de muy larga duracion (véase Steriade y Buzsaki, 1990). Su
interrupcion puede realizarse mediante una serie de transmisores
utilizados por sistemas neuronales con acceso directo a la corteza
cerebral: neuronas colinérgicas del cerebro anterior basal, neuronas
histaminérgicas del hipotalamo ventrolateral posterior y neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus. En la actualidad se ha establecido
la accién supresora de estos transmisores sobre las corrientes de
potasio dependientes del calcio (Reiner y McGeer, 1987; McCormick y
Williamson, 1989). El bloqueo de las ondas delta puede contribuir
entonces a la plena capacidad de respuesta de los neuronas corticales
durante estados conductuales desincronizados con el EEG. Notese, sin
embargo, que la activacion EEG no consiste exclusivamente en
eventos "negativos", como la interrupcion de husos sincronizados y
ondas delta. Se han detectado ondas rapidas (40-45 Hz) y actividades
multiunitarias en diferentes areas corticales durante estados de alta
vigilancia (Bouyer et al., 1987) o han sido evocadas por la
activacion EEG.
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estimulos visuales optimos (Gray y Singer, 1989). [ii vitro el evento
subyacente de las oscilaciones corticales subumbrales sostenidas a 38-
45 Hz parece ser una con- ducta de sodio dependiente de voltaje
(Llinds y Grace, 1989). En consonancia con la idea de que este ritmo
rapido forma parte del complejo cuadro de la activacion EEG,
recientemente hemos evocado oscilaciones corticales de 40 Hz
estimulando nucleos colinérgicos PB y LDT tras lesiones excitotoxicas
de la perikarya basal del cerebro anterior (Curro Dossi et al., 1990).
Nuestros resultados indicaron que el ritmo de 40 Hz fue inducido a
través de las proyecciones colinérgicas cerebroesternales que
conducen a las neuronas talamocorticales, ya que fue abolido por
bloqueantes muscarinicos.

3. La existencia de multiples sistemas implicados en varios
componentes de la desincronizacion del EEG (interrupcion de los husos o
de las ondas delta) y el hecho de que los territorios reticulares
cerebrales con transmisores atn no identificados (por ejemplo, el niicleo
rostral del mesencéfalo) también activan las neuronas talamocorticales
explican el fracaso que nosotros y otros hemos experimentado al intentar
interrumpir completamente la desincronizacion del EEG durante largos
periodos de tiempo. Las lesiones excitotoxicas de la for- macion reticular
del mesencéfalo rostral han ido seguidas de un periodo de 2-4 d de
aumento significativo de S a expensas de W, asociado a una
sincronizacion continua del EEG y a la sustitucion de las reacciones
desincronizadoras tonicas por otras fasicas, de duracion bastante
corta (Steriade, 1983). Tras el mismo tipo de lesiones en el tegumento
mesopontino, con una pérdida media de células inmunorreactivas ChAT
del 60%, los animales se comportaban de forma normal durante la fase W
y la desincronizacion del EEG no se interrumpia en la fase W ni en el
sueiio REM (Webster y Jones, 1988). Estos resultados pueden deberse a la
funcién compensatoria de las estructuras que permanecen intactas. Incluso
si las lesiones combinadas de 2 estructuras activadoras separadas no
alteran el comportamiento W bruto y la desincronizacion EEG asociada,
la recuperacion seria atribuible a otro de los multiples sistemas implicados
en esta funcion. Por ejemplo, la ausencia de alteracion de W tras lesiones
celulares tanto en el nucleo rostral del mesencéfalo como en el hipotalamo
posterior del gato (Denoyer et al., 1989) se explica por el hecho de que
dichas lesiones se extendian desde los niveles estereotaxicos A2 a A6, y la
mayor parte de las neuronas colinérgicas me- sopontinas (de A 1 a P3) se
dejaron intactas. Vale la pena mencionar en contexto de las funciones
compensatorias de los sistemas intactos que, después de los pocos dias
durante los cuales se abolieron la desincronizacion W y EEG tras la lesion
excitotoxica del nucleo rostral del mesencéfalo, siguié6 un periodo de
aumento de W, lo que sugiere una supersensibilidad a la denervacion de
las estructuras del cerebro anterior que reciben entradas de otros sistemas
activadores (Steri- ade, 1983).

Estas consideraciones nos llevan a enfatizar la nocioén de sistemas

des- tribuidos cuando intentamos revelar los sustratos de las funciones
globales, como la desincronizacion EEG y W. Tenemos 2
observaciones finales sobre estos 2 términos, generalmente empleados
de forma bastante laxa. En primer lugar, cuando se investigan los
cambios en la desincronizacion del EEG tras la lesion de uno u
sistema activador, hay que tener en cuenta que (1) existen al menos 2
tipos de ondas sincronizadas (husos y ondas delta); (2) estas ondas
tienen distintos lugares de origen (tdlamo y corteza); (3) diferentes
sistemas moduladores ascendentes que utilizan  distintos
neurotransmisores tienen acceso prevalente al tdlamo o a la corteza
cerebral; y (4) el talamo y la corteza cerebral tienen acceso prevalente
a diferentes sistemas moduladores ascendentes que utilizan distintos
neurotransmisores.
(4) la sincronizaciébn o desincronizacion no puede estimarse sin
analisis separados de los espectros de potencia de varios ritmos EEG.
En segundo lugar, al utilizar el término W, debemos ser conscientes
de que el repertorio W conductual de los animales utilizados para
estudiar las actividades neu- ronales a lo largo del ciclo vigilia-suefio
es muy pobre, por no decir mas. Esto se refiere no sélo a los animales
con la cabeza inmovilizada, sino también a los animales con la cabeza
inmovilizada.

también a los animales investigados en condiciones de "movimiento libre".
De hecho, examinamos eventos electrograficos brutos, tomados como
caracteristicos de W, pero dejamos de lado la compleja realidad de
este estado heterogéneo. Solo después de someter a los animales a diversas
tareas de comportamiento atento y comprobar su capacidad de
respuesta a diferentes estimulos, incluidos los procesos de inhibicion
esculpida que son necesarios para un cerebro bien sintonizado,
pudimos concluir que uno u otro sistema activador ascendente no es
indis- pensable, porque su lesion no perturbd el comportamiento W. La
diseccion del estado W mediante tareas de atencion es una cuestion de
futuras investigaciones de las actividades neuronales en varios sistemas
activadores ascendentes.
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