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I-RESUMEN

La privacion de suefo en ratas, gatos y humanos produce
durante el periodo de recuperacién un rebote & aumento en el
tiempo total de suefio MOR. Asimismo, la administracion de liquido
cefalorraquideo (LCR) de animales privados de suefio a animales
normales e insomnes pretratados con paraclorofenilalanina -]
propranolol produce un incremento en esta fase de sueio.
Recientemente, se ha sugerido al peolipéptido vascactivo
intestinal (VIP) como uno de los prihcipios activos del LCR para
la induccién de suefic paraddjico. Pese a estas evidencias, se
desconocia el efecto de la extraccién del LCR sobre 1los
parametros de sueino del mismo animal donador, asi como 1la
relacién entre el tiempo de privacioén ¥y la concentracidén de
sustancias inductoras de suefic presentes en el LCR. Los objetivos
del presente trabajo fueron: 1-.) Determinar el efecto de 1la
extraccidén de 100 ul de LCR de gatos privados de suefio scbre el
rebote de suefio MOR de los mismos animales donadores y 2-.)
Cuantificar la concentracidén del VIP en el LCR de gatos privados
de suenio mediante la técnica de Radioinmunoensayo. Para tal
efecto, se realizaron 2 experimentos. En el experimento 1, se
utilizaron 8 grupos de gatos (n=7), los cuales fueron estudiados
bajo las siguientes condiciones: Control, privacién de suefio por
24, 48 y 72 horas: y privacidn de suefio por 24, 48 y 72 horas con
extraccién de 100 ul de LCR del IV ventriculo. Después de estas
maniobras, todos los animales fueron registrados durante 12 horas
continuas. En el experimento 2, se utilizaron 7 grupos de gatos
(n=10), bajo las siguientes condiciones: Control, privacién de

suefo por 24, 48 y 72 horas, y controles de privacién de suefio



con plataforma grande, durante 24, 48 y 72 horas. Después de los
respectivos periodos de privacidn de suefioc & situaciones control,
a todos los animales se les extrajo LCR (200-400 ul) del IV
ventriculo, el cual fue analizado mediante radjioinmuncensayo para
el VIP., Los resultados mostraron que la privacién de sueiio indujo
un incremento significativo en la cantidad de suefio paradéjico
posterior al tiempo de privacién y dicho efecto fue abolido por
la extraccién de 100 ul de LCR. Asimismo se demostro que la
privacién de suefio produjé un incremento signlficativo en la
concentracién de VIP en el LCR. Tal efecto no dependid del
estres producido por el método de privacién de sueiio, ya que la
concentracién de VIP de los animales colocados en plataformas
grandes no mostro diferencias significativas en relacidén al grupo
control. Estos resultados apoyan la teoria de gque durante la
vigilia prolongada se acumulan sustancias con propiedades
inductoras de suefic y que al disminuirlas mediante la extraccién
de LCR se inhibe el rebote de suefio MOR. Asimismo, se demuestra
que una de estas sustancias es el VIP, el cual al acumularse en
el LCR durante la privacién de sueiio probablemente participa en
la homeostasis de suefio y en el rebote de suefio MOR, a partir de
una interaccién hormonal, de neurotransmisores Yy de segundos
mensajeros que inciden sobre diferentes grupos neuronales

sensibles para aumentar el suefio MOR.



II-INTRODUCCION

A-.) ABPECTOS FENOMENOLOGICOS DEXL SUERO

El suefio, representa una de las actividades bioldgicas,
ampliamente difundida a lo largo de la escala filogenética
animal, gue ocupa un espacio temporal y presenta una ritmicidad
determinada. A pesar de la importancia de este proceso, el cual
ha sido estudiado de manera sistematica por mas de 30 afos, aun
continia representando un enigma biolégico.

En un principio, el estudio del suefio unicamente se limité a
evaluaciones conductuales, por lo gue los resultados eran poco
clarcs. Es hasta el desarrollo del electroencefalograma (EEq)
cuando el estudio del suefic fue mas completo. Mediante la
EEGrafia se pudo determinar que los estados de vigilia y suefio se
acompafian de cambios activos en 1la corteza cerebral.
Posteriormente, Aserinsky y Kleitman (1953), describieron una
fase de suefio, la cual se acompafia de movimientos oculares, a la
cual 1llamaron por esta razdén sueiio de movimientos oculares
ridpidos ¢ suefic MOR, a esta fase también se le ha dado el nombre
de suefio paraddéjico (SP), debido a dque durante esta etapa se
produce una desincronizacién del EEG, semejante a la de la
vigilia (Jouvet, 1969). Actuaimente, para analizar el ciclo
suefio~vigilia se necesita al menos del registro de 1los
siguientes parametros eléctricos: EEG ¢ actividad cortical, MORs
© electro-oculograma (ECG) y tono muscular 6 electromiograma
(EMG) . Asimismo, pueden registrarse otras variables, como son la
frecuencia respiratoria y cardiaca, asi como actividades de

regiones especificas del cerebro, tales como las ondas ponto-



geniculo-occipital (PGOs), las cuales reciben este nombre por que
pueden registrarse en el puente, en el nucleo geniculado lateral
y en la corteza occipital.

El ciclo suefio-vigilia del humano consiste de varias etapas
las cuales son: Vigilia, SOL I, II, III y IV, Yy sueflo MOR; y son
caracterizadas de la siguiente forma:

1-.) VIGILIA: El EEG presenta frecuencias mezcladas de un ritmo
alfa y beta (actividad de bajo voltaje). Generalmente, el
tono muscular esta .elevado y hay presencia de MORs.

2-.) SUERO DE ONDAS LENTAS (SOL): Esta dividido en 4 estadios,
SOL: I, II, III y IV.

a~.) SOL I: El EEG presenta actividad de bajo voltaje de 50
a 75 uv, y una frecuencia mayor de 5 a 7 Hz, aparecen
ocasionalmente las llamadas ondas del vertex, con una amplitud
mayor de 200 uv.

b-.) SOL II: Se presentan los husos de suefio Yy los complejos
K. Los primeros, aparecen con una frecuencia entre 12-14 Hz, con
una duracién minima de 5 seq y formados por 6-7 ondas. Los
segundos, representan ondas con un complejo negativo seguido por
uno positivo con una duracién mayor de 5 seg.

c-.) SOL IITI y IV o Suefio Delta: Cada una de estas fases
varia de acuerdo a su duracién en la época de registro. Cuando
existe por lo menos un 20%, pero no mas de un 50%‘ de actividad
lenta de 2 Hz y con una amplitud promedio de 75 uv, se identifica
.el SOL III. Mientras que para determinar la fase de SOL IV,
necesita haber un minimo del 50% de dicha actividad. A lo largo
de estas fases de suefo, el tono muscular y los MOR decrecen

paulatinamente.



d-.) SUENO MOR: El1 EEG presenta actividad de bajo voltaje,
parecido al de la vigilia, con la presencia de MOR y atonia
muscular. El1 90% de la ensofiaciones ocurren en esta fase
(Rechstafen y Kales, 1968).

Las fases de suefio I, II, III, IV y suefioc MOR se suceden
unas a otras en forma ciclica durante una noche de suefio. Cada
ciclo se inicia con el SOL I y se continda con las siguientes
fases, la sucesidén dura aproximadamente 90 min en el hombre. En
una noche puede haber de 4 a 6 ciclos (Hartmann, 1968).

Por otra parte, en la investigacion basica del sueio, el
gato ha sido uno de los animales mas utilizado. Las sehales
registradas son las mismas que en el humano, pero adicionalmente
se registran las ondas ponto-geniculo-occipital (PGOs). Las fases
del ciclo suefio-vigilia del gato se describen de la siguiente
forma (Fig I): La vigilia cursa con una actividad cortical rdpida
(14-40 Hz) y de bajo voltaje, el EMG de los musculos posturales
esta muy activado y el CGL exhibe potenciales gque coinciden con
los movimientos oculares, por lo que se denominan potenciales
relacionados a movimientos oculares.

conforme la actividad del EEG se hace mas lenta se instala
el SOL con la aparicion de los llamados husos de suefio, que
presentan una- frecuencia de 5-6 Hz y representan el SOL I.
Después al disminuir su frecuencia (1-3 Hz) y aumentar su
amplitud, aparece el SOL II. Durante estos estados la actividad
del tono muscular disminuye.

El suefio MOR & SP, cursa con desincronizacién cortical,

movimientos oculares, atonia muscular y aparicion de lag ondas



CGLWW”M%M

VIGILIA Hosse,

Cx “'i"m“‘l
MO 1
I L ——————a et e« R

SUENO LENTO

SUENO MOR

Pig. 1. Registro poligrafico del ciclo vigilia-suefio del gato.
Como puede observarse la actividad cortical (Cx) durante 1la
vigilia es similar a la gque se presenta en el suefic MOR.
Observése también, la pérdida de tono muscular (EMG) y 1la
presencia de las ondas PGOs registradas en el CGL,
caracteristicos de esta fase de suefio. R



PCus (Ursin y Ster;nan, 1981). En estos animales, el ciclo suefio-
vigilia es polifasico, a lo largo de las 24 horas del dia estan
durmiendo y despertando. Ademads, la duracién de cada ciclo es
aproximadamente de 27 minutos, menor a la del hombre (Delorme y
col, 1964)

En resumen, la descripcién fenomenologica del suerio con base
en estos parametros, ha sido utilizada como herramienta para
diversos estudios y mediante los cuales se han propuesto
diferentes teorilas para tratar de explicar los mecanismos que
subyacen el suefioc. En la siguiente seccidn revisaremos brevemente
la participacién de los substratos cerebrales en la modulacién

del suefio.

B-.) BUBSTRATO NEUROANATOMICO DEL BSUEROQ.

El enfogue neurocanatémico del suefio ha sido uno de los mas
antiguos y continua utilizdndose con gran frecuencia, debido a
que describe la relaciodn de las diversas regiones cerebrales y su
conexidén con los procesos del suefio.

Los estudios iniciales, fueron realizados por Von Economo
(1930) en pacientes gue morian a causa de la encefalitis
ietargica, y los cuales se caracterizaban por un insomnio marcade
durante la enfermedad, presentando lesiones en el hipotalamo
anterior (HA). Mientras que pacientes que mostraban hipersomnia
mostraban lesiones en el hipotdlamo posterior {HP) .
Posteriormente, Ranson, en 1931, confirma una parte de dichos
hallazgos. El realizd 1lesiones en el HA de monos y produjé
insomnio.  Sin embargo, 1lesiones en el HP no producianv ningun

efecto. No obstante, Nauta en 1946, demuestra que lesiones en el
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HA de ratas producen insomnio y que lesiones a nivel del
mesencéfalo y del HP producen suefio. Estos resultados sugirieron
la existencia de dos centros neurcanatomicos responsables de 1la
generacién del suefo y la vigilia: el HP como centro de 1la
vigilia el cual inhibe activamente el centro del suefio localizado
en el HA.

Hess en 1944, reportd que la estimulacidén eléctrica de 1la
masa intermedia del talamo en el gato produce un animal
conductualmente dormido. Posteriormente, Monnier y col, en 1963,
demostraron gque la estimulacién eléctrica de 1los nucleos
intralaminares del tdlamo, inducen sincronizacién del EEG a 1o
que el denomind "suerio ortodoxo". Estos trabajos evidenciaron una
participacion importante del talamo en la generacidén de suefio.
Sin embargo, Anderson en 1968, demostré que lesiones en el
talamo no producian insomnio por lo que determiné que esta
estructura cerebral so6lo estaria participando en la modulacién
del suefio.

Trabajos posteriores han demostrado que existen otras
regiones cerebrales relacionadas con la modulacién del ciclo
sueno-vigilia. De esta forma, Bremer en 1935 (en Bremer 1974)
reallzé sus estudios en dos preparaciones hechas en el gato,
mediante secciones finas a diferentes niveles del cerebro: Por
una parte realizd, el cerebro aislado, separando la regidn
anterior del cerebro del tallo cerebral, al seccionar el cerebro
a nivel intercolicular, y mediante registro EEGrafico observé
que existia una sincronizacidn permanenente, lo que el interpretd
como un animal constantemente dormido. Mientras que en la otra

preparacion, Encéfalo aislado; que consistid en seccionar a nivel
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mas caudal entre médula oblongada y espinal, observé que no se
modificaba el ciclo suefio-vigilia del gato. Por lo que concluyd
que el suefio es el producto de la llegada insuficiente de
estimulos sensoriales capaces de despertar al animal y que la
vigilia es el caso contrario, la cantidad de estimulos que se
reciben son importante para mantener despierto al animal. Con
estos resultados, Bremer sugirié que el suefo es un estado pasivo
que depende de la disminucion de la actividad sensorial. Sin
embargo, Moruzzi y Magoun, en 1949, interpretaron estos
resultados con otro enfoque. Ellos consideraron la existencia de
una estructura intermedia entre ambas secciones responsable de
generar dicho efecto. Con esta idea, realizaron, en 1la
preparacion aguda del Encéfalo aisl)ado, estimulaciones eléctricas
de la formacién reticular bulbar, del tegmento mesencefalico y
pontino, asi como del talamo y del subtdlamo. Encontrando que la
estimulacién de 1la Formacidén Reticular (FR) produjo una
sincronizacién del EEG, por lo que sugirié la posibilidad de que
esta estructura tuviera influencia hacia la corteza cerebral,
mediante un sistema denominado: Sistema Reticular Activador
Ascendente (SRAA), que a través de proyecciones ascendentes,
ejercen una influencia activadora ténica en estructuras
subcorticales y corticales, para aumentar y mantener un estado de
vigilia. Mientras que para que el suefio se presente tiene que
disminuir la actividad de la FR. lLa existencia de este sistema
fue demostrado mediante lesicnes de la FR las cudles produjeron
una disminucidén inmediata y crénica de la activacién cortical

ténica (Lindsley y col, 1950: en Jones, 1990). Asimismo, se
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Fi6.8

REPRESENTACIGN ESGUEMATICA DE LAS ESTRUCTURAS INVOLUCRADAS EN LA GENERACIGN DEL EEG.
CoMO SE MUESTRA EN EL ESQUEMA LA FORMACIGN RETICULAR MESENCEFALICA ([RF) Y EL NOCLEQ
MAGNOCELULARIS (MC) MODULAN LA INFORMACION HACIA LA CORTEZA CEREBRAL A TRAVES DE

VIAS QUE PASAN POR LOS NUCLEOS INTRALAMINARES (ILH} DEL TALAMO (T) 0 MEDIANTE VIAS
DIRECTAS. CC = CRUZ CEREBRI Y FTG= CAMPO TEGMENTAL GIGANTOCELULAR. (TOMADA DE DRUCKER-

Cotfn v ProSPERO-GARCIA, 1989),



demostré que la influencia activadora de la FR después de la
estimulacion eléctrica, sobre la corteza cerebral fue transmitida
a partir de una via con dos relevos: una via dorsal hacia el
talamo y una via ventral al subtidlamo, a hipotalamo y Area
Predptica (AP) (Starzl y col, 1951). Dentro del sistema dorsal,
el "nuicleo talamico no-especifico” ejerce una influencia
activadora difusa sobre la corteza cerebral, como la que es
producida por la estimulacioén del nicleo. talamico intralaminar y
ventromedial. Sin embargo, esta influencia no es necesaria para
la activacion cortical, ya que la estimulacién de la FR puede
aumentar la activacién cortical, en la ausencia del talamo. Por
lo que, el sistema extratalamico ventral es el particularmente
importante para el mantenimiento de la activacién cortical.

En 1960, Shute y Lewis, establecieron que un considerable
nimero de células dentro del tegmento ponto-mesencefdalico eran
colinérgicas, ya que contenian acetilcolinesterasa (AChE), 1la
enzima degradativa para ACh. Asimismo, fibras ascendentes fueron
tefiidas con AChE, de la FR a lo largo de la via dorsal del
hipotalamo. En el AP, estas fibras ascendentes se tiferon para
AChE y alcanzaron otra poblacidén celular hacia ‘la corteza
cerebral. Coin base en estos resultados Shute y Lewis postularon
que las neuronas colinérgicas representan el SRAA y que el enlace
4 colinocolinérgico en el cerebro anterior basal representa el
relevo extratalamico hacia la corteza cerebral del SRAA.

Asimismo, se ha observado que estimulaciones eléctricas a
bajas y altas frecuencias del hipotalamo anterior de gatos
produce sincronizacion del EEG (Sterman y Clemente, 1962a,b.).

Estos resultados son confirmados poco despues por Hernandez-Peén
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F16.3 ‘ i

ILUSTRACIGN QUE REPRESENTA LA MODULACION DEL TONO MUSCULAR. EL COMPLEJD DEL Locus COERULEUS
(LC) MANDA PROYECCIONES HAC1A EL NUCLED MAGNOCELULARIS Y DE ALL{ LLEGAN A LAS INTERNEURONAS
(IN). DE LA MEDULA ESPINAL (SC) LAS CUALES PRODUCEN UNA INHIBICIGN DE LAS MOTONEURONAS (MN) Y

EN CONSECUENCIA SE ABATE EL TONO MUSCULAR,
NARD = NUCLEOC DEL RAPHE DORSALIS
FI16 = CAMPO TEGMENTAL GIGANTOCELU
{Tomapa DE Drucker-CoLin v PROSPERO GARC[A. 19891,



Y Chavéz-Ibarra, 1963, lo cudles realizaron estimulaciones
eléctricas ¢ farmacoldégicas del cerebro anterior basal & Area
Preéptica (AP), encontrando gque la estimulacion del AP con
microcristales de ACh induce somnolencia y suefio en el gato,
mientras gque lesiones & administraciones de atropina, inducen
insomnio y suprime el efecto inductor de suefio de la Ach (Velluti
Y Hernandez-Pedn, 1963). A partir de estos resultados, Hernandez-
Pedn propusc una via hipnégenica localizada dentro del cerebro
anterior medial, la cual esta integrada por dos componentes, el
primero es un componente descendente gue se origina dentro del
sistema limbico y se une a nivel pontino con un componente
ascendente, originado desde la sustancia gris de la médula
espinal. A su vez el sistema de vigilia tiene correspondencia con
el SRAA

En cuanto, a los substrates responsables de la generacidén de
suefio MOR, se ha evidenciado gque se localizan dentro del
romboencéfalo, ya que el diencefidlo y telencefdlo no exhiben
ningun patrén de actividad caracteristico de esta fase cuando son
separados del tallo cerebral. Los signos de suefio MOR 6 espigas
PGOs en asociacion con la atonia muscular fueron evidentes en el
romboencefidlo y periferia. Separacicnes mayores mostraron que el
puente fue 1la regioén mas importante para esta fase, ya que
transectos através del mesencefalo caudal, no impiden 1la
aparicién periédica de este estado. Mientras que transectos
através de la médula rostral eliminan la atonia muscular, pero
no impiden la aparicion peridédica de la actividad fdsica, como

son las espigas PGO y los MORs. Los resultados de estos estudios
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F16.4

FSQUEMA QUE MUESTRA LA PARTICIPACIGN DE LAS DIVERSAS ESTRUCTURAS PARA LA GENERACION DE LAS
ONDAS PoNTo-GeENICULO-OccIPITAL (PGOS), LA ESTRUCTURA GENERADORA DE ESTAS ONDAS ES EL AREA
X, LA CUAL ESTA MODULADA DE FORMA INHIBITORIA POR EL LOCUS COERELEUS (LC) Y EL NOCLEO DEL
RAPHE DORSAL (NRD) MIENTRAS QUE EL CAMPO TEGMENTAL GIGANTOCELULAR (FTG) LA ESTIMULA, EL
AREA ENVIA PROYECCIONES HACIA LA CX OCCIPITAL A TRAVES DEL CUERPO GENICULADO LATERAL (LGB)
DEL TALAMO (T), (ToMaDpA DE DRuckeR-CoL{n Y PROSPERO-GARC{A, 1989),



indicaron la importancia del tegmento pontino en la generacién de
la activacidén fasica y ténica, asi como de los procesos
inhibitorios del suefic MOR (Jouvet, 1962). Posteriormente, se
demostrd que lesiones eléctricas extensas del tegmento pontino
produjeron una disminucién total del estado de suefio MOR,
incluyendo espigas PGO, MORs y atonia muscular (Jones, 1979).

En 1972, Jouvet, propusé que las neuronas del LC,
localizadas dentro del tegmento pontino dorsolateral, estan
involucradas en la generacién de suefio MOR, ya que lesiones
elactroliticas en este nucleo impiden la aparicién de sueio MOR,
interrumpiendo la atonia muscular, y lesiones extensas de las
neuronas noradrenérgicas, pueden eliminar este estado incluyendo
las espigas PGO.

En resumen, los resultados anteriormente descritos han sido
de gran utilidad para establecer las conexiones y los substratos
cerebrales relacionados con la generacion y el mantenimiento de
las fases y de los signos del ciclo suefo-vigilia. Ademas, de
mencionar brevemente la naturaleza quimica de dichos grupos
neuronales, los cuales fueron de naturaleza colinérgica,
noradrenérgica, serotoninérgica y gabaérgica, principalmente.
Esta relacidn representa una interaccidn importante para
establecer no solamente los substratos, sino también los
mediadores quimicos que en conjunto, participan en la mdulacion
del ciclo sueﬁo—vigilia. con base en estas evidencias, en 1la
siguiente seccidén revisaremos, la participacién de dichos

neurotransmisores en la modulacion del sueiio.
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C-.) TEORIA MONOAMINERGICA DEL BUENO.

Jouvet en 1969, a partir de diversas evidencias
experimentales, propuso la "teoria monoaminérgica del suefio",
cuyos postulados fundamentales son: 1) El SOL se inicia por 1la
liberacién de 5-HT de las neuronas del nucleo rafé dorsal (nRD);
2) el suefio MOR se inicia por la liberacién de 5-HT de neuronas
del nucleo rafé caudél, Yy 3} la ejecucidén de la fase MOR depende
de las neuronas noradrenérgicas del LC, mismas que se encargan de
preservar las diversas manifestaclones de dicha fase. Los
postulados de esta teoria estdn sustentados por los siguientes

aportes experimentales:

I-8EROTONINA (5-HT) Y SBUERO.

1-.) La administracién de S5-HT en el A&area postrema de gatos
(Koella y col. 1968), o bien de sus precursores inmediatos, tales
como el aminodcido L-triptofano (L-TRIP) & el S5-hidroxitriptofano
{5-HTP) {(Jouvet, 1969}, inducen SOL suprimiendo el sueifio MOR.

2~-.) El bloqueo farmacoldgico de la 5-HT en el gato mediante la
paraclorofenilalanina (PCPA), un inhibidor de 1la enzima
triptofano hidroxilasa, gque transforma el TRIP en 5-HT, reduce
el SOL y el suefio MOR, durante un periodo de 48~52 horas,
produciendo un insomnio casi completo, acompahado de la descarga
continua de ondas PGOs durante todo este tiempo (Delorme y col,
1969). De forma similar, gatos pretratados con reserpina,
farmaco que disminuye similtaneamente la concentracidn de NE y 5-
HT provoca insomnio durante varias horas (Jouvet, 1969). En ambas
situaciones, el insomnio es reducido con una sola administracién

de 5-HTP 6 de 5-HT, respectivamente (Mouret y col, 1967;

16



TABLA 1

Drogas que afectan la transmisién de 5-HT, NE y AcCh.

Nombre Mecanismo de accién
5-HT
Sintesis :
Paraclorofenilalanina Inhibe la hidroxilasa del triptofano.
(PCPA)
Almacenamiento
Reserpina Bloquea la incorporacién a la vesicula.’
CATECOLAMINAS
alfa-metil-para- Inhibe la hidroxilasa y la sintesis.
tirosina
Disulfiram Inhibe la hidroxilasa y la sintesis.
Anfetamina Aumenta la liberacién, bloguea la

ACh

IMAO (Pargilina,
iproniazida, etc)

Propranolol
Fentolamina
Prazocin
Clonidina

Yohimbina

Atropina
Escopolamina
Arecolina
Carbacol
oxotremorina
Fisostigmina
Neostigmina
Hemicolinio-3

Eserina

recaptacién.

Inhibe la MAO.

Antagonista NE Beta 2.
Agonista NE Alfa 1 y 2.
Agonista NE Alfa 1 Y 2.
Agonista NE Alfa 2.

Antagonista NE Alfa 2.

Antagonista muscarinico.
Antagonista muscarinico.

Agonista colinérgico.

Agonista colinérgica.

Agonista colinérgico.

Inhibidor de la Acetilcolinesterasa,
Inhibidor de la Acetilcolinesterasa.
Inhibe la sintesis de ACh.

Inhibidor de la Acetilcolinesterasa.



Petitjean y col, 1985).

3-.) Lesiones electroliticas del n.RD, producen una reduccidén de
los niveles serotoninérgicos cerebrales y una reduccién del SOL
y de sueiio MOR. Dicho efecto depende del tamafio de la lesién. De
esta forma, lesiones de un 80 a 90% de este nucleo producen un
insomnio continuo durante los primercos 3 a 4 dias mientras que
lesiones menores al 15% no modifican el suefio {Jouvet y Renault,
1966). Asimismo, lesiones rostrales inducen la aparicién de suefo
MOR directamente después de la vigilia, semejante a estados de
narcolepsia (Jouvet, 1969).

A partir de estos resultados, se postuld que los niveles
enddgenos de 5-HT en el cerebro, eran importantes para 1la
modulacidén del SOL. Pese a estas evidencias, actualmente 1la
participacién de la 5~HT en el suefio no ha sido del todo clara
debido a las siguientes limitantes:

1-.) Estudios electrofisiolégicos de las neuronas
serotoninérgicas del n.RD disminuyen gradualmente su actividad de
disparo, en el gato, conforme el animal transita de la vigilia
(100% de descarga) al SOL (50%) hasta llegar al sueno MOR (10%)
{(McGinty y col, 1973; Fornal y col, 1985).

2?.) La administracion crénica de PCPA a gatos produce un efecto
temporal, ya que el ciclo suefio-vigilia retorna a la normalidad
después del 7o0. dia de administracidén, a pesar de que la 5-HT
permanece disminuida (95% de reduccicn) desde el So. dia (Dement
y col., 1973).

3-,) Diferentes dosis de PCPA en 1la rata, reducen la
biodisponibilidad de 5-HT; sin embargo, pese a gue la 5-HT esta

disminuida no se presentan cambios en el ciclo suefo-vigilia
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(Rechstaffen y col, 1973).

4-.) El enfriamiento en el n.RD (10 C) produce un incremento en
la cantidad de suefio (Cespuglio y col, 1982).

5-.) La liberacién de 5~HT y las concentraciones del Aacido
indolacético (5~HIAA) incrementan durante 1la vigilia y
decrementan durante el suefio, en el nicleo caudado y corteza
(estructuras que reciben terminales nerviosas serotoninérgicas
axonales) también incrementan durante la vigilia y decrementan
durante el suefo (Cespuglio y col, 1984).

En resumen, estas evidencias, no apoyan los postulados
iniciales de la 5-HT en la modulacién del suefio, ya que
demuestran que a pesar de que los niveles serotoninérgicos y la
actividad de dichas neuronas estan disminuidos se presenta el
suefio, por lo que esta teoria esta casi por completo desechada.
No obstante, recientemente, Sallanon y col, (1985), le han dadeo
un nuevo enfogque a dicha teoria proponiendo que la 5-HT participa
de manera indirecta en 1la regulacidn del suefio, mediante la
sintesis, liberacidén y almacenamiento de algun factor inductor de
suenio, Esta sugerencia, surgio a partir de gque la administracion
de 5-HTP intraperitoneal (i.p.) ¢ intracerebroventricular
{i.c.v.) en animales insomnes pretratados con PCPA, presenta una
latencia grande para restaurar primero el SOL y depués de 60 min
el suefio MOR, y dicho efecto presenta una duracién de 6-8 horas.
Actualmente, el grupo de Jouvet, ha continuado las
investigaciones al respecto, y mediante la técnica de voltametria
han demostrade que el decremento en la actividad unitaria de las

neuronas del n.RD durante el ciclo suefio-vigilia es producida
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a través de un proceso auto-inhibitorio. Asimismo, existen dos
modalidades de liberacicon de S-HT durante el ciclo suefio-vigilia,
una ocurre através de las terminales nerviosas axonales durante
la vigilia y una liberacién dendritica durante el suefio. Ademas,
demostraron que la liberacidn de 5-HT durante la vigilia ocurre
en las terminales nerviosas axonales procedentes del hipotalamo
y de esta manera, influencian la sintesis de factores
hipnégenicos. En forma particular, han demostrado que uno de los
factores es el péptido parecido a la corticotropina (CLIP) ya que
tiene un efecto inductor de suefio junto con un incremento en 1los
niveles de S~HIAA del n.RD (Cespuglio y col, 1990; Houdoin y col,
1991) .

Por otra parte, Shimatsu y col, (1982; 1983;) apoyan la
participacién de la 5-HT en la liberacién de factores inductores
de suefio, al demostrar que la administracion regional de S-HT en
el hipotalamo aumenta significativamente la 1liberacidén de un
péptido con propiedades hipnéticas, el polipéptido vasoactivo
intestinal (VIP). Asimismo, la 5~HT produce el mismo efecto en
el niclec supraquiasmatico (NSQ) (Kiss y «col, 1984).
Adicionalmente, se ha visto, que 1la 5-HT regula los ritmos
circadicos (Eskin y col, 1982) y que su efecto puede evitarse
por la administracioén sistémica de inhibidores de la sintesis de
proteinas, como la anisomicina (Takahashi y Turek, 1987).
Probablemente, una de estas proteinas es el VIP, ya que se ha
visto que este péptido facilita la conversién de S5-HT a
melatonina (Kaneko, 1980) con lo que puede estar facilitando la
sincronizacién de los ciclos circadices.

Por otra parte, en la teoria monoaminérgica de sueiio, Jouvet
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en 1969, también relacioné a la NE y al LC como responsables del
mantenimiento de la fase de suefio MOR. Este postulado fue

fundamentado por los siguientes experimentos:

II-.NOREPINEFRINA (NE) Y BUERO,

1-.) La inyeccidén i.c.v. de Epinefrina (E) produce somnolencia en
el gato (Herndndez-Pedn, 1963).
2-.) La administracién del alfa-metil-paratirosina (Stein y col,
1979) y del disulfiram, farmacos que bloquean la sintesié de NE,
disminuyen en ratas y gatos el tiempo total de suefio MOR (Jouvet
Yy col, 1969).
3-.) Lesiones bilaterales electroliticas del LC, suprimen de
manera selectiva el suefio MOR. Asimismo, se interrumpe la atonia
muscular caracteristica de la fase de suefio MOR e incluso si las
lesiones destruyen la mayoria de las neuronas noradrenérgicas del
LC también se eliminan las ondas PGOs (Jouvet y col, 1969).
4=-.) La privacién de suerio (PS} en la rata produce un rebote de
suefio MOR posterior a la privacién y dicho rebote es asociado con
un aumento en la concentracién de NE cerebral (Pujol y col,
1969) .

En resumen, estos resultados sugirieron que la NE participa
en la regulacion de suerio MOR. Sin embargeo, actualmente también
"existen datos contradictorios con la posible participaciﬁn de la
NE y E en la regulacién del ciclo suefio-vigilia, los cuales son
los siguientes:
1-.) Se ha demostrado que la pargilina, un inhibidor de la enzima
monoamino oxidasa, enzima responsable de la degradacidn de

catecolaminas, produce un aumento de NE y E, en el ntcleo LC,
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Fig. 5 lLocalizacién de las neuronas serotoninérgicas en el
cerebro de la rata. Como puede observarse gran parte de las
neuronas gue contienen 5-HT se localizan en los nucleos del rafé.
Los grupos Bl, B2 y B3, corresponden al grupo basal Yy se
localizan ventromedialmente a la médula oblongada y puente. Las
conexiones de estos nucleos se establecen con los segmentos
‘cervical y lumbar de la médula espinal. El resto de los ndcleos
establecen conexiones con segmentos ascendentes (B4 - B9) que se
establecen con estructuras del sistema limbico, con el hipotalamo
y con el Area predptica (Tomada de Salin-Pascual y Ortega-Soto,
1989).
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Fig. 6 Distribucién de las vias noradrenérgjcas en el cerebro de
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pero suprime de manera selectiva el suefio MOR.

2-.) La tasa de disparo de las neuronas noradrenérgicas del LC
disminuyen gradualmente conforme el animal transita de la
vigilia, al SOL hasta llegar a suefio MOR, donde se encuentran
practicamente silentes (McGinty vy col, 1974).

3-.) Microcristales de NE y E administrados en el hipotalamo,
inducen un estado de vigilia con desincronizacién cortical
(Herndndez-Pedn y Chavéz-Ibarra, 1963).

4-.) La deplecidn farmacolégica de las catecolaminas mediante la
inhibicidén de su sintesis por la alfa-metil-paratirosina, produce
hipersomnia, la cudl es caracterizada por un incremento en el SOL
Y en el suefio MOR. Asimismo, la anfetamina, gue aumenta la
liberacién sinaptica de catecolaminas, aumenta preferencialmente
la vigilia y de manera secundaria suprime el suefio (Jacobs y
Jones, 1978).

5~.) Lesjones selectivas de neuronas noradrenérgicas del IC no
produce disminucién de la fase de suefio MOR (Henly y Morrison,
1874) .

En general, a partir de estas evidencias, se ha propuesto
que las neuronas noradrenérgicas del LC y 1las neuronas
serotoninérgicas del rafé, juegan un papel inhibitorio mds que un
papel facilitador, como originalmente se pensaba para la
generacidén de sueno MOR.

En cuanto, a los receptores noradrenérgicos, el grupo de
Hilakivi, ha propuesto que participan de manera diferencial
durante el suefio MOR. De esta forma, han demostrado que la

administracién de la prazocina y la fentolamina, agonistas de les
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receptores alfa 1 y 2, aumentan el sueﬁo MOR (Hilakivi y col,
1983). A su vez, la clonidina, farmaco agonista de los receptores
alfa 2 presindpticos, reduce la cantidad de suefio MOR. Mientras
que, el propranolol, antagonista de los receptores beta 2, reduce
el SOL y el suefio MOR (Hilakivi y col, 1983).

Estos datos son aparentemente contradictorios con la idea
inicial de la participacidén de la NE en el sueho. Sin embargo,
recientemente Siegel y Rogawski (1988) sugieren que una de 1las
principales funciones del suefio MOR es aumentar la sensibilidad
de los receptores adrenérgicos. De esta manera, es necesario gue
los niveles de NE desciendan a la menor concentracién posible
durante esta fase de suefio. Esta teoria concilia los hallazgos
electrofisiolégicos (disminucidén gradual de la actividad de
disparo de las neuronas del LC durante el SOL y sueiio MOR) y 1los
resultados farmacoldgicos con blogqueadores de los receptores
alfa.

En resumen, a pesar del esfuerzo por conciliar los hallazgos
relativos al papel de la NE en el suefio MOR, los resultados no
son convincentes y actualmente, se ha descartado casi por -
completo la posible participacién de la NE en 1la induccién de
suefio MOR, aungue se cree que juega un papel permisivo.

Sin embargo, debide a los indicios de la participacién de

‘otro neurotransmisor invelucrado en la regulacidn del ciclo
suefio-vigilia, surgic la teoria colinérgica del sueio, la cual

actualmente permanece vigente.
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C=.TEORIA COLINERGICA

La teoria colinérgica fue inicialmente postulada por
Hernandez-Pedn en 1963. Esta teoria propone que la AcetilColina
(Ach) participa en la iniciacién del suefio MOR y en el
mantenimiento de la activacién cortical. Sus fundamentos
experimentales‘ son los siguientes:
1-.) La aplicacidn directa de microcristales de ACh en el AP , en
la corteza piriforme y en la porcién rostral del cingule inducen
la aparicidn de SOL y de suefio MOR, con una latencia corta
{(Hernandez~Pedn y col, 1963). Dicho efecto producido en el AP es
blogqueado por la administracion de atropina, un antagonista
colinérgico (Velluti y Hernandez-Pedn, 1963).
2-.) La administracién de atropina sistémica sincroniza el EEG al
mismo tiempo que aumenta de dos a tres veces la liberacidn de ACh
cortical (Celesia y Jasper, 1966).
3~-, Durante el suefioc MOR ocurre la mayor 1liberacidén de ACh
cortical (Jasper y Tessier, 1971) y del cuerpo estriado (Gadea-
Ciria y col, 1973), comparada con la vigilia y el SOL. A su vez,
la lesidn electrolitica del AP impide que se presente dicho
efecto.
4-.) El1 Hemicolinio-3, un inhibidor de la sintesis de Ach blogquea
la desincronizacién del EEG (Slater, 1968) y disminuye la
duracién de suefio MCR en el ciclo suefio-vigilia del gato (Domino
y Stawisky, 1971). Asimismo, 1la administracisén i.v.t del
Hemicolinio-3 inhibe el suefio MOR en gatos (Hazra, 1970)
5-.) La administracién de atropina sistémica disminuye el sueiio
MOR, sin afectar el SOL, en el gato pontino (Jouvet y col, 1973).

6-.) La administracién de ACh, o eserina un inhibidor de 1la
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acetil colinesterasa en la FRP inducen suefio MOR con una latencia
de 20 segundos y una duracién aproximada de 3 h. Dicho efecto es
potenciado con la administracién similtanea de tales compuestos
{Baghdoyan y col, 1984).

7-.) La estimulacién colinérgica de la FRP con betanecol (Hobson
y col, 1983), neostigmina (Baghdoyan y col, 1984) o fisostigmina
{(Sitaram y col, 1976), aumentan la cantidad de suefioc MOR.

8-.) La atropina y la escopolamina retrasan la aparicién y
reducen la duracién de 1los periodos de suefio MOR en sujetos
normales. Adicionalmente, la administracion endovencsa de
fisostigmina o arecolina, en los primeros periodos de suefio HOR,
aumentan el tiempo total de esta fase (Sitaram y Gillin, 1980).
9-.) La neostigmina, un inhibidor de la acetil colinesterasa,
produce un aumento en la cantidad de suefic MOR, a partir de un
incremento en la frecuencja y de una disminucién en la latencia.
Dicho efecto es blogqueado por 1la administracién de atropina,
mediante una reduccién en la frequencia y un aumento en la
latencia de suefio MOR (Baghdoyan y col, 1985)

10-.) La administracién de carbacol- un agonista colinérgico- en
la FRP, produce un incrementc en la cantidad de suerio MOR de
manera doéis dependiente (Gnadt y Pegram, 1986).

11-.) Existe un gradiente neuroanatémico de colinocepcidn en el
puente para inducir suefio MOR, de tal manera que el ‘tegmento
pontino dorsalis es el mas sensible a 1la estimulacion
colinérgica para provocar esta fastfa de suefio (Baghdoyan y col,
1987) .

12-.) Recientemente, Datta y col, 1991 demostraron que la
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administracion del carbacol (4 ug/250 nl) en la regidn
peribraguial del tallo cerebral produjo un aumento en la cantidad
de suefio MOR y de SOL con PGOs de 2 a 4 dias y hasta una semana
después de la administracién. Dicho efecto fué asociado con un
incremento de las ondas PGOs ipsilateral al sitio de
microinyeccién durante 24 horas. Ademas, encontraron que también
hubo un aumento en la cantidad de PGOs durante el SOL II y las
cuales no fueron asociadas con movimientos oculares. Estos
resultados indicaron que el aumento de suefio MOR producido por
el carbacol pudiera ser causado por una induccidén en la sintesis
de proteinas de las neuronas colinérgicas mediante un segundo
mensajero liberado durante la activacion inicial de la membrana y
que la aparicidn de PGOs pudiera producirse a traves de un
circuito local activado en forma selectiva y disociado del resto
de la red generadcra de suefio MOR

13~-.) La cepa de ratas Flinders, 1las cuales presentan
hipersensibilidad a la ACh, presentan mayor cantidad de sueifio
MOR, que otras cepas registradas (Shiromani y col, 1988 b).

14~.) Asimismo, se ha demostrado que neuronas y vias neuronales
localizadas dentro del tegmento pontino dorsolateral parecen
jugar un pap‘el critico en el suefio MOR, ya que en preparaciones
con transectos a través del cerebro medio, de tal forma gue
impidan las vias de entrada del cerebro anterior al tallo
cerebral. La fisostigmina y agonistas muscarinicos inducen
inmediatamente un estado de SP, incluyende también eventos
fasicos (espigas PGOs y MORs) y ¢tdénicos (inhibicién motora),
mientras que la atropina produce el efecto contrario. Estas

evidencias indican principalmente que el tallo cerebral es el
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sitio importante de accién de este neurotransmisor en 1la
generacicén de este estado.

En resumen, estos resultados claramente apoyan la
participacién de la ACh en la regulacién y mantenimiento de 1la
fase de sueno MOR. Asimismo, los resultados obtenidos por
Hernandez-Pedn en 1963, dieron pauta a proponer su modelo del
sistema de suefio, el cual fue integrado por la participacién de
ACh en diferentes estructuras cerebrales de la siguiente manera:
1-.) Un sistema de suefio, que consta de una porcién corticofuga
generada en regiones del sistema limbico, y una porcién
proveniente del tallo cerebral (FTG) y 1la médula espinal, 1las
cuales, convergen en el AP. 2-.) Un sistema de vigilia cuyo
principal contribuyente es el sistema reticular activador
ascendente (SRAA). Aunque cabe mencionar que ambos sistemas
colinoceptivos de suefio y vigilia, estan topograficamente
mezclados en el cerebro anterior medial y en el hipotadlamo
lateral,

De tal forma que para la generacidn de suefio, tiene que
inhibir activamente el sistema de suefio, via el AP, al sistema de
la vigilia ejerciendo su accién preferentemente sobre el tegmento
mesencefalico (TM). Evidencias posteriores apoyan este modelo:
1-.) La estimulacién local colinérgica del TM produce despertar
{Morgane y cols, 1969).

2-.) La aplicacién de microcristales de ACh, a varios niveles de
la médula espinal generan suefic (Rojas-Ramirez y Drucker-Colin,
1973).

Estos resultados mwmuestran la existencia, de un compcnente



HIPOTESIS DEL OCILADOR NEURAL { Hobson, 1978 )
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Pig 7. Modelo denominado de jinteraccién reciproca que integra la
teoria monoaminérgica y colinérgica del sueiio. El cual relaciona
la oscilacién de dos poblaciones neuronales. Por un lado, las
células localizadas en la FRP responsables de la generaclén de
suefioc MOR y por otro, las neuronas del LC y del rafé dorsal de
naturaleza aminérgica, las cuadles, decrecen su actividad para
permitir la activacidn de las células pontinas (Tomada de Salin-
Pascual y Ortega~Soto, 1989).



ascendente de suefio que sale de los cuernos dorsales de la
sustancia gris de la médula espinal, p?eferentemente a nivel
cervical y llegan hasta el tallo cerebral y cerebro anterior
generando SOL y SP.

Esta serie de evidencias inicialmente propuestas por

Herndndez-Pedn, sirvieron como modele para experimentos
posteriores., De esta forma, Hobson y McCarley, en 1977,
relacionaron la teoria monoaminérgica y colinérgica del sueiio
para proponer su modelo de interaccién reciproca. El1l cual
relaciona la oscilacién de dos poblaciones neuronales. Por un
lado, las células localizadas en la FRP responsables de la
generacién de suefio MOR que se sugieren sean colinérgicas y/o
colinoceptivas y por otro, las neuronas del LC y del rafé
dorsalis de naturaleza aminérgica, las cudles, decrecen su
actividad para permitir la activacién de 1las células pont%nas.
Este modelo sugiere la participacidén de varios grupos neurcnales
del tallo cerebral, asi como de diversos neurotransmisores que
son mediadores en estas areas, para la generacién de suefio MOR.
Sin embargo existe la siguiente limitante que no apoya a este
modelo:
1-.) Lesiones con 4acide kainico del campo tegmental
gigantocelular (FTG), no afectan los niveles basales de suefio MOR
del gato. Sugiriendo que dicha estructura participa unicapente en
la faciljitacidén de suefio MOR, pero no en su generacién (Drucker-
Colin y Bernal-Pedraza, 1983). Sin embargo, Jones en 1979,
demuestra que lesiones del FTG eliminan el suefioc MOR.

Evidencias recientes sugieren que el suefio MOR es generado

por una amplia distribucion neuronal a lo largo del tallo
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cerebral, mas que por una estructura en particular (Vertes,
1984) .

En resumen, la informacioén descrita anteriormente apoya de
manera sustancial la teoria colinérgica del suefio de Hernandez-
Pedn. Recientemente, se ha visto que 1la accién de la Ach no
parece depender exclusivamente de su funcidn como neurotransmisor
ya gue su efecto inductor de suefioc puede depender ademds de su
capacidad para estimular otros sistemas, comc el hormonal. Sobre
este aspecto, se tienen las siguientes evidencias:

1-.) La hormona de crecimiento (HC), es una de las hormonas que
se ha involucrado con la generacién de suefio MOR (Takahéshi,
1968), y su liberacién ocurre principalmente durante el suefio
delta, el cual ocurre al inicio la primera mitad del ciclo de
suenio del humano {Sassin, 1969).

2-.) La administracién de farmacos colinérgicos aumentan la
liberacidn de 1la HC (Leveston y Cryer, 1980).

3-.) La administracién de féarmacos anticolinérgicos, tales cowo
la metescopolamina (Mendelson y col., 1978); la atropina (Taylor
y col., 1985) y la pirenzepina (Peters y col., 1986), reducen la
liberacidén de la HC asociada al suefio delta en humanos.

En resumen, la ACh es el neurotransmisor cuya participacién
en. el control del suefioc MOR parece clara. Sin embargo, no es la
unica sustancia que estd involucrada en la modulacién de suefio
MOR. Existen compuestos de naturaleza proteinica, las denominadas
sustancias inductoras de suefio, que participan tanto en la

modulacién del suefio MOR, como del SOL.
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D=,.TEORIA DE LOS8 FACTORES INDUCTORES DE SUERO,

Esta teoria surgié a principios de siglo, por Pleron en
1913. Los resultados obtenidos fueron los siquientes: 1-.) La PS
a perros durante varios dias produjo la acumulacidén de sustancias
inductoras de suefic en el LCR de la cisterna magna, ya que cuando
fue administrado a perros que habian dormido ad libitum indujo un
estado de somnolencia. Esta evidencia sugirié la existencia de
sustancias inductoras de suefio ¢ hipnotoxinas, la cuales se
acumulaban durante la vigilia prolongada y eran las responsables
de la aparicién de suerfioc. A pesar de estos resultados, dicha
teoria fue retomada de manera formal hasta la década de los 60"s,
por diversos grupos de investigadores. A partir de entonces se ha
postulado la existencia de sustancias ¢ factores inductores de
naturaleza proteinica para el suefio lento y el suerio MOR, en el

plasma, en el LCR, en la orina y en el cerebro.

.PACTORES INDUCTORES DE SUENO EXTRAYIDOS DEL BLASMA

Monnier y col, en 1963, sugirieron la existencia de una
sustancia inductora de suefio en el plasma de conejo. Su modelo
experimental fue el siguiente: Utilizaron parejas de conejos que
tenian circulacidén cruzada, mediante la anastomosis de las venas
yugulares. Al conejo donador, ademas se le colocd un electrodo en
los nticleos intralaminares del talamo y se le estimulé
eléctricamente. Dicha estimulacién produjo sincronizacidén del
EEG, a lo gue Monnier denomind "suero delta ortodoxo", asimismo
observaron que a los pocos minutos depués de la estimulacidn el
animal receptor se durmié. Este experimento sugiridé, que el

cerebro del animal estimulado . liberd alguna sustancia
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hipnégenica, via el torrente circulatorio, la cual llegé al
cerebro del animal receptor y produjo suefio. Por lo que, el
siguiente objetivo fue entonces aislar el principio activo del
plasma y comprobar su efecto en el suefo. Las evidencias
experimentales encontradas fueron las siguientes:

1-.) El dializado obtenido de la sangre de un conejo dormido al
administrarse por via endovenosa (Monnier y Hosli, 1964; 1965) &
i.v.t inducia suefio en un conejo despierto (Monnier y Hatt,
1971) .

2=-.) El principio activo del dializado fue un nonapéptido (GLU-
GLY-SER-ALA-ASP-GLY-GLY-ALA-TRP-NH2) con un peso molecular de 849
daltones, el cua} cuando se administra en el 3er. ventriculo del
conejo, induce SOL (Monnier y col, 1972).

Debido al efecto de este factor sobre el suefio delta se le
denominé péptido inductor de suefio delta, cuyas siglas en inglés
son DSIP (Delta Sleep Inducing Peptide).

3-.) El DSIP se encuentra en el cerebro de rata (Kastin y col,
1988), en el interior de neuronas serotoninérgicas,
catecolaminérgicas y productoras de somatostatina (Ernst y
Schoenenberger, 1988), asi como en el suero (Kastin y col, 1978)
¥y en el LCR de humanos (Kato y col, 1985).

4-.) A pesar de que existen estudios que no apoyan 1la
participacién del DSIP en la induccién de sueio (Tobler y
Borbély, 1980; Mendelson y col., 1980), actualmente este péptido
se utiliza con fines terapéuticos, para tratar de corregir
disfunciones del suefio, tales como el insomnio y la narcolepsia

sin gue los resultados sean aun concluyentes (Schneider -Helmert,
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1988).
Posteriormente, ademas de la existencia del DSIP en el
plasma, se evidencidé la existencia de otra sustancia inductora de

sueno presente en el LCR.

PACTORES INDUCTORES DE BUENO EXTRAIDOS DEL LCR DE ANRIMALES
PRIVADOS DE SUEFQ.

Pappenheimer y col en (1967), retomaron los experimentos de
Pieron y propusieron la existencia de una sustancia inductora de
suefo presente en el LCR de cabras PS. Su modelo experimental fue
el siguiente: La PS estaba integrada por un sistema de alarmas y
electrochoques que iniciaban su actividad cuando era detectado el
relajamiento de la musculatura del animal. Mediante este sistema
las cabras fueron PS por 24, 48 y 72 horas y posteriormente se
les extrajo LCR. Después este LCR fue administrado i.p. a
diferentes grupos de ratas. Los resultados mostraron que el LCR
indujo suefio conforme mas prolongado fue el tiempo de privacidn.
Sin embargo, una 1imi'tante de este estudio fue que la evaluacién
de suefio en las ratas solo fue realizada de manera conductual,
mediante el ciclo actividad-reposo. Este experimento sugirié que
el LCR de animales privados de suefic contenia sustancias cuya
principal actividad era ia de inducir suefio y las cuales podian
ser transferidas de una especie animal a otra. Debido a que esta
sustancia o factor inducia suefio, Pappenheimer, 1le denomind
factor S. El siguiente paso fue nuevamente, al igual que el grupo
de Monnier, separar el principio activo del LCR y comprobar su
efecto en el suefio. Las evidencias experimentales obtenidas

fueron las siguientes:
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1-.) Mediante cromatografia en Sefadex G-10, se sugirié que el
factor S era un oligopéptido de menos de 500 daltones (Krueger,
1985 a).
2-,) El factor S induce sincronizacién del EEG acompanade de
suefio conductual (Fencl y col, 1971).

Esta linea de investigacién fue continuada por Krueger y su
grupo, quienes aportaron las siguientes evidencias:
1-.) El Factor S es un proteoglicano, el muramil dipéptido (MDP)
(Krueger y col, 1985a), el cual se ha sugerido, es aportado a la
economia del organismo por las bacterias del tracto digestivo.
2-.) El MDP, fue el mas potente de los péptidos muramil, para la
induccién de SOL (Krueger y col, 1985 b). Sin embargo, el efecto
producido por el MDP en el sueio no fue del todo claro debido a
las siguientes limitantes:
a-.) La concentracion del MDP fue 10 veces mayor gque la
concentracién utilizada del factor S, para la produccién de sueiio
(Krueger y col, 1985a).
b-.) El MDP aumenté el SOL a expensas de una reduccidén del suerio
MOR, durante las 6 horas siguientes a su administracién (Krueger
Y col, 1985 b).
c-.) Se ha sugerido que el aporte cotidianc del Factor S (MDP)
para inducir el sueno cotidiano es suministrado por la flora
natural del organismo; por 1o que, en sujetos de edad avanzada,
cuya flora estd disminuida, deberian existir alteraciones del
sueho. Esta hipdtesis no esta completamente fundamentada, ya que
a pesar de que la penicilina destruye la pared bacteriana vy
aumenta la disponibilidad de péptidos muramil, no aumenta la

) cantidad de suefio en ratas (Rojas Ramirez y col, 1977); mientras
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que en los neonatos, cuya flora natural también es escasa,
presentan una mayor cantidad de suerio durante la ontogenia
(Roffwarg, 1966) .

d-.) El efecto inductor de suefio del MDP es acompaiado por un
incremento en la temperatura corporal Yy estimula la respuesta
inmune (Krueger y col, 1985). Pese a estas desventajas, estudlos
de microinyeccién del MDP en diversas regicnes cerebrales, han
sugerido que el sitio de accidén del MDP esta en el AP, hipotalamo
y subtdlamo (Garcia-Arraras y Pappenheimer, 1983).

Debjido a las limitantes del factor S o MDP para la induccién
de suefio Y a los efectos producidos sobre la temperatura
corporal, actualmente, Krueger y col, (1988), han postulado la
teoria inmunolégica para la regulacién del ciclo suefio-vigilia,
en la cual han involucrado a la interleucina-1 y al interferén-
alfa 2 como factores inductores del SOL. Sin embargo, dichos
factores, también son controversiales en su participacion para
la regulacioén del suefio.

Por otra parte, ademds de los factores inductores de suefio
extraides del plasma y LCR, se ha evidenciado la existencia de

otra sustancia inductora de suefo presente en el tejido cerebral.

FACTORES INDUCTORES DE SUERO EXTRAIDOS DEL TEJIDO CEREBRAL

Estudios iniciales realizados por Drucker-Colin Y. col, en
los afios 70, hicieron evidente que la transferencia de perfusados
extraidos de la FRM de gatos PS a la zona homdloga de gatos sin
privacién induce suerno.

Con base en estas evidencias, Nagasaky y cols, (1974);:

continuaron las investigaciones al respecto y reportaron las
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siguientes resultados:

1-.) Extractos del tallo cerebral de ratas PS por 24 hrs, después
de homogeneizarlos, dializarlos y 1liofilizarlos, promueve la
aparicidén de SOL y de suefioc MOR al inyectarleo i.p. a ratas
normales. Debido a estos efectos le nombraron sustancia promotora
de sueno (SPS) (Nagasaky y col, 1980).

2-.) La administracidn de la SPS en el tercer ventriculo induce
un aumento de SOL en el periodo de obscuridad durante el primero
Yy segundo dia, pero no produce cambios durante los periodos de
luz. Mientras, gue el suefio MOR aumento solo durante el periodo
de obscuridad del 2o. dia (Inoué y col. 1983).

3-.) Asimismo, la administracién i.p. de la SPS induce SOL en
ratones y también se observa un efecto tardio sobre el suefio MOR
(Nagasaki y col. 1980).

4~.) La caracterizacidén biogquimica de la SPS inicialmente hecha
por Sefadex G-10 y cromatografia de capa delgada mostré que es
una molécula de 500 daltones.

5-.) La SPS produce inhibicién de la descarga -espontdnea del
ganglio abdominal del cangrejo de rio (acocil) (Nagasaki y col.
1976). Por lo que sugirieron que la SPS es una sustancia de
indole proteinica con poderosas propiedades inhibitorias.

6-.) Recientemente, se han encontrado tres principios actives en
el homogeneizado del tallo cerebral demostrando que uno de ellos
es la Uridina y que es la mas potente de los tres para inducir

SOL.
De todas las sustancias inductoras de suefio citadas

anteriormente, la SPS presenta una ventaja a diferencia del DSIP

y del factor S, ya que es.el primer factor inductor de sueiic que
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se obtiene de una regién especifica del parénquima cerebral, por
lo que puede sugerirse su sitio de accién. Sin embargo, al igual
que las otras, su efecto es preferencialmente sobre el SOL y casi
sin ningun efecto sobre el suefio MOR.

Debido a que han sido propuestas diferentes sustancias para

la regulacion del ciclo suefio-vigilia, y en la mayoria de los
casos el efecto de dichas sustancias mas que inducir es facilitar
la aparicidon de sueho, Jouvet en 1982, propusd los siguientes
parametros para identificar un factor inductor de suedo:
1-.) Ser una sustancia endégena, 2-.) aumentar durante la PS,
3-.) activar los mecanismos del sueio, 4-.) inducir un efecto que
dependa estrechamente de la dosis, 5-.) su inactivacién debe
inducir insomnio, 6-.) su administracion excgena debe incrementar
el suefio en sujetos insomnes.

sin embargo, la mayoria de estos pardmetros no han sido
investigados de manera profunda para dichas sustancias ¢ factores
inductores de suefio, por lo que los resultados descritos
anteriormente no son concluyentes y alun mas el término de
factores inductores de suefio resulta estar mal efnpleado, debido a
que estas sustancias mas gue inducir, es facilitar la aparicioén
del suefio, por lo gue a la mayoria se han denominado factores
facilitadores de suefioc (Jouvet y col, 1976).

Finalmente, a lo largo, de esta revisidn, sobre las
diferentes sustancias inductoras de suefio, podemos concluir que a
pesar de las evidencias experimentales, se desconocce la cinética
y el mecanismo de accidn de dichas sustancias. Sobre este punto,

creemos que una sustancia de suefo puede actuar de manera
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indirecta, sobre uno 6 mas substratos neuronales, que pueden ser
parecidas funcionalmente para aumentar el suefio. Asimismo, es
posible que tales redes pudieran actuar a través de un mecanismo
de retroalimentacidén, donde la alteracidén de eventos conductuales
y bioquimicos de estas células asociadas, afecten el sueiio per
se. Las numerosas sustancias bioquimicas y los tipos celulares
involucrados en la regulacién del suefio, nos ofrecen un cuadro
tedrico dificil, para tratar de explicar los mecanismos gque
subyacen al suefio, en el cual miltiples variables fisidlogicas
pueden alterar este evento.

A pesar de estas limitantes, recientemente han sido
propuestos los neuropéptidos como posibles factores inductores de
suefio.

NEUROPROTEINAS Y SUEHNQ

La relacién de las proteinas y el suefio fué sugerida por
Oswald, en 1969. El propusd dque el rebote de suefic MOR gue se
presenta después de la administracidén crénica de farmacos
neurcactivos refleja una fase de reparacién neuronal que depende
de proteinas cerebrales. Esta hipétesis sugirid que la reparacidn
deberia llevarse a cabe a base de proteinas, por lo gque propuso
que el rebote de suefic MOR deberia acompafarse de un aumento en
la sintesis de proteinas. Los siguientes estudios colateralares
apoyan esta hipdtesis:

1-.) La secrecidén de la HC, se libera en mayor cantidad en el
humano durante la fase de suefo delta (Takahashi y col, 1968}.
2-.) La PS delta en humanos disminuye la liberacion de la HC
(Karacan y col, 1971).

3-.)} En ‘nifios con liberacién deficiente de la HC, el suefio delta
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no estd afectado, pero si el suefio MOR (Orr y col, 1977).

4-.) La administracidén de la HC a gatos (Stern y col, 1975),
ratas (Drucker-Colin y col, 1975) y humanos (Mendelson y col,
1980) aumenta el suefio MOR sin afectar el SOL y dicho efecto fué
dosis-~dependiente.

En resumen y con base en estos antecedentes se sugirié que
durante el suefio delta, en humanos, se activan mecanismos de los
que depende la liberacidén de la HC, y gue esta hormona activa
mecanismos de los que depende el suefio MOR. Debido a gue la HC es
una hormona anabdlica, se supuso que el mecanismo por el cual
induce suefio MOR, es facilitando la sintesis de proteinas, E1l
siguiente paso fué entonces determinar la participacién de las
proteinas en el suefio MOR. Sobre este aspecto destacan los
trabajos realizados por Drucker-~Colin y su grupo, cuyos aportes
experimentales fueron los siguientes:

1-.) La administracién de cicloheximida- un inhibidor de 1la
sintesis de proteinas- a ratas produjé un rebote de suefilc MOR
después de la suspension del farmaco (Stern y col, 1972).

2-.) burante el ciclo suefio-vigilia del. gato existen cambios en
los niveles de proteinas de la FRM y el pico maximo de proteinas
ocurre durante el suefio MOR (Drucker-Colin y col, 1975).

3-.) La caracterizacién bioquimica de los perfusados obtenidos de
la FRM durante el sueiio MOR contenian dos proteinas con un peso
molecular de 75,000 y 45,000 daltones exclusivos .de esta fase
de suefic (Spanis y col, 19876).

4-.) Lesiones bilaterales en el area predptica (AP), inducen una

disminucién de suefio, principalmente de suefic MOR y asimismo se

37



elimina la liberacion de dichas proteinas (Drucker-Colin y
Gutiérrez, 1976).
5-.) La administracidén de anticuerpos especificos para las
proteinas de la FRM dentro de la zona homoldga de gatos
normales, reducen de manera selectiva la cantidad de suerio MOR
(Drucker-Colin, y col 1980).
6~.) Inhibidores de la sintesis de proteinas tales como el
cloranfenicol (CAP) y la anisomicina, inhiben el suefio MOR sin
afectar el SOL (Rojas-Ramirez y col, 1977).
7-.) Asimismo, el CAP también impide el rebote de suefic MOR que
se observa después del tratamiento con anfetamina (Drucker-Colin
y Benitez, 1977).
8~.) El rebote de suefio MOR posterior a la privacidén instrumental
de sueiio es abolido por la administracidn de CAP (Espejel, 1980).
A partir de estas evidencias, se postuld que las proteinas
cerebrales estan asociadas al suefio MOR. Sin embargo, aun se
desconoce que proteina o familia de proteinas son las
responsables de este evento. No obstante, recientemente, han sido
propuestos los neuropéptidos como posibles factores inductores de
suefo.

NEUROPEPTIDOS Y SUERO

En 1982, Riou y col, realizaron una serie de estudios para
determinar la participacién de alqunos neuropéptidos sobre el
ciclo suefio-vigilia de la rata. Los resultados obtenidos fueron
los siguientes:

1-.) La administracién de la angiotensina II, renina, sustancia P

y de la arginina-vasotocina en ratas normales, disminuyen el
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suefio MOR, a expensas de un aumento en el SOL, excepto por la
sustancia P que aumenta la vigilia (Riou y col, 1982 a).

2-.) La administracién de la neurotensina, met y leu encefalina y
de la colecistocinina-octapéptide (CCK-8) no modifican el ciclo
suefio-vigilia de ratas normales (Riou y col, 1982 b)

3-.) La administracién i.v.t. del polipéptido vasoactivo
intestinal (VIP), aumenta significativamente el suefio MOR sin
inducir SOL, en ratas normales e insomnes pretratadas con PCPA
(Riou y col, 1982 ¢).

A partir de estos trabajos, se determiné que el VIP fué el
inico neuropéptido gque incrementé la fase de suefio MOR.
Posteriormente, se demostrd que el VIP produce el mismo efecto en
gatos (Drucker-Colin y col, 1984) y en conejos normales (Obal y
col, 1989) y que su efecto inductor de suefic no depende de
cambios en la temperatura cerebral (obal, 1986 a).
Ademads, Kruisbrink y col, 1987; demostraron que la administracién
constante de VIP (200 ng/ dia) en ratas, incrementa la cantidad
de sueioc MOR de manera significativa durante el periodo de luz y
el de obscuridad. Asimismo, se hizo evidente que el VIP presenta
un efecto inductor de suefio MOR mias potente que el factor
liberador de la HC y que la CCK-8, en ratas normales (Obal Jr,
1986 b).

Poco después, el estudio de los efectos del VIP en el suefio

son abordados con otra perspectiva.

LCR DE ANIMALES PS8 Y NEUROPEPTIDOS
Esta linea de investigacion se deriva de las observaciones

iniciadas por Pieron, el cudl postuld que el LCR de animales PS,
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contenia sustancias inductoras de suefic en animales normales,
Esta idea fué retomada recientemente con un nuevo enfoque, la
posible participacidn de los neuropéptidos en el efecto inductor
del LCR de animales P5. Los trabajos gue sustentan esta hipdtesis
son los siguientes:

1-~) La administracién de LCR de gatos PS por el método del
tangue, induce suefio MOR en animales insomnes por la
administracién de PCPA (Sallanon y col, 1982; Prospéro-Garcia y
col, 1986).

2-.) El efecto inductor de suefio MOR del LCR de animal.es PS,
tambien es observado en ratas insomnes por propranolol Yy
adicionalmente demuestran que el LCR de animales PS por 72 horas
es mas potente que el de 24 6 48 horas (Adrien y Dugovic, 1984),

3-.) La PS5 en gatos y el tratamiento simultanec con PCPA, impide
el rebote de S0L, pero no el de suefio MOR posterior a la PS
{sallanon y col, 1983). Sin embargo, si estos animales insomnes
son adicionalmente tratados con cloranfenicol, la administracién
del S-HTP o la S5-HT inducen SOL pero no suefio MOR (Petitjean y
col, 1985).

4-.) El1 efecto inductor de suefio del LCR de animales PS, es
abolido si previamente el LCR PS se calienta a 94-C durante 15
min 6 bien si los animales PS son similtaneamente tratados con
cloranfenicol (Prospéro-Garcia, y col, 1986). R

5-.) E1 VIP a dosis de 200 ng y el LCR de gatos PS restituyen el
insomnio producido por la PCPA en gatos, incrementando la
cantidad de suefio MOR, especificamente la frecuencia (Prospéro-
Garcia, 1986).

Estas series de experimentos, apoyaron la idea de que en.el
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LCR se acumula material hipnégenico durante la PS de posible
naturaleza proteinica y sugirié la posibilidad de gque ambos
factores fueran los mecanismos responsables de la generacidén de
suefio MOR. Posteriormente, Drucker-Colin y col, en 1988
demostraron que la incubacioén del LCR de gatos PS con
anticuerpos anti~VIP inhiben el efecto inductor de suefio del
mismo. Estas evidencias sugirieron que el VIP o una molécula
inmunolégicamente parecida podrian ser el factor inductor de
suefio MOR del LCR.

En la siguiente seccidn revisaremos brevemente algunos

aspectos funcionales del VIP.

EL POLIPEPTIDO VASOACTIVO INTESTINAL (VIP)

El VIP es un polipéptido de 28 aminodcidos con un peso
molecular de 3326. Su secuencia de aminoadcidos es la siguiente:
HIS-SER~-ASP-ALA-VAL-PHE-THR-ASP-ASN-TYR-THR-ARG-LEU-ARG-LYS-GLN-
MET-ALA-VAL-LYS-LYS-TYR-LEU-ASN-SER-ILE-LEU-ASN (NH2) .Inicialmente
este péptido fué localizado en el duodeno (Said y Mutt, 1970),
pero ahora se conoce gque existe en el sistema nervioso central
(SNC) (carlquist y col, 1982) y en el sistema nervioso periférico
(SNP) (Larsson y col, 1976). La amplia distribucién del VIP es
correlacionada con una amplia variedad de actividades bioldégicas
incluyendo vasodilatacidn sistémica, incremento de la actividad
cardiaca, broncodilatacién, hiperglicemia, relajacién del misculo
liso, algunos efectos diferenciales en procesos secretorios del
tracto ga'st:rointestinal y en la motilidad gdstrica, induce
glicogénolisis en higado y en corteza cerebral, potencia 1la

conducta sexual e incrementa la cantidad de suefic MOR en animales
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normales e insomnes pre~tratados con PCPA (Gozes Yy Breneman,
1989; Magistretti, 199%0).

El VIP muestra similaridades estructurales con otras
hormonas gastrointestinales, tales como la secretina, el
glucagon, el péptido inhibitorio gastrico, el péptido histidina
isoleucina (PHI) y el factor liberador de la He, por lo que
pertenece a una familia de péptidos, a la cudl le han denominado
grupo secretina-glucagon (Mutt, 1988). De todos estos péptidos,
se ha demostrade gue el VIP muestra el mayor grado de homologia
en la secuencia de aminodcidos con la helodermina, un péptido con
el que comparte 15 residuos de aminoacidos en 1la wmisma posicién
(Magistretti, 1990).

Mediante estudios de inmunoreactividad y de union especifica
se ha demostrado gue el VIP se localiza en las siguientes
estructuras cerebrales, presentandc un gradiente de concentracién
en el cerebro de diferentes mamiferos.

1-.) Las mayores coﬁcentraciones de VIP se 1localizan en la
corteza cerebral (Cx) en una poblacién homogenea de interneuronas
bipolares, radialmente orientadas y en diferentes estructuras del
cerebro anterior basal: el septum, estria medularis, amigdala,
miclec acumbens, hipotdlamo, hipocampo, cuerpo estriadec y el NSQ
(Said y Rosenberg, 1976:; Giachetti y col, 1977; Besson y col,
1979; Said and Rosenberg, 1972). De todas estas estructuras, el
NSQ es el que presenta las mayores concentraciones de sintesis de
VIP en el SNC (Card, y col, 1988).

2-.,) Concentraciones moderadas (1 ng/mg de proteina) de VIP han

sido 1localizadas en 1los nucleos hipotalamicos peri vy
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paraventriculares (Eiden y col, 1982), en la sustancia gris
periacueductal y estructuras ventrales al 4- ventriculo (Obata-
Tsuto y col, 1983; Wang y col, 1983; Besson y col, 1979).

3~-.) Concentraciones bajas (0.8ng/mg de proteina) estan
localizadas en el area postrema, RD, LC y el niclec tegmental
dorsal (Sutin y Jacobowitz, 1988).

3~-.) El1 VIP también se localiza en estructuras periventriculares
(Besson y col, 1979) y en el LCR de gatos (Wang y col, 1983},
ratas (Kaji y col, 1883), perro, mono (Ebeid y col, 1978) y
humanos (Ebeid y col, 1979; Fahrenkrug y col, 1977).

Estos resultados sefialan gque el VIP presenta una
distribucion regqgional discreta y que su concentracién varia de
acuerdo a la estructura cerebral, aungue las mayores
concentraciones se localizan en el cerebro anterior. Por otra
parte, se ha demostrado que existen variaciones ontogenéticas de
la concentracion de VIP cn el cerebro de la rata. De esta forma
se ha visto, que el feto de 16 dias de gestacidn no tiene VIP.
Sin embargo, el neonato que lleva horas de nacido ya presenta VIP
en diversas 4reas del cerebro que incluyen: el hipotdlamo, el
tallo y la Cx, entre otras. A los 42 dias postnatal, la
concentracién del VIP se estabiliza y se encuentra en las mismas
concentraciones en el adulto. Esto no ocurre asi en el duodeno,
ya que en esta estructura sigue aumentando su concentracidén aun
en el adulto (Emson y col, 1979).

Las concentracliones de VIP en el adulto disminuyen de
acuerdo con la edad. De esta manera se ha observado, mediante
estudios de inmunocitogquimica, que existe un decremento del 36%

de neuronas VIPérgicas.en el NS de ratas viejas en relacidn con
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ratas Jovénes. Sin embargo, en las ratas viejas el tamaifio
promedioc de estas neuronas aumenta, lo gue Sugiere un proceso
compensatorio en la disminucién del numero de dichas neuronas
{(Chee, y col, 1988). Asimismo, el NS esta involucrado en regular
los cicles de luz medioambientales, actuando como un reloj
circadico responsable de 1la orquestacién de 1los ritmos
circadianos endégenos (Van den Powley, 1979), 1o que sugiere una
estrecha relacién funcional entre este péptido y dicho substrato
neuronal. En este sentido, se ha demostrado que las
concentraciones del VIP en el NS dependen de las condiciones de
luz—~obscuridad, ya que cuando los animales son expuestos a
condiciones constantes de luz la concentracién de VIP disminuye.
Estos resultados sugleren que las neuronas que contienen VIP en
el NS estan involucradas en mediar la informacidén fética dentro
de este nuclec. Por otra parte, se sabe que la expresjion del
acido desoxirribonucleico (RNA) mensajero para VIP (VIP-mRNA)} en
la rata, disminuye durante el pericdo de luz y aumenta durante el
periodo obscuro (Gozes y col, 1989). Estos resultados sugieren
que la maquinaria de sintesis para VIP ocurre durante el periodo
obscuro, fase durante la cuil se presenta el periodo de actividad
6 de vigilia en la rata y en consecuencia durante el pericdo de
luz el VIP sintetizado es utilizado cuando el animal duerme,
bajo condiciones normales. Posiblemente, estos resultados
sugieren que el NS es una estructura importante para mediar el
efecto inductor de sueho del VIP.

La liberacidén de VIP puede provocarse a través de estimulos

despolarizantes en cortes neocorticales de una manera dependiente
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de Ca+. El K+ también produce una liberacién de VIP y esta
liberacion es insensible a blogueadores de canales de Ca+, tales
como las dihidropiridinas. E1 VIP también puede ser liberado por
la 4-aminopiridina. Dicha 1liberacién es de naturaleza
transindptica, dado gque es sensible a la tetrodotoxina, aun mas
este involucra la formacién de metabolitos de acido araquiddénico
via lipoxigenasa, dado que este efecto es decrementado por
inhibidores de la lipoxigenasa. Estas observaciones sugieren que
la 4-aminopiridina provoca 1la 1liberacidén de uno & mas
neurotransmisores, el cual en turno modula la liberacién de VIP
via la cascada de acido araquidonico (Magistretti, 1990).

Por otra parte, estudios in vivo en la neocorteza del gato

indican que la liberacién de VIP es realizada bajo el control de
varios sistemas de neurotransmisores. E1 GABA y la NA (via los
alfa-2 adrenoceptores) inhiben su liberacién, mientras que
agonistas colinérgicos y el glutamato estimulan la liberacién de
VIP (Harty y col, 1986)

En cuanto a la presencia de receptores, se ha demostrado que
en el cerebro anterior de la rata, existe una alta densidad de
receptores en la neocorteza, en las capas I, II, IV y VI (Staum-
Olsen y col, 1982), en el bulbo olfatorio, en el giro dentado,
subculiculum, el NS, el supradptico y en el dorsomedial;
mientras que en el hipotalamo existe una moderada densidad (De
Souza y col, 1985; Besson, 1988). En el tallo cerebral, Martin y
col, en 1989; demostraron que las mayores densidades de
receptores se distribuyen preferencialmente en el LC, &rea
postrema y en los organos subcomisurales y en . la- capa

subependimal de los ventriculos. Estos resultados, evidencian que
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la mayor cantidad de receptores para VIP se distribuyen
preferencialmente en el diencéfalo y por otra parte sugieren que
es muy probable que el VIP participe en la howmeostasis del LCR y
en la permeabilidad de la barrera hematoencefdlica debido a su
distribucién (Magistretti, 19%0).

Asimismo se ha demostrado, que el principal segundo
mensajero activado por la ocupacidén del receptor para VIP en
diversas regiones cerebrales es 1la proteina G mediada por 1la
adenilato ciclasa, lo que produce un incremento en los niveles de
AMPe (Quick y col, 1978). La formacién de AMPc estimulado por el
VIP ha sido mostrado en varias especies y parece estar sujeto a
la modulacién de otros neurotrasmisores corticales. A su vez, el
GTP Yy sus analogos inhiben el pegado al receptor de VIP y
potencian la sintesis de AMPc en respuesta al VIP.

Por otra parte, el VIP aparte de tener sus propias neuronas
que lo 1liberan, interacciona y coexiste con diversos

neurotransmisores, tales como la ACh, NE y S5-HT, principalmente.

INTERACCION VIP -~ ACh.

En el caso de la ACh, se ha mostrado que el VIP coexiste con
la ACh ( > 80 % de co-localizacién) en la CX cerebral de la rata
(Peters y Harriman, 1988). Asimismo, el VIP aparentemente
facilita la actividad de la ACh para liberar saliva de 1la
glandula submaxilar del gato (Lundberg y col., 1982) o
catecolaminas (Malhotra y col., 1988) de la médula suprarrenal,
para despolarizar neuronas del ganglio vesical de gato (Kawatani
y col., 1985) y del ganglioc mesentérico de cobayo (Mo y Dun,

1984). Adn mads, el VIP aumenta la actividad de la CAT,
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sugiriendo que facilita la sintesis de ACh, en el hipotdlamo y el
hipocampo (Luine y col., 1984). El1 VIP también esta presente en
estructuras donde se localizan neuronas inmunoreactivas para
colina acetil transferasa, tales como el hipocampo, asi como en
areas del tallo cerebral que reciben proyecciones del sistema
tegmental mesopontino (Woolf and Butcher, 1989). También aumenta
la unién de ACh a los receptores muscarinicos {ILundberg y col.,
1982) y modula la liberacién (Lundberg, 1981) y el recambio (Eva
y col,, 1985) de ACh. Asimismo, estudios in vive demuestran que
agonistas colinérgicos y el glutamato estimulan la liberacién de
VIP en la neoccrteza del gato (Wang y col, 1986). En forma
correspondiente, la ACh facilita la liberacién de VIP al LCR de
una manera dependiente de la dosis (Kaji y col., 1983). Estos

hallazgos sugieren una estrecha relacién, entre la ACh y el VIP.

INTERACCION VIP-5-HT.

Por otra parte, se ha demostrado que el VIP también coexiste
con. 5-HT en el AS (Héry y col, 1986). E1 VIP incrementa la
liberacién y sintesis de 5-HT en el AS, su accién resulta
parcialmente de una inhibicidén en la recaptura de 5-HT. Asimismo,
Rostene y col. (1984) demuestran que en cortes de hipocampo el
vIP incrementa el numero de receptores de 5-~HT-1.

INTERACCION VIP - NE.

Asimismo, se ha evidenciado que el VIP también coexiste con
la NE en la CX cerebral de ratas (Magistretti y Schorderet,
1984) . '

En conclusion podemos sugerir que el suefio esta modulado por
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un sistema complejo, altamente organizado, Las evidencias
anteriormente mencionadas sugieren, que el suefio puede estar
facilitado por un sistema hormonal cuya oscilacidén actividad-
inactividad depende de estructuras que regulan los ritmos
circddicos. Dicha actividad a su vez también facilitaria 1la
sintesis de neuropéptidos, gque actuarian como factores inductores
Y que permiten que se presente el SOL o suefio MOR. Estos
probalemente inciden sobre la actividad de sistemas de
neurotransmisores, los que se encargan de incrementar la fase.
En particular, creemos gque el VIP es un neuropeptido con
propiedades inductoras de suefio MOR, y que su mecanismo de accion
para la induccidén de suefio depende probablemente de su capacidad
para estimular cascadas de eventos secundarios y en consecuencia

se presente el suelio.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Como hemos mencicnado anteriormente, existen trabajos que
reportan que posterior a la PS durante la fase de recuperacién,
ocurre un rebote de suefic en la rata, gato y humano. Asimismo, la
administracién de LCR de animales PS, induce suefo en animales
normales (Pieron 1914; Pappenhaimer, 1968): ¢ bien revierte
parcialmente el insomnio farmacoldgico inducido por la PCPA
{Sallanon y col, 1982, Prospéro-Garcia y col, 1986) vy el
propranolol (Adrien y Dugovic, 1984). Sin embargo, hasta el
momento, se desconocia el efecto de la extraccion de LCR sobre
los parametros de suefio del mismo animal donador. Por lo que el

objetivo del experimento 1 fué, determinar el efecto de 1la:
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extraccién de LCR de gatos PS por 24, 48 y 72 horas scbre el
rebote de suefioc MOR.

Por otra parte, el VIP ha sido propuesto como una sustancia
inductora de suefioc, ya que induce suefic MOR en gatos normales
(Drucker-colin y col, 1984) Yy en gatos y ratas insomnes por PCPA
(Riou y col, 1982, Prospero-Garcia y col, 1986). Recientemente,
se ha sugerido que el VIP & una sustancia parecida al VIP podrian
ser uno de los principios activos del LCR de animales PS para 1la
induccién de suefio MOR (Drucker-Colin y col, 1988)., Sin embargo,
hasta el momento se desconocia si la concentracidén de este
neuropéptido en el LCR dependia del tiempo de privacién. Por 1lo
que, en el experimentc 2 decidimos determinar la concentracién
del VIP mediante la técnica de RIA en el LCR de gatos PS por 24,

48 y 72 horas.
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IV- MATERIALES Y METODOB

EXPERIMENTO 1:

Se utilizaron gatos de ambos sexos (2.5-3.5 kg), los cuales
fueron implantados bajo anestesia con pentobarbital sdédico para
registros convencionales de suefio, mediante cirugia
estereotdxica. En estas condiciones, se colocaron electrodos
bipolares en los huesos parietales para registro del EEG y en el
canto externo de los ojos para registrc de los movimientos
oculares (E0G), asi como electrodos de alambre insertados en los
misculos de la nuca para registro del EMG y de electrodos
tripolares colocados en ambos cuerpos geniculados laterales para
el registro de las ondas PGOs. Todos los electrodos fueron
soldados a un conector y fijados con cemento dental.
Adicionalmente, se colocd una cdnula de acero inoxidable calibre
21 en el IV ventriculo. Las coordenadas fueron: P 4 mm; L 0 mm, V
-2.5 mm. Su colocacidén fué verificada a través de la extraccion
de LCR con una microjeringa Hamilton. En este lugar, la cdnula
fué fijada con cemento dental. Finalmente, se colocd un mandril
dentro de la canula para evitar la salida de LCR y se administrd
penicilina por via i.m. para prevenir infecciones, asi como
solucién salina fisiolégica para rehidratar al animal. Después de
la cirugia, todos los animales se dejaron recuperar durante un
periodo minimo de una semana. Posteriormente, los animales fueron
dividides en 8 grupos (n=7 por grupo) bajo las siguientes
condiciones (ver disefio experimental 1): Grupo 1: Animales en
condiciones control (CCON) sin ninguna wanipulacién y sin PS,

Grupos 3, 4 y 5 PS por el método del tanque durante 24, 48 y 72
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° - PS 48 HRS
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horas, respectivamente, sin extraccién de LCR. El método del
tanque ¢ de la isla priva selectivamente de suefic MOR y de SOLII
Y consiste en colocar al gato scbre un pedestal cuadrado, de 11
cm por lado y 20 cm de alto. El pedestal est& colocado dentro de
un tanque que tiene un nivel de agqua de 5 c¢m, por lo que cuando
el animal pasa del estado de vigilia al de suefio hay pérdida del
tono muscular y en consecuencia el animal cae al agua, se
reincorpora a la plataforma y de esta manera permanece
despierto. Por otra parte, el grupc 2 mantenido en CCON y 1los
grupos 6, 7 y 8 que fueron PS por 24, 48 y 72 horas, después de
los respectivos periodos de privacién se les extrajeron 100 ul de
LCR del IV ventriculo, con un rango de extraccién de 20-30 ul x
min. El volumen extraido fué reemplazado por LCR artificial
(Sallanon y col, 1982), inmediatamente después de la extraccidn
de LCR. Por ultimo, el grupo 9 (n=4) fué mantenido en CCON de PS
mediante una plataforma grande de 60 cm por lado x 20 cm de alto
dentro del tanque, de tal forma que los animales pudieran dormir
pero que estuvieran bajo las ﬁismas condiciones de estres de los
animales Ps.

Al final de estas manipulaciones los animales fuercn
registrados poligraficamente durante 12 horas continuas. Los
registros de suefio obtenidos, fueron calificados de manera visual
basados en los criterios estandarizados (Ursin y Sterman,” 1981) y
los resultados fueron analizados cuantificando el tiempo total en
minutos de la vigilia, SOL I y II y suefio MOR, asi como de 1la

frecuencia y la duracién promedio de los periodos de suefic MOR.
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EXPERIMENTO 2:

Para este experimento, se implantaron a los gatos mediante
cirugia estereotaxica con una canula en el IV ventriculo, tal y
como se menciond anteriormente. Después de una semana de
recuperacion, los animales fueron divididos en 7 grupos (n=10 por
grupo) bajo las siguientes condiciones (ver disefioc experimental
2): Grupo 1, bajo CCON, grupos 2, 3 y 4 bajo PS por el método del
tanque durante 24, 48 y 72 horas, respectivamente y los grupos
5, 6 ¥y 7 bajo CCON con PG (de 60 cm por lado y 20 cm de alto).
Inmediatamente después de la PS & de las CCON, se les extrajeron
de 200-400 ul de LCR por animal, con un range de extraccidén de
20-30 ul x min con la ayuda de una microjeringa Hamilton.
Posteriormente, estas muestras de LCR fueron procesadas por

radioinmunoensayo para determinar las concentraciones de VIP.

RADIOINMUNOENSAYO PARA VIP:

Las muestras de LCR obtenidas, fueron tratados con Trasilol
(un inhibidor de proteasas, de SIGMA) el cuval fué adicionado en
los viales antes de la recolecién de LCR a una concentracicén de
2,500 KIU/S5mL y a una temperaturA de 0-59¢, para evitar la
degradacién de VIP. Posteriormente, 1las muestras fueron
almacenadas a una temperatura de -15° C.

El RIA para VIP fué realizado con un estuche comercial de
INCSTAR (catdlogo # 39125), a una temperatura de 0-5°% (ver
disefo experimental 2),

Para la construccién de la curva patron se utilizaron
concentraciones crecientes de VIP de 20, 50, 100, 200 y 468

pg/ml. El volumen de las muestras problemas fueron de 200 ul 'y
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adicionalmente se les agregd 10 ul de una solucién de VIP con
una concentracién de 20 pg/tubo. A todos los tubos excepto a los
del pegado inespecifico, se les agregaron 100 ul de anticuerpo
anti-VIP hecho en conejo, seguido de una primera incubacién de 24
horas. Posteriormente, se adicionaron 100 ul de VIP marcadc con
1125 y continud una segunda incubacion de 24 horas. Después se
les agregé 1 ml de solucidén salina al 0.85% y 500 ul de un
segundo anticuerpo denominado complejo precipitante (GAR-PPT),
seguido de una tercera incubacién de 2 horas. Inm;diatamente
después, los tubos fueron centrifugados a 760 x g durante 20
minutos, y al final fueron decantados. Finalmente, se utilizé un
contador gamma (Abbott Laboratories) para cuantificar las CPM de
cada uno de los tubos durante 5 min. Después, a cada valor
calculado se le restd la concentracién agregada de VIP durante el
ensayo, para conocer la concentracidn real de cada una de las
muestras. Esta variante en la metodologia, fué realizada para
determinar la concentracion de VIP de las muestras problemas,
debido a que en los ensayos anteriores la concentracidn de VIP de
las muestras de LCR caian en los limites de sensibilidad de 20 pg
de la curva patrdn.

al final, los resultados obtenidos del experimento 1 y 2
fueron analizados mediante un andlisis de varianza (ANOVA) para
corroborar las significancias y posteriormente se "reaiizé una
prueba de Fisher (p < 0.01) para determinar gque grupos

contribuian a la diferencia.
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1V- RESULTADOS
EXPERIMENTO 1
A-.) EFECTO DE LA PS SOBRE EL REBOTE DE SUERO.

Los resultados mostraron que después de la PS por 24, 48 y
72 horas, durante la fase de recuperacién, se produjé un rebote
significativo en el tiempo total de suefio MOR (TTSMOR), en
relacidn con el grupo control y los grupos PS con extraccién de
LCR (p <0.01). Dicho incremento en el TTSMOR fue proporcional al
tiempo de privacién (ver Fig 1 y Tabla I). Asimismo, el rebote de
suefio MOR fue dado a partir de un incremento significativo (p <
0.01) en la duracién de los periodos de suefio MOR, el cual

también fue proporcional al tiempo de privacién (ver figura 2)

B~.) EFECTO DE LA EXTRACCION DE 1060 ul DE LCR DESPUES DE LA

PRIVACION DE SUERO MOR.

El rebote de suefio MOR observado en todos los grupos PS fué
significativamente disminuido con la sola extraccién de 100 ul de
LCR (p < 0.01, ver fig 1). Aunque de manera mids notable en el
grupo PS por 24 horas, donde el TTSMOR fué casi igual a los
valores controles. Estos cambios fueron observados desde 1las
primeras horas y a lo largo de las 12 horas de registro (ver
figura 2). Con respecto a las otras fases de suefioc (vigilia, soL
I y IIy, de los grupos PS mas extraccién de LCR, no hubo cambios
significativos importantes. Sdélo dos grupos mostraron diferencias
significativas, El1 grupo PS por 48 horas mostré cambios

significativos en las fases de SOL I y II, con los grupos PS por
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TASLA 1. T + E.S. DEL EFFCTO DE LA EXTRACCION DE LCR SOBRE EL CICLO SUERO VIGILIA DE GATOS PRIVABOS b SUERD (n=7)
FASES TIEMPO TOTAL | TIEMPO TOTAL | TIEMPO TOTAL| TIEMPO TOTAL | DURACION DE | FRECUENCIA DE| LATENCIA DE
SuERo{ DE VIGILIA DE S0L 1 DE SOL It DE SUERD MOR |  SUERO MOR SUERO MOR SUERO MOR
GRUPOS (win) (uin) (o1n} (nin) (min) (min) (nin)
+
CONTROL 119.7 + 14.2{ 125.5 + 33.B( 265.5 * 26.4 149.0 + 12,6 | 5.5 + 0.6 28.2 4 3.3 | 53.6 + 13.8
> 13 + -
CONT + EXT DE LCR | 137.6 # 26.8| 217.2 + 31.2} 225.0 + 74.0 + 14,0 | 3.6 + 0.4 20.0 + 1.8 ] 60.3 £ 16.8
P5S X 24 HRS 139.0 + 34.8| 72.0 + 20.6| 223.8 + 182.2 £ 22,6 | 7.3 % 1.0 26.8 + 3.8 | 40,6+ 9.4
PS X 24 HRS + !
EXT DE chs 159.5 + 39.0 | 136.8 + 21.0] 227.0 + 134.1 +19.4 | 5.2+ 0.8 26.4 + 2.8 | 41.3 £ 9.0
r .
PS X 48 HRS 146.0 + 37.2] 56,7 + 9.3] 172.4 * 236.3 +30.0 { 9.1+ 0.7 26.8 + 3.8 | 27.6 + 6.8
P5 X 48 HRS +
8+ 1, 42,1 + 14,
EXT DE LCR 107.1 + 23,1 75.0 + 13.4] 299.7 + 178.1 + 26.0 | 7.0 + 1.0 25.8 + 1.4 | 42,1 + 14,0
*h Land
PS X 72 HRS 91,5 + 21.0 | 67.7 £ 18.1| 206.2 + 298.4 + 16.1 [10.7 + 0.8 28.1 4+ 1.7 | 205 & 4.4
PS X 72 URS + o
. . o+ 26, . - 0+2.8{29.7+ B.8
EXT DE LCR 1101 + 15,5 [ 97.B + 25.3 260.7 # 24.5 [ 190.4 + 26.5 | 7.6 + 1.1 26 8 129.7+
* p < 0.01 CONT + EXT BE LCR ¥S T0DOS LOS GRUPOS
** p<0.01 PS X 48 HRS VS PS X 24 HRS + EXT DE LCR
*°* p < 0.01 PS X 48 HRS Vs PS X 4B HRS + EXT DE LCR
* p<0.01 PS X 48 HRS VS CONTROL, CONT + EXT DE LCR Y PS X 24 HRS + EXT DE LCR
2t p <0.01 PS X 72 HRS ¥s TODOS LOS GRUPOS
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Fig 1. Fig 1A: Efecto de la extraccion de LCR en animales
controles y control de PS por 24 h mediante plataforma grande.
Fig 1B: Analisis acumulativo por hora de suefio MOR de animales
controles con y sin extraccion de LCR. Como se ilustra la
extraccion de LCR produce una disminucion significativa en el
tiempo total de suefio MOR.
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Pig 2 Efecto de 1la PS y de la PS mas la extraccion de ICR,
sobrs el rebote de suefio MOR. La grafica 1 representa el tiempo
total y la 2 la duracién de los periodos de suefio. En los paneles
A se representa el rebote de suefio MOR sin ext de LCR durante 24,
48y 72 h, y en los paneles B el rebote de suefio con ext de LCR.
las x de los grupos experimentales son presentadas como % de
cambio con respecto al grupo control sin ext de LCR. Las lineas
horizontales representan el error estandar del grupo control sin
ext de LCR. Como se ilustra, la PS produce un rebote de suefio
MOR, el cual es proporcional al tiempo de privacién e incrementa
de manera selectiva la duracidn. En contraparte la ext de LCR
impide el rebote de suefo MOR.
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Fig 3.

Efecto de la PS y de 1la PS mas la extraccién de LCR sobre
el rebote de suefio MOR. Cada punto representa el promedioc del
analisis acumulativo por hora de sueno MOR. En el panel A se
representa al grupo contrel y a los grupos PS por 24 h con' y sin
extraccién de LCR., En los paneles B y C,” a los grupos PS por 48
Y- 72 h con y sin extraccién de LCR. Como puede apreciarse, la PsS
produce un incremento significative en la cantidad de suefio MOR
desde las primeras horas y dicho efecto continta hasta las 11
horas de registro. Mientras que la extraccién de LCR disminuye el
rebote tamblén desde las primeras horas y a' lo.largo del

registro. Dicho efecto ©s mds notable en los grupos PS5 por 48 y
72 h.



24 y 48 horas con extraccion de LCR, respectivamente.

C~.} EFECTO DE LA EXTRACCION DE 100 ul DE LCR EN GATOS CONTROLES.

La extraccién de 100 ul de LCR a animales controles, produjé
una disminucion significativa en el TTSMOR con respecto a casi
todos los grupos excepto con los grupos PS por 24 mas extraccidn
de LCR y control de PS (p < 0.01}. Dicho efecto fué dado a partir
de una disminucién en la duracidn y un aumento en la latencia de
suefio MOR (Fig 2), asi como de un aumento en la fase de SOLI con

respecto a todos los grupos (p < 0.01).

D-.) CONTROL DE PS.
Los resultados de los animales colocados en plataformas
grandes no mostraron cambios significativos en la fase de suerio

MOR en relacidén con -el grupo

En resumen, los resultados de este experimento mostraron
que la fase de recuperacidén posterior a la PS produce un rebote
de 'suefio MOR, a partir de un incremento en la duracién de los
periocdos de esta fase de suefio. En contraparte, la extraccién de
LCR produjé una disminucién del rebote en los grupos privados de

suefio el cuadl también fué observado en el grupo control.

EXPERIMENTO 2
En este experimento, 1los resultados wmostraron que la
concentracion de VIP en el LCR de gatos PS por 24, 48 y 72 horas,

incrementd de manera significativa (p < 0.01, ver Tabla II y Fig
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TABLA 2.

X + E.S. DE LA {VIP] pg/ml EN EL LCR DE

GATOS PRIVADOS DE SUERO (n=10).

CONTROL 29.4 + 3.6%
PS X 24 HRS 96.7 + 10.4
PS X 48 HRS 84.8 + 9.7
PS X 72 HRS 126 4+ B.4%%
PG X 24 HRS 53.5 £ 20.4
PG X 4B HRS 59.2 + 24.8
PG X 72 HRS 56.2 + 10.2 -

* p< 0.01 CONTROL VS PS 24 HRS, PS 48 HRS y PS 72 HRS

*x p < 0,01 PS 72 HRS VS PG 24 HRS, PG 48 HRS Y PG 72 HRS
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Pig 4. Cambios en la concentracién de VIP en el ICR de gatos PS
por 24, 48 y 72 horas. Como puede observarse la concentracién de
este neuropéptido aumenta de manera significativa y casi
proporcional al tiempo de privacién. Asimismo, se ilustra 1la
concentracién de VIP en el LCR de animales en plataformas
grandes, donde no hay cambios significatives con respecto al
-control.




7) en relacién al grupo control. Dicho efecto fué casi
proporcional al tiempo de privacién, sélo‘que la concen;racidn de
VIP en el LCR del grupo PS por 48 horas, disminuyé ligeramente en
relacién con el grupe PS por 24 horas, aunque no de manera
significativa (ver Figura 3 y Tabla II). Asimismo, el grupo PS
por 72 horas mostré diferencias significativas con el grupo
control y los grupos con PG (p < 0.01), como puede observarse en
la fig 3.

El incremento en la concentracion de VIP en el. ILCR de los
animales PS por 24, 48 y 72 horas, sugerimos que fué producido
principalmente por la PS y no por el "stress" producido por el
método de privacién. Esta aseveracidén esta fundamentada porque
la concentracién de VIP en los grupos con PG, fué similar al del
grupo control, aungue hubd un ligero incremento, pero dicha
diferencia no fué significativa.

En resumen, los resultados de este experimento mostraron que
la PS produjé un incremento significativo en la concentracion de
VIP en el LCR de los animales PS, de manera casi proporcional al
tiempo de privacién y dicho efecto no dependico del "stress"

producido por esta técnica a los animales.
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VI-DIBCUSION

En el experimento 1, los resultados mostraron.que durante el
periodo de recuperacién posterior a la PS se produce un rebote de
suefic MOR. Dicho efecto fué dado a partir de un aumento en la
duracidén de los periodos de suefio MOR y proporcional al tiempo
de privacién. Estas observaciones confirman trabajos anteriores,
donde se ha demostrade que después de la PS en el gato se
produce un rebote de suefio MOR, a partir de un aumento en la
duracidén de los periodos de esta fase de suefio y el cual también
fué proporcional hasta las 72 horas de privacién, a tiempos
posteriores de PS no hay compensasién en la cantidad de suefio MOR
(Jouvet y ceol, 1964; Siegel y Gordon, 1965; Drucker-Colin Yy
Valverde, 1982).

Ccon respecto, al efecto de la PS selectiva de suefio MOR que
se produce mediante el método del tangque, no hubo cambios
significativos sobre las demds fases de suefio y tampoco a la
vigilia. Aunque cabe mencionar que Sallanon y col (1983),
reportaron que el mismo método de PS por 48 horas en gatos
produce un rebote de suefio MOR y también de SOL II.

Con base en estos resultados, se sugiere gue durante la
vigilia forzada 6 PS se acumulan sustancias inductoras de suefio
MOR en el LCR del animal PS. Posiblemente 1la concentracién de
dichas - sustancias dependa del tiempo de. privacidén, 1o que en
consecuencia determinaria la magnitud del rebote de suefio MOR,
tal como lo muestran los resultados de este trabajo.

En la segunda parte del experimento 1, los resultados

mostraron que la extraccidn de 100 ul de LCR posterior a la PS
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disminuyé el rebote de suefio MOR, a partir también de una
reduccién en la duracién de los periodos de esta fase de suefio.
Este efecto también fué observado en el grupo control sin PS.
Ambos efectos son dificiles de explicar, sin embargo, se supone
que fueron debidos principalmente a que el volumen extraido
disminuyé la concentracién de las sustancias humorales de suefo
presentes en el LCR, acumuladas desde condiciones control y
durante la PS, lo que en consecuencia determinaria la disminucién
de suefic MOR en condiciones control y durante el rebote de suefio
MOR. Asimismo, se cree que este efecto no fué debido a cambios de
presién "per se" provocados por la sola extracccién de LCR, ya
que esta maniobra fué realizada bajo las siguientes concdiciones:
primero, se utilizé un rango de extraccién de LCR de 20-30 ul x
min, el cual es similar al rango de produccicdn del LCR en el gato
(Segal y Pollay 1977), segundo, el volumen extraido fue
reemplazado con LCR artificial, al mismo rango de extraccién
{Sallanon y col, 1982) 'y el cual, se ha demostrado que no altera
significativamente la cantidad de suefio en el gato y en la rata
(sallanon y col, 1982; Borbély y Tobler, 1979) y tercero, el
volumen extraido fué de solo 100 ul, lo que representa la décima
parte del volumen total de LCR en el cerebro del gato (Sallanon y
col, 1983). Como se menciond anteriormente, el efecto producido
por la extraccién de un volumen tan pequefio de LCR sobre el
rebote de sueno MOR es dificil de explicar, sin embargo, cabe
mencionar que en el caso contrario sucedié casi lo mismo, 1la
administracién de 100 ul de LCR de gatos PS por 24 horas, al 4-
ventriculo de gatos insomnes pre~tratados con PCPA incrementa la

cantidad de suefic MOR de manera significativa (Prospéro-Garcia y
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col, 1986). Lo mismo ocurrié con volumenes mayores de 250 ul
(Sallanon y col, 1983). Asimismo, este efecto también fue
observado en ratas: la administracidén de 20 ul de LCR de ratas PS
por 24 horas a ratas insomnes con propranolol, indujé suefio MOR y
dicho efecto fué potenciado con LCR de ratas PS por 48 y 72 horas
(Adrien y Dugovic, 1984). Asimismo, diversos trabajos
farmacolégicos, han demostrado que la administracién de diversos
farmacos a concentraciones bajas, producen un incremento notable
en la cantidad de suefio MOR, tal es el caso del carbacol (4
ug/0.25 ul) © del VIP (100 ng) (Baghdoyan y col, 1984; Drucker-
Colin y col, 1984}).

Finalmente, creemos que este efecto producido sobre el
rebote de suefio MOR, también fué influenciado de manera
importante por estructuras cerebrales localizadas en el tallo
cerebral, ventrales al 4- ventriculo, las cuales han sido
propuestas como generadoras de los mecanismos del sueifio MOR
(Hobson y col, 1974).

En conclusién, creemos dque el LCR de gatos PS contiene
sustancias inductoras de suefio MOR y que al quitarlas mediante la
extraccién de LCR disminuye la concentracisén de dichas sustancias
Y en consecuencia el rebote de sueio MOR posterior a la PS.

Pese a los resultados obtenidos, uno de los problemas de
interpretacion causado por la técnica del florero invertido es
determinar si los cambios observados son consecuencia directa de
la disminucidén de suefic ¢ de algun otro parametro (Vogel, 1975;
Borbély y Tobler, 1989). La 'principal desventaja de este metddo

es el estres producido a los animales durante la privacion, lo
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que origina cambios metabdlicos importantes que pueden afectar
la cantidad de suefic posterior. No obstante, los efectos del
estres, se pueden controlar mediante el uso de plataformas
grandes ¢ controles, las cuales permiten relajamientc muscular
del animal y en consecuencia se presenta el suefo, pero bajo las
mismas condiciones gque los PS (Drucker-Colin y Valverde, 1382).
Con base en las evidencias anteriormente mencionadas,
se supuso que las posibles sustancias inductoras de suerio tenian
que alcanzar niveles determinados durante la vigilia prolongada
para entonces disparar el rebote de suefic MOR y el cual
posiblemente seria proporcional a los niveles de dichas
sustancias presentes en el LCR. El siguiente paso fué entonces
cuantificar 1la concentracion de 1las sustancias inductoras de
suefio presentes en el LCR de los animales PS. Sin embargo, debido
a que el numero de dichas sustancias ha aumentado en los tltimos
afios y las cuales no han sido estudiadas de manera profunda
(Borbély y Tobler, 1989), decidimos cuantificar solamente a un
neuropéptido, el VIP, por las siguientes razones: primero, de
todos los neuropéptidos estudiados en la regulacién del ciclo
sueho~vigilia, solamente el VIP incrementé la cantidad de sueho
MOR de manera significativa (Riou y col, 1982 a,b y c).
Ademds, se ha demostrado, que este neuropéptido es capaz de
inducir suefio MOR en animales norpales (Drucker-Colin y col,
1984; Obal Jr, 1986; Kruisbrink y col, 1987; 0Obal, Jr y col,
1989) Yy en ratas y gatos pretratados con PCPA (Riou y col, 1982c;
Sallanon y col, -1982; Prospéro-Garcia y col, 1986). Segundo, el
bloqueo del VIP, mediante ‘el usc de un antagonista, produce

disminucién de la fase de suefio MOR (Mirmiran y col, 1989; Riou y
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col, 1982c). Tercero el VIP ¢ una molécula parecida al VIP, ha
sido sugerido como uno de los principios activos del LCR para la
induccidén del suefic MOR en gatos insomnes por PCPA (Drucker-
Colin y col, 1988; Drucker-Colin y col, 1990; Prospéro-Garcia y
col, 1990) y cuarto, el VIP se localiza en el LCR (Wang y col,
1983) y sus sitios de pegado son abundantes en la capa
subependimal a nivel de todos los ventriculos, el Area postrema y
los oérganos subcomisurales y subfornicales, lo que indica un
posible papel del VIP en la homeostasis del LCR (Martin y col,
1989).

El siguiente experimentoc gque decidimos realizar fué
entonces, determinar por RIA la (VIP] en el LCR de animales PS.
Los resultados del experimento 2 mostraron gue la PS produjé un
incremento significativo en la [VIP]} en el LCR de gatos PS5 por
24, 48 y 72 horas de manera casi proporcional al tiempo de
privacidén, aunque la ([VIP)} en el LCR de gatos PS por 48 horas
disminuyé ligeramente en relacién a la (VIP] del LCR de gatos PS
por 24 horas. Este efecto es dificil de explicar, debido a que
los resultados del experimento 1 mostraron que el rebote de suefio
posterior a la PS fué proporcional al tiempo de privacién.
Asimismo, dicho efecto fué independiente del efecto de "stress"
producido por el método del florero invertido, ya que la [VIP] en
el LCR de animales colocados en PG por 24, 48 y 72 horas, no
mostrd diferencias significativas en relacién a los grupos PS y
la [VIP) en estos grupos presento casi valores normales. Estos
resultados, muestran de manera clara que el incremento del VIP

en el ILCR de animales PS, es debido preferencialmente al efecto

61



de la PS y no al efecto producido por el "stress". Sin embargo,
dicho efecto no ha sido descartado de forma completa,
recientemente Rampin y col (1991), demostraron que la restriccién
de movimiento a ratas, provoca un aumento en la cantidad de suefio
MOR posterior al periocdo de privacidn, por lo que concluyeron que
el rebote de sueio MOR esta determinade parcialmente por un
componente de "stress". Con base en estos resultados, se sugirié
que durante la PS se acumula el VIP ¢ una molécula parecida al
VIP en el LCR y que posiblemente este neuropéptido participa en
el rebote de suefic MOR.

Trabajos adicionales han demostrado que existen variaciones
circddicas del VIP en diferentes estructuras cerebrales de 1la
rata. Morin y col, en 1991, demostraron que este péptido muestra
dos picos maximos de concentracidn en el tallo cerebral
(sustancia gris periacueductal y LC), uno para el periodo obscuro
y otro para el de luz. Mientras gque en el cerebro anterior, solo
el NS, presenté uno, durante el periodo obscuro. Estos resultados
sugieren que las estructuras anteriormente mencionadas son
importantes para la homeostasis de sueno inducido por el VIP, y
que el NS, estaria participando adémas en la ritmicidad del ciclo
suefio—-vigilia. Aunque, mediante técnicas de biologia molecular se
ha ‘demostrado que durante el pericdo obscuro en el NS, se
detectan los mayores niveles de RNAm para VIP en comparacién con
el periodo de luz (Albers y col, 1989). Estos resultados,
sugieren que durante el periodo obscuro se prepara la maquinaria
bioquimica para gque el suefioc se presente durante el periodo de
luz, dgue corresponde con el periodo de sueno de la rata.

Posteriormente, Morin y col, en 1992 demostraron gque la
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concentracidon de VIP ¢ de una molécula. parecida al VIP en el
cerebro de la rata disminuye después de la PS por 24 y 48 horas
en la corteza y la glandula pituitaria, sin cambios en el NS,
hipotalamo, AP, sustancia gris periacueductal, LC, RD y la médula
dorsomedial. Asimismo, demostraron que el rebote de S horas de
suefilo posterior a la PS no produjé cambios significativos en la
[VIP]. Este trabajo sugirié que el VIP no esta involucrado en la
homeostasis de la PS. Sin embargo, el aumento en la [VIP] que se
ocbservé en este estudio pudiera deberse a dos factores
principalmente: primero, en este trabajo nosotros utilizamos al
gato ¥y ellos a la rata, aunque se ha demostrado que en la rata el
VIP incrementa la cantidad de suefio MOR (Riou y col, 1982c), la
diferencia de especie puede modificar la concentracién de este
péptido y segundo, la {VIP] fué medido en el LCR, el cudl puede
considerarse como un sitic de acumulacion de diversos
neuropéptidos y de varias regiones cerebrales.

Ademds, se ha visto que el VIP administrade de manera
constante al ventriculo lateral incrementa la cantidad de SOL Yy
MOR durante el periodo de luz, de forma mayor gue cuando
Unicamente se realizan inyeccidénes unicas, pero este cambio no
afecta la amplitud del ritmo circddico (Kruisbrink y col, 1987).
Estos resultados, apoyan la participacién del VIP como un factor
endégeno e hipnoégenico, el cual probablemente tiene que ‘alcanzar
un nivel determinado durante la vigilia prolongada para entonces
incrementar los niveles de excitabilidad neuronal y disparar el
suefio MOR.

Sin embargo, el mecanismo de accién para la produccién de
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suefio MOR, por parte del VIP via el LCR no ha sido completamente
estudiado. Como mencionamos brevemente en la introduccién el VIP
coexiste con Ach y otros neurotransmisores en diversas regiones
del SNC. Asimismo, se ha demostrado que agonistas colinérgicos,
tal como el carbacol administrado en puente incrementa de manera
notable la cantidad de suefio MOR. Con base en estas evidencias,
se supuso gue la administracioén simultdnea de VIP y carbacol en
FTG pudieran tener un efecto potenciador sobre el suefio MOR. Sin
embargo, los resultados mostraron que el VIP tuvo un efecto mucho
menor en esta preparacién en relacidén con los grupos que
recibieron carbacol ¢ VIP solo (Drucker-Colin y col, 1988).
Ademas de que el efecto del carbacol difiere del producido por el
VIP, ya que este agonista colinérgico es incapaz de aumentar la
cantidad de suefio MOR en animales pretratados con PCPA (Drucker-
Colin y Prospéro-Garcia, 1989). Estos resultados sefialaron un
efecto antagonista entre el fdrmaco colinérgico y el VIP.
Estudios in vitro apoyan parcialmente estos resultados, ya que la
administracion de carbacol en el pancreas de cobayo induce
disminucién en el numero de los receptores de alta afinidad para
VIP, através de la interaccidn directa del carbacol con los
receptores colinérgicos, sin interactuar directamente con los
receptores para VIP (Murakami y col, 1989). Con base en estos
resultados, posiblemente el efecto antagonista del carbacol sobre
el VIP en el ciclo suefio-vigilia del gato, pudiera deberse a eso.
El siguiente paso, fué entonces probar un antagonista
colinérgico, atropina y observar el efecto del VIP en gatos
insomnes con PCPA. Lo que observamos fué, gque la sdla

administracion de atropina incrementé el suefio MOR, efecto dque
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fué significativamente aumentado por el "VIP. En resumen, estos
resultados mostraron que en el gato con 5-HT disminuida, 1la
estimulacién colinérgica no indujé suefio MOR y los efectos del
VIP también fueron reducidos. Por otra parte, el blogqueo de la
actividad colinérgica, mediante la atropina indujé suefic MOR y la
adicién de VIP aumenté dicho efecto. Estos resultados sugirieron
una fuerte relacién altamente compleja entre VIP-ACh-5-HT para la
produccion de suefio MOR. Finalmente, se supuso gque el VIP
tuviera efecto sobre otre sistema de neurotrasmisor, 1:;1 NE. Para
comprobar esta hipdtesis, se administé clonidina en gatos
insomnes y adem&s VIP. Los resultados mostraron que el VIP no
tuvé efecto en esta preparacién (Jiménez-Anguiano, 1989, Drucker-
Colin y col, 1990, Prospéro-Garcia y col, 1991). Estos hallazgos
sugieren que el VIP induce suefio MOR en los gatos insomnes por
PCPA activando a los sistemas noradrenérgicos e inactivando a los
colinérgicos. Dicha condicidén supondria una interaccién entre
sistemas péptidergicos y de neurotransmisores para gque el suefio
MOR se presente.

Estudios adicionales, han demostrado que existe una
interaccién del VIP con el sistema colinérgico, demostrande que
el tratamiento cronico con atropina durante 14 dias produjdé una
reduccién significativa en la concentracién de VIP de Cx, RD, LC,
médula ventrolateral y dorsomedial, sin producir ningun cambic en
estructuras tales como el hipotdlamo y el NS (Petit y col, 1992).
Estas evidencias apoyan en parte los resultados anteriores y
ademas demuestran que existe un control muscarinico en 1la

[VIP), dada principalmente en estructuras caudales del tallo
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cerebral.

Por otra parte, Obal Jr. y col, 1989, han sugerido que unoc
de los posibles mecanismos de accién del VIP para la produccién
de sueifio MOR puede estar mediada via la liberacion de prolactina.
Esta hipétesis esta basada en que la administracién subcutdnea de
prolactina produce un incremento en la cantidad de suefio MOR y
ademas dicho esta asociado con un aumento en la latencia de 1los
periodos de esta fase de suefio. De esta forma, proponen que la
administracioén i.c.v. de VIP, mads que la administracidén sistémica
de . prolactina es el que desencadena 1la liberacién de
concentraciones altas de prolactina enddgena probablemente via
los vasos portales que alcanzan el CSF ¢ algun sitio de accidén
hipotalamica. Esta hipdétesis fué parcialmente confirmada
posteriormente, demostrando gue la administracién de VIP ademas
de producir un incremento en la cantidad de suefio MOR y en la
concentracidn de prolactina en plasma. Ambos incrementos, son
inhibidos por la administracién de anticuerpos contra prolactina,
el efecto inductor de suefio del VIP y la liberacidn de
prolactina. Estos resultados sugieren que la prolactina est_imula
la aparicién de suefio MOR, ademas puede mediar 1la actividad
promotora de sueno del VIP (Obal Jr y col, 1992).

Pese a estos resultados, desconociamos el sitio de accién
del VIP debido a que en los estudios anteriormente citados, 1la
administracion de este péptido fué ventricular. El siguiente paso
fué entonces administrar este péptido en estructuras cerebrales
especificas. Por lo que administramos VIP en el FTG de gatos
normales y pretra’tados con PCPA. Los resultados mostraron que el

VIP no produjd cambios significativos en la cantidad de suefio MOR
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en ambos grupos, lo que sugirié que esta regidn no era el sitio
‘de accién del VIP ¢ que requiere la activacién similtanea de
otras regiones cerebrales para la induccién de sueiic (Jiménez-
Anguiano y col, 1989). Sin embargo, una limitante de este
trabajo, fué que no realizamos una curva dosis-respuesta del VIP,
por lo que estos resultados ain no son concluyentes. En cuanto a
regiones anteriores del cerebro del gato y utilizando otro modelo
de insomnio, Pacheco-Canoc y col, 1990; demostraron que el VIP
incrementd la cantidad de suefio MOR en animales coﬁ lesiones
bilaterales del AP. Estos resultados sugirieron gque dicha
estructura no esta involucrada con los mecanismos de accién del
VIP para la produccion de suefio. A pesar de estas evidencias, los
resultados ain no son concluyentes sobre el sitio de accién del
VIP. Faltan estudios que muestren la participacién de diferentes
estructuras cerebrales en la modulacidén de suefio MOR, producida
por el VIP.

Por ultimo, cabe mencionar que a partir de los resultados
obtenidos en el experimento 2, se cumple el segundo pardmetro
propuesto por Jouvet en 1982, para clasificar a una sustancia
inductora de suefo (anteriormente mencionado en la introduccidn,
y el cual postula que dicha sustancia debe aumentar durante la
PS). Como los resultados lo muestran la {[VIP] incrementa en el

LCR durante la PS. .

CONCLUSIONEB
Con base en los resultados obtenidos de este trabajo se

puede concluir lo siquiente:

1-. La PS durante el periodo de recuperacion produce un rebote de
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suefioc MOR y 1la extraccion de LCR disminuye dicho efecto.
Probablemente, el rebote de MOR esta mediado en parte, por la
acumulacién de sustancias inductoras de suefio en el LCR, Ya que
al extraer el LCR, disminuye la concentracién y en consecuencia
el rebote.

2-, La PS produce un incremento en la [VIP] el cual es
dependiente del tiempo de privacidén y este efecto no depende del
estres producido por el método de privacién del florero

invertido.
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