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VIP Péptido vasoactivo intestinal
VLPO Nucleo preoptico ventrolateral
VMN Nucleo ventromedial



RESUMEN

El suefio es un estado conductual necesario para nuestra salud y
sobrevivencia, la privacion permanente del mismo es incompatible con la vida.

El estudio electrofisiolégico del suefio ha mostrado que no se trata de un
estado uniforme, al menos podemos identificar dos etapas: el suefio lento o sin
movimientos oculares rapidos y el suefio con movimientos oculares rapidos en el
cual se presentan las ensofiaciones.

Para el estudio de los mecanismos que dan lugar a las diversas etapas de
suefio, se han utilizado diferentes enfoques, uno de ellos ha sido la busqueda de
sustancias capaces de inducir o mantener el suefio (teoria himeda del suefio).
Estos estudios datan desde los trabajos realizados por Pierén, a principios del
siglo XX, en los que plantea la existencia de la hipnotoxina, sustancia termolabil y
no dializable (probablemente una proteina), contenida en el liquido
cefalorraquideo y capaz de inducir suefio. Sin embargo, es hasta la década de los
70's, con los trabajos de Drucker, en los que propiamente se asocian las
proteinas y el suefio, en particular se asocia el SMOR con la liberacion de
proteinas en la formacion reticular mesencefdlica. Ademas de que la
administraciéon de inhibidores de sintesis de proteinas disminuyen esta fase de
suefio, mientras que los inhibidores de proteasas la incrementan.

A la fecha se han descrito una gran cantidad de moléculas con propiedades
inductoras de suefio entre las cuales se encuentran hormonas, citocinas y
neuropéptidos; entre otras; la mayoria de naturaleza proteica.

Continuando con al bisqueda de moléculas de naturaleza proteica, nos
interesamos en analizar la presencia de proteinas en LCR de ratas, durante la
privacion selectiva de SMOR y durante el periodo de rebote (periodo en el cual se
les permite dormir a los sujetos experimentales y en que predomina la fase de
sMOR., asi como identificar aquellas proteinas que cambiaran su concentracion
con la privacion. Encontramos una banda proteica de 15 KDa que incremento su
expresién en el grupo de privacion y con una tendencia a disminuir en el rebote.
También analizamos su patron de expresion a lo largo de las 24 horas dia, y



encontramos una mayor concentraciéon a las 13 y 17 horas y una menor
concentracion a la 1 de la mafiana, estos datos se correlacionan con la prevalecia
de sMOR en la rata. La secuencia de esta proteina corresponde a la cistatina C,
un inhibidor natural de algunas cistein-proteasas, lo que sugiere que tanto la
cistatina C como las proteasas a las que inhibe puedan jugar un papel fisiolégico
en la regulacion del SMOR.



INTRODUCCION

El suefio.

El suefio es un estado al cual recurrimos diariamente, es necesario para
nuestra salud y sobrevivencia. En promedio los humanos requerimos ocho horas
de suefio por noche. Disminuir este periodo o anularlo por completo disminuye la
calidad de la vigilia, por ejemplo afectando las actividades motrices y cognitivas
afectando consecuentemente las capacidades adaptativas. Incluso la privacién

permanente de suefio nos lleva a la muerte.

El suefio es una de las funciones fisiologicas integrativas mas complejas en
los mamiferos superiores y aparentemente en cualquier ser vivo, parece estar
regulada por factores humorales endégenos. Este estado ha llamado la atencién
de la humanidad desde épocas muy remotas y se han propuesto diversas teorias
para explicar su funcién y mecanismos. Sin embargo, hasta el momento no hay
una teoria Unica que explique satisfactoriamente los mecanismos ni la funcion del
suefo (Drucker-Colin & Merchant-Nancy, 1995).

Desde un punto de vista conductual, el suefio se caracteriza por la
disminucion en el movimiento corporal, la presencia de una posicién corporal
estereotipada y una reducida respuesta a los estimulos de baja intensidad tales
como sonidos, toques etc. (Antrobus et al, 1993). Es un estado reversible, es decir
podemos “despertar” del suefio, lo cual lo distingue del estado de coma y la

muerte.

Aunque inicialmente el estudio del suefio sélo consideraba el aspecto
mental de las ensofiaciones, sin involucrar el estado fisiolégico del cerebro,
actualmente es estudiado de forma mas completa incluyendo la evaluacion de la
actividad eléctrica del cerebro (EEG), la actividad ocular (EOG) y muscular (EMG)
(Antrobus et al, 1993; Prospéro-Garcia & Drucker-Colin, 1996).



Basandose en el registro de estas sefiales, en los humanos, el ciclo suefio-
vigilia se ha clasificado en las siguientes fases: Vigilia, suefio sin Movimientos
Oculares Rapidos (snMOR) dividido en cuatro etapas de la | a IV y suefio con
movimientos oculares rapidos (sMOR), mientras que en las ratas, especie utilizada
en este trabajo, el snMOR solo se divide en dos etapas | y Il

ESTADOS DE VIGILANCIA

VIGILIA

Electrofisiologia: En la vigilia, el EEG alterna entre dos patrones
principales: una actividad de bajo voltaje (10-30 pV) rapida (16-25 Hz),
frecuentemente es llamada “activacion” o patrén desincronizado. La otra actividad
que se registra, es un patron sinusoidal de 8 a 12 Hz, entre 20 y 40 pV, que es
llamada actividad “alfa” (Carskadon & Dement, 2000), también se observa una
actividad theta en el EEG del vertex, asociada con movimientos corporales, una
amplitud alta y variable en el EMG y ocasionalmente movimientos oculares en el
EOG (Timo-Iraria et al 1970 revisado en Yoshimoto et al 1999).

Neuroquimica y neuroanatomia de la vigilia: La vigilia es un estado
conductual que resulta de la participacion orquestada de algunos
neurotransmisores en diversas regiones cerebrales. Entre las regiones
involucradas se encuentran el tallo cerebral, la formacion reticular oral pontina y
del cerebro medio, el diencéfalo caudal (hipotalamo posterior, subtadlamo y talamo

ventral) y el cerebro basal anterior (Fig. 1).
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Fig. 1 Grupos neuronales implicado en la generacién y mantenimiento de la vigilia.
Las &reas encerradas con una linea discontinua representan las regiones en el tallo cerebral, diencéfalo caudal y
cerebro basal anterior. Areas marcadas con W: Indican sitios donde la estimulacién eléctrica ocasiona activacién
cortical y despertar, también corresponde a sitios donde hay actividad neuronal espontanea mayor durante la
vigilia que durante el snMOR. Las &reas marcadas con diamante: Indican a las neuronas de la formacion reticular
y las lineas punteadas representan sus proyecciones ascendentes hacia el cerebro anterior. Los circulos vacios:
representan a las neuronas catecolaminérgicas del tallo cerebral y del LC, el cual contiene noradrenalina y de la
sustancia negra y el area ventral tegmental las cuales contienen dopamina. Los circulos llenos representan
neuronas que contienen acetilcolina en la formacién reticular del tallo cerebral, asi como del cerebro basal
anterior. Figura tomada de Jones 2000.

La formacion reticular medular ventral, pontina central y del cerebro medio,
asi como los nucleos taldmicos mediales, ventrales e intralaminares, el subtalamo
posterior, el hipotadlamo y el cerebro basal anterior presentan una actividad
eléctrica espontanea mayor durante la vigilia que durante el snMOR y su
estimulacién induce despertar cortical, por lo que se sugiere que participan de

manera importante en la generacién y mantenimiento de la vigilia.



Las neuronas del sistema reticular reciben informacién colateral de los
sistemas visceral, somatico y de los sistemas sensoriales y envian esta
informacién a lo largo de proyecciones ascendentes al cerebro anterior a través de
dos vias: la via dorsal y la via ventral. La via dorsal es a través de nucleos
talamicos no especificos, y de alli proyecta hacia la corteza cerebral. La via ventral
es a través del hipotadlamo y el subtalamo hacia el cerebro basal anterior y septum
donde las neuronas proyectan a diversas areas corticales e hipocampo. (revisado
en Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002)

Noradrenalina

Los estudios iniciales de Jouvet implicaban al locus coeruleus (LC) en la
generacion de sMOR. Sin embargo, estudios mas recientes consideran que este
nlcleo estd mas implicado en la vigilia. Las neuronas noradrenérgicas del LC
estan mas activas durante la vigilia, durante los procesos de atencion y de
despertar asi como en situaciones de estrés. Por otro lado, muestran actividad
durante la vigilia quieta, progresivamente su intensidad de disparo decrece
durante el snMOR vy cesa totalmente durante el sMOR (revisado en Jones, 2000,
Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002). Se ha observado que las
neuronas noradrenérgicas proyectan directamente y de manera difusa a la corteza

cerebral y la activan. También envian axones hacia la médula espinal.

Saper et al (2001) proponen que los nicleos aminérgicos: el nucleo
tuberomamilar (TMN), el LC y el nicleo dorsal del rafe (NDR) promueven la vigilia,
por efectos excitatorios directos sobre la corteza y por inhibicion de las neuronas
promotoras de suefio del nicleo predptico ventrolateral (VLPO).

Dopamina

Las neuronas dopaminergicas estan localizadas en la sustancia negra y
area ventral tegmental y ademas hay una distribucién difusa de estas neuronas a
través del hipotalamo posterior y del subtalamo. De la sustancia negra proyectan a
través del hipotalamo lateral hacia el neoestriado, el cerebro basal anterior, el
nicleo acumbens, el septum, la amigdala y la corteza frontal, predominantemente,



estan implicadas en modular la actividad del sistema limbico y motor. (revisado en
Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002).

Acetilcolina (ACh)

La acetilcolina (ACh) participa en los procesos de activacion cortical durante
la vigilia y durante el sMOR. Los nucleos colinérgicos se encuentran en la
formacién reticular del tallo cerebral (nucleo tegmental pedunculo pontino (PPT),
ntcleo tegmental laterodorsal (LDT) y el cerebro basal anterior (sustancia negra
inominata, banda diagonal y septum). Las neuronas colinérgicas del tallo cerebral
proyectan a regiones subcorticales incluyendo el talamo, el subtalamo, el
hipotalamo, el cerebro basal anterior y el septum, y las neuronas del cerebro basal
anterior proyectan de manera amplia a la corteza y al hipocampo (revisado en
Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002).

Las neuronas del cerebro basal anterior estan activas durante la vigilia y
sMOR. La secrecion de acetilcolina en la corteza cerebral esta altamente asociada
con la activacién cortical espontanea durante la vigilia y el sMOR, la cual, es
inducida durante la estimulacién eléctrica de la formacion reticular del cerebro

medio.

Histamina

El efecto de la histamina en la vigilia se infiere desde que se observo el
efecto sedativo de los antihistaminicos, ademas Ila administracion
intracerebroventricular (i.c.v.) de histamina ocasiona despertar. Las neuronas
histaminérgicas se encuentran en el hipotdlamo posterior, pueden recibir
proyecciones de la formacién reticular del tallo cerebral y proyectan directamente a
la corteza cerebral (revisado en Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott
& Hobson 2002).



Glutamato

Glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio, este neurotransmisor
participa en la actividad de las neuronas durante la vigilia. Las neuronas
glutamatérgicas se encuentran en la formacion reticular del tallo cerebral. El
glutamato parece ser el neurotransmisor primario del sistema reticular de
activacion ascendente, del tdlamo y de la corteza cerebral (revisado en Jones,
2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002).

Péptidos

En los procesos de la vigilia participan algunos péptidos, tales como: la
sustancia P, el factor liberador de corticotropina, el factor liberador de tirotropina,
el péptido vasoactivo intestinal (VIP) y la neurotensina. A menudo se colocalizan
con neurotransmisores implicados en la promocion vigilia. Estos péptidos pueden
ser liberados en el liquido cefalorraquideo (LCR) y difundir ampliamente en el
cerebro, o bien actuar en sistemas neuronales con amplias proyecciones.
(revisado en Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002).

Orexinas o hipocretinas

La participacion de las hipocretinas en la regulacion del ciclo vigilia-suefio
se establece con las observaciones relacionadas con la narcolepsia, una de las
patologias del suefio. La narcolepsia se caracteriza porque se presenta una
desorganizacion del ciclo vigilia suefio, con severa somnolencia diurna, aparicion
prematura de la etapa de sMOR vy cataplexia (atonia muscular provocada por
emociones como risa o furia). Lin et al (1999) demostraron que la narcolepsia en
perros es ocasionada por una mutacién en el receptor a hipocretina-2. Por otro
lado, los niveles de hipocretina-1 en sujetos narcolépticos estan disminuidos. En
estudios de hibridacion in sifu se observa una marcada disminucion o ausencia de
neuronas hipocretinérgicas en cerebros de personas que estando vivas sufrieron
narcolepsia. Las hipocretinas 1 y 2 son neuropéptidos producidos por grupos
neuronales ubicados en el hipotalamo dorsal, posterior y lateral. Sus proyecciones

van hacia el nucleo arcuato, nicleo paraventricular y nicleo ventromedial. Estas
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estructuras estan relacionadas con la regulacion de la ingesta de alimento. Las
neuronas que liberan hipocretinas también proyectan a estructuras asociadas con
el sistema limbico, como el nicleo acumbens, la amigdala, el septum, al cerebro
basal anterior, los nucleos de la base de la estria terminalis, a areas especificas
del talamo (reticular y paraventricular) y al tallo cerebral. En el tallo cerebral se
encuentran densas proyecciones hipocretinérgicas a todos los grupos de células
monoaminérgicas: al LC, al NR, a la sustancia negra, al area ventral tegmental y al
TMN. En la actualidad se ha propuesto que las neuronas hipocretinérgicas estan
dirigiendo el tono monoaminérgico y el colinérgico durante el ciclo vigilia-suefio
con una maxima actividad durante la vigilia y una minima durante el sSMOR
(revisado en Hugs & Mignot 2001; Torterolo. 2002).

SUENO SIN MOVIMIENTOS OCULARES RAPIDOS (snMOR)

Se denomina snMOR porque en esta fase de suefio no se presentan
movimientos oculares rapidos. Se caracteriza porque en el organismo, los
musculos se encuentran relajados, aunque la actividad somatica no esta ausente.
Predomina la actividad parasimpatica, disminuyen el ritmo cardiaco y la presién

arterial, mientras que la actividad gastrointestinal se incrementa.

Electrofisiologia: En las ratas, la actividad neuronal alfa decrece, el
registro de EEG consiste principalmente de actividad de bajo voltaje y una
frecuencia mixta de 3 a 7 Hz. con husos de suefio, que son ondas sinusoidales
con una frecuencia entre 12 y 14 Hz, y con ondas “delta”, son ondas de amplitud
alta (>75 uV) de baja frecuencia (0.5-2 Hz) y una clara ausencia de actividad theta
en el EEG del vertex de la rata (Carskadon & Dement, 2000; Timo-Iraria et al,
1970)

En el inicio de esta fase de suefio se presenta una progresiva
hiperpolarizaciéon en neuronas talamocorticales las cuales comienzan a descargar
en un modo oscilatorio. Posiblemente algunas llegan a hiperpolarizarse mas
rapido que otras dando como consecuencia las oscilaciones en el rango de ondas



lentas, lo que explica que esta fase se conozca también como suefio de ondas
lentas (SOL) (Borbély et al 1998)

Neuroquimica y neuroanatomia del snMOR: Entre las regiones que
participan en la regulacién, promocion e inicio del snAMOR se encuentran los NR, el
cerebro basal anterior, el hipotalamo anterior, el area preéptica, el nicleo del
tracto solitario y los ntcleos talamicos no especificos. Las neuronas del nicleo del
tracto solitario y del tegmento adyacente proyectan hacia el cerebro anterior

viscero-limbico (Fig. 2).
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Fig. 2 Grupos neuronales implicados en la generacién y mantenimiento del snMOR.

Las &reas encerradas con linea discontinua representan grupos neuronales implicados en la generacion y
mantenimiento de snMOR, presentes en el tallo cerebral y el cerebro anterior. Puntos marcados con S, indican los
grupos neuronales que manifiestan alta actividad espontanea (tipico patrén de actividad de rafaga-pausa) durante
el snMOR. Los diamantes representan a los grupos neuronales del nicleo del tracto solitario y el tegmento
adyacente implicado en la regulacién del snMOR y sus proyecciones (lineas discontinuas) hacia el cerebro
anterior viscero-limbico. Los circulos vacios representan a las neuronas serotoninérgicas del NR del tallo cerebral,
y al hipotalamo. Figura tomada de Jones

las cuales proyectan hacia el tegmento rostral, al talamo, al st
2000.



Serotonina (5-HT)

Las neuronas serotoninérgicas, que se encuentran en el nicleo del rafe,
inervan al cerebro y a la médula espinal. La proyeccién rostral del rafe va hacia el
cerebro basal anterior y a todas las areas corticales; caudalmente proyecta hacia

la medula espinal.

El NDR presenta neuronas especialmente serotoninérgicas, neuronas
peptidérgicas (neuropéptido Y y colecistocinina) y neuronas dopaminérgicas. El
NDR inerva a neuronas colinérgicas de la region compacta del nicleo PPT y del
nucleo LDT (revisado en Monti & Monti , 2000).

Los estudios iniciales del grupo de Jouvet consideraban que la serotonina
modulaba al sMOR, estudios posteriores mostraron que las neuronas del NDR
decrecen su disparo con el inicio del suefio y durante el snMOR, y que
practicamente cesa su disparo durante el sMOR, por lo tanto las neuronas

serotoninérgicas no juegan un papel esencial en el mantenimiento del suefo.

Actualmente se considera que la 5-HT puede estar preparando al cerebro y
al organismo durante la vigilia para que se presente el snMOR por atenuacion de
los sistemas de activacion cortical. Esta accion posiblemente se lleve a cabo a
través de una accién inhibitoria sobre neuronas colinérgicas en el tegmento
pontomesencefalico y el cerebro basal anterior, adicionalmente promoviendo la

acumulacion de factores inductores de suefio.

Adenosina

La adenosina es considerada como un neurotransmisor y también esta
presente en el fluido extracelular como un producto de degradacién del trifosfato
de adenosina, el cual es almacenado y liberado por vesiculas sinapticas (revisado
en Smith 1991, Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson
2002). Este neurotransmisor actua a través de receptores posinapticos para



bloquear la liberaciéon de neurotransmisores, asi inhibe las neuronas colinérgicas
del tallo cerebral y del cerebro basal anterior. En el talamo y en la corteza, la
adenosina hiperpolariza las proyecciones neuronales y puede facilitar las salvas
de actividad que subyacen a la actividad de ondas lentas que se observa en el
snMOR. La administracién de esta molécula ocasiona un incremento en el snMOR
y un retraso en el sMOR, mientras que moléculas antagonistas de adenosina
(metilxantinas: cafeina, teofilinas) reducen el suefio. La adenosina inhibe la
actividad de las células de los nucleos PPT/LDT vy del cerebro basal anterior, lo
cual sugiere que su efecto en el suefio depende en parte de la inhibicién de los
sistemas colinérgicos que regulan la vigilia y el suefio. Las concentraciones de
adenosina en el cerebro basal anterior se incrementan durante la vigilia y
disminuyen con el suefio (revisado en Navarro et al, 2000, Jones, 2000, Prospéro-
Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002)

Acido gama amino butirico (GABA)

El acido gama amino butirico (GABA) es el principal neurotransmisor
inhibitorio en el cerebro. Lleva a cabo sus efectos a través de dos tipos de
receptores GABA oy GABA g , ambos receptores participan en la hiperpolarizacion
asociada con los usos de suefio y las ondas lentas. Cabe mencionar que las
benzodiacepinas, principales agentes sedativos e hipnéticos utilizados, llevan a
cabo su accién a través de su union al receptor GABAa.

Se han localizado neuronas gabaérgicas distribuidas en el hipotalamo
anterior, el area preoptica y el cerebro basal anterior y representan tanto a
interneuronas como a neuronas de proyeccion. Algunas de ellas proyectan hacia
el hipotalamo posterior, donde pueden inhibir sistemas activadores localizados en
esta region. La liberacion de GABA en el hipotadlamo posterior y en el cerebro
basal anterior es mayor durante el snMOR que durante la vigilia y el sSMOR. Las
neuronas gabaérgicas del hipotalamo y cerebro basal anterior también dan lugar a
proyecciones ascendentes hacia la corteza. Asimismo se han descrito
interneuronas corticales gabaérgicas, que son mas activas durante el snMOR que



durante la vigilia. Es claro que la transmision gabaérgica es fundamental para que
se presente el snMOR (revisado en Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-
Schott & Hobson 2002).

Péptidos opioides endogenos

Entre los péptidos que participan en la generacion y mantenimiento del
snMOR, se encuentran las encefalinas, las endorfinas y las dinorfinas. Estas
moléculas tienen un papel importante en la modulacién sensorial y la analgesia, lo
cual podria ser muy importante en el inicio y mantenimiento del suefio. Las
encefalinas son secretadas por neuronas de la corteza cerebral y por neuronas
que se encuentran relacionadas con el snMOR incluyendo nicleo del tracto
solitario, el area preédptica y el nicleo dorsal del rafe en donde se colocalizan con
serotonina. El LC, promotor de la vigilia, es potencialmente inhibido por los
péptidos opioides y recibe aferencias encefalinérgicas, el incremento local de
péptidos opioides ocasiona una disminucién de la vigilia y un incremento del
snMOR.

Galanina

El VLPO libera al GABA y al péptido inhibitorio galanina. El VLPO proyecta
el LC y el DR, nacleos promotores de alerta, y al hipotalamo. El VLPO esta
formado por dos regiones, una region difusa y una region compacta, la region
compacta proyecta al TMN y podria selectivamente promover el shAMOR (revisado
en Pace-Schott & Hobson, 2002).

Factor liberador de la hormona del crecimiento.

Se secreta por las neuronas parvocelulares del hipotadlamo, estimula la
secrecion de la hormona del crecimiento en la pituitaria y parece tener
propiedades inductoras de suefio, actuando sobre las neuronas del hipotalamo
anterior y del area predptica, facilitando el snMOR y a su vez induciendo la
secrecion de la hormona del crecimiento la cual se lleva cabo durante el snMOR,



en el primer tercio de la noche (revisado en Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y
Pace-Schott & Hobson 2002).

Oleamida/anandamida.

Son endocanabinoides que tienen su efecto a través de la union al receptor
a canabinoides tipo 1 (CB1). Son capaces de producir efectos similares a los que
produce la marijuana, como somnolencia, Por ejemplo la anandamida induce un
incremento de snMOR y sMOR en la rata, mientras que oleamida solo induce un

incremento en snMOR (Prospero Garcia et al 2000).

En la generacion del snMOR participan otros factores, tales como la
hormona estimulante de los melanocitos, la somatostatina, la cortistatina, la
prostaglandina Dz, interleucinas, los cuales a menudo son colocalizados con uno

de los neurotransmisores, ya sea 5-HT o GABA.
SUENO CON MOVIMIENTOS OCULARES RAPIDOS (SMOR)

El suefio con movimientos oculares rapidos fue descrito en la década de los
50's por Aserinsky y Kleitman, posteriormente en la década de los 60's Jouvet
observé que el registro del EEG durante esta etapa de suefio era similar al de la
vigilia por lo cual lo denominé suefio paraddjico.

Electrofisiologia: En el SsMOR se presenta actividad cortical de bajo
voltaje, con frecuencia mixta similar a la etapa inicial de snMOR. Esta fase de
suefio se caracteriza principalmente por la presencia de movimientos oculares
rapidos, la atonia muscular y la disrritmia cardiopulmonar. (revisado en Carskadon
& Dement, 2000).

El EEG en la rata es de bajo voltaje 10-30 pV y actividad rapida 20-50 Hz,
otra caracteristica, es la presencia de actividad ritmica theta en el EEG del vertex

considerada como actividad theta hipocampal, una baja amplitud en el EMG y



movimientos oculares en el EOG (Timo-Iraria et al, 1970 revisado en Yoshimoto et
al, 1999).

Las estructuras neuroanatémicas generadoras de los signos caracteristicos
del sMOR son las siguientes:

El EEG presenta una activacion tonica en la frecuencia de disparo de las
neuronas reticulares, talamocorticales y corticales.

Los movimientos oculares rapidos, por lo cual se denominé a esta fase de
suefo, son el resultado de la actividad fasica de las células reticulares y
vestibulares que posteriormente excitan a las neuronas oculomotoras.

El ritmo theta originado por la actividad del hipocampo, es influenciado por
el tallo cerebral y mediado por el nicleo medial del septum y del cerebro basal
anterior.

La atonia muscular resulta de la inhibicion tonica de las motoneuronas del
cuerno anterior espinal por la formacion reticular pontomedular. (revisado en Pace-
Schott & Hobson, 2002).

Neuroquimica y neuroanatomia del sMOR:

El modelo de interaccion reciproca propuesto por Hobson y McCarley
(1975), plantea que neuronas colinérgicas y aminérgicas de la unién mesopontina,
interaccionan en una manera tal que originan la alternancia ultradiana del snMOR

y sMOR en mamiferos.

De la década de los 70's a la fecha se han realizado avances en el estudio
del suefio y actualmente se acepta a los nicleos pontinos colinérgicos como
generadores del sMOR. En estos nilcleos se han descrito neuronas que
incrementan su disparo durante el sMOR, a las que se les ha denominado
neuronas MOR-on. Mientras que en los nicleos aminérgicos pontinos NDR y LC
se han descrito neuronas que cesan su disparo durante el SMOR y son conocidas
como MOR-off.



Las neuronas colinérgicas del LDT y PPT actuan para promover el sMOR,
activando a las neuronas glutamatérgicas de la formacion reticular pontina medial.
Todas estas neuronas son inhibidas por células serotoninérgicas, noradrenérgicas
y presumiblemente histaminérgicas, dopaminérgicas y orexinérgicas (revisado en
Monti & Monti 2000).

Durante el snMOR las neuronas MOR-off contintan activas posiblemente a
causa de la aferencia de neuronas diferentes a las del tipo MOR-on. La actividad
de las neuronas MOR-off puede causar la liberacion de noradrenalina a través de
sus proyecciones colaterales, y asi hiperpolarizarse ellas mismas. Este
mecanismo posiblemente ocasiona que las neuronas MOR-off tengan actividad
ritmica. Se propone que las proyecciones noradrenérgicas del LC cercanas a
neuronas MOR-on, ocasionan un incremento de noradrenalina en tomo a
neuronas colinérgicas MOR-on, manteniendo una inhibicion sobre ellas (revisado
en Mallick et al, 2001).

El incremento en la liberacién de NA en el LC, tiende a hiperpolarizar y
autoinhibir a las neuronas del LC. Esto podria desinhibir las neuronas colinérgicas

MOR-on, iniciando su activacion.

Posteriormente el GABA (proveniente de la sustancia negra pars reticulata,
del area gris periacueductal, del ndcleo dorsal paragigantocelular y de
interneuronas locales) actia sobre las neuronas del LC y del NDR, inhibiendo a
las neuronas MOR-off y liberando a las neuronas MOR-on de la inhibicién
aminérgica. En este proceso también participan los autoreceptores colinérgicos
que se activan ante la liberacion de acetilcolina, las neuronas MOR-on se
autoestimulan y se establece el sMOR. (revisado en Pace-Schott & Hobson,
2002).

Asi la inhibicion por GABA y la autoinhibicién en LC podria causar que las
neuronas noradrenérgicas cesaran su disparo y se iniciara el sMOR. La



continuacion de sMOR podria depender de la duracion en que el GABA este
disponible (Mallick et al 2001).

Acetilcolina (ACh)
La participacion de la ACh en la generacion del suefio fue planteada por
Hernandez-Pedn y Jouvet en la década de los 60's en lo que se conoce como la

teoria colinérgica del suefio.

Como se sefialé antes, los principales nucleos colinérgicos involucrados en
la generacion del sMOR son los ntcleos PPT y LDT.

El nacleo PPT esta situado en el tegmento mesopontino dorsolateral. Con
base a la densidad celular, se ha dividido en dos regiones: la parte compacta y la
parte difusa. La parte compacta esta formada por neuronas colinérgicas
claramente separadas de las neuronas vecinas noradrenérgicas, serotoninérgicas
y dopaminérgicas. La parte difusa: rodea al tegmento mesopontino y contiene un
amplio numero de neuronas glutamatérgicas, también se han encontrado
neuronas gabaérgicas en los bordes del PPT (revisado en Monti & Monti. 2000).

El nacleo LDT esta localizado caudalmente adyacente al PPT en la
sustancia gris central y esta bordeado medialmente por el nticleo tegmental dorsal
de Gudden, mas rostralmente por el NDR vy lateralmente por el LC, contiene
neuronas colinérgicas intercaladas con neuronas no colinérgicas, principalmente

glutamatérgicas.

Se ha observado que lesiones neurotoxicas aplicando acido kainico en el
PPT y LDT inducen la desaparicién o la disminucién de sMOR, mientras que la
microinyeccién de agonistas colinérgicos en la misma area inducen sMOR.

Las neuronas colinérgicas en PPT y LDT son inhibidas principalmente por

neuronas serotoninérgicas y noradrenérgicas, sin embargo existen evidencias que



indican que también reciben proyecciones adrenérgicas, dopaminérgicas,
histaminérgicas y orexinérgicas.

Las neuronas del PPT/LDT proyectan al cerebro medio, a la formacion
reticular pontina y bulbar, al sistema limbico, al tdlamo y cerebro basal anterior.
También hay proyecciones LDT-LDT y LDT-PPT las cuales tienen una funcién
inhibitoria reciproca (revisado en Monti & Monti 2000).

GABA

La entrada de GABA al NDR y LC proveniente del area gris periacueductal,
de la sustancia negra pars reticulata, del nicleo paragigantocelular y de
interneuronas locales puede ser la etapa sinaptica final responsable para
desconectar las células sMOR-off serotoninérgicas y noradrenérgicas,

desinhibiendo la red de células pontinas sMOR-on.

Las neuronas gabaérgicas localizadas en la parte inferior del tallo cerebral y
cordén espinal, inhiben a las motoneuronas somaticas que se encuentran en el
cuerno anterior espinal para producir la atonia muscular, esta accién la llevan a

cabo junto con glicina (Maloney et al, 2000).

Durante el suefio, el VLPO inhibe a las regiones promotoras de la vigilia a
través de proyecciones gabaérgicas y galaninérgicas. El core del VLPO inerva al
TMN, al LC y al NDR, la inhibicién de los sistemas de vigilia mediados por aminas,
desinhibe a neuronas del VLPO, estabilizando el suefio.

El VLPO puede promover al sMOR por desinhibicién de los ntcleos PPT y
LDT, a través de las interneuronas de estos nucleos, e inhibiendo a las neuronas
aminérgicas que normalmente inhiben a las células promotoras de sMOR

(revisado en Saper et al 2001).

También se ha mostrado que las concentraciones de GABA son mayores
durante el SMOR comparado con la vigilia en el NDR y que el mucimol, agonista
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GABA,, aplicado en el NDR incrementa el sSMOR, mientras que los antagonistas
bicuculina o picrotoxina lo reducen (revisado en Monti & Monti 2000).

Glutamato

El glutamato activa a las neuronas colinérgicas y colinoceptivas en el PPT
para generar el incremento exponencial en la actividad reticular pontina y
mesopontina asociada con el inicio del SMOR. Este efecto es mediado a través de
la actividad de los receptores kainato, ya que su efecto es revertido por el acido
sulfonico D-y-glutamilaminometano, antagonista especifico de estos receptores
(Datta, 2002). Las fuentes endégenas de glutamato se encuentran en el PPT, en
las subpoblaciones colinérgicas y no colinérgicas; la otra fuente esta en la
formacion reticular pontina la cual proyecta hacia el PPT (Datta et al, 2002). Las

células glutamatérgicas del puente excitan a neuronas glicinérgicas.

Péptidos

El bloqueo de receptores a la somatostatina reduce el SMOR espontaneo y
durante el periodo de rebote posterior a un periodo de privacion. La administracion
de antagonistas a la somatostatina en LC ocasiona una reduccién del sMOR, lo
cual sugiere que este efecto puede ser parcialmente mediado por el sistema
noradrenérgico de LC (Toppila et al, 2000). Se ha propuesto que neuropéptidos
como el VIP y numerosas hormonas peptidicas participen en la regulacién del
sMOR.

Oxido nitrico

Se propone que el oxido nitrico participe en la modulacién del ciclo suefio-
vigilia, funcionando como un mensajero intercelular que puede incrementar la
capilaridad, la vasodilatacion y la liberacion de neurotransmisores, entre ellos ACh
(revisado en Leonard TO & Lydic1999; Pace & Hobson 2002).

21



PRIVACION SELECTIVA DE sMOR:

Durante la privacion selectiva de sMOR (psMOR) se presenta un
incremento en la “necesidad o presién” para que se presente esta fase de suefio,
la cual es expresada por un incremento en la frecuencia de inicios de sMOR.

La privacion de sMOR en ratas por 16 a 54 dias de psMOR induce una
debilidad progresiva y disminucion de peso corporal, formacién de tlceras e
hiperqueratosis en la piel de la cola y la superficie plantar de las extremidades,
pérdida de peso, a pesar de un incremento en la ingesta de alimento hasta de un
100%, incremento en el gasto energético, disminucién de la temperatura corporal

provocando irremediablemente la muerte (Rechtschaffen et al 1989).

Uno de los métodos mas utilizados para la psMOR, es el de “florero
invertido o pedestal’. La psMOR por este método durante 24 horas, ocasiona un
incremento significativo de sMOR durante las primeras 24 horas de periodo de
rebote. Por ofra parte la psMOR induce modificaciones en diversos sistemas de
neurotransmisores. Por ejemplo, se ha observado un incremento de la tirosina
hidroxilasa, enzima que participa en la sintesis de noradrenalina y el RNAm de la
proteina transportadora de noradrenalina, la cual es responsable de la recaptura
de NA y de mantenerla en las vesiculas sinapticas en el LC (Basheer et al 1998).

Ante la privacion de sMOR, se incrementa la concentracion de GABA
posiblemente para tratar de reducir la actividad de neuronas noradrenérgicas y
resistir los efectos adversos de la privacién. Sin embargo dado que las neuronas
noradrenérgicas no cesan su disparo a pesar de que GABA esta incrementado,
parece que durante la privacion selectiva de sMOR puede haber una entrada
activa sobre neuronas adrenérgicas MOR-off para su continuo disparo (Majumdar
& Mallick, 2003).



También se ha observado que durante la psMOR, la actividad continua del
LC, causa un incrementa de la concentracion de NA, lo que podria activar a las
neuronas gabaérgicas en PPT/LDT, pudiendo mantener a las neuronas MOR-on
inhibidas y prevenir el inicio de sMOR (revisado en Majumdar & Mallick 2003).

Después de la psMOR por 96 horas, se observa un incremento en la
actividad de la acetilcolinesterasa en el puente y en estructuras que reciben
proyecciones colinérgicas del puente, como el tdlamo y medula oblongada, este
incremento en la actividad de la enzima sugiere una alta tasa de recambio de ACh
(Benedito & Camarin, 2001).

REBOTE DE sMOR

El concepto de rebote de suefio sSMOR fue propuesto por Dement en 1960,
el cual consiste en el incremento de esta fase de suefio posterior a su privacion
selectiva. La supresion de sMOR induce una “necesidad” de sMOR. La
“reparacion” se lleva a cabo con un subsecuente incremento compensatorio u
homeostatico de sMOR (Jouvet, 1994). El incremento en los intentos para entrar a
sMOR ante la privacién es una funcion primaria de la ausencia de sMOR
(Ocampo-Garcés et al, 2000).

Para explicar la presencia del periodo de rebote de sSMOR posterior a un
periodo de privacion selectiva de sMOR se han propuesto tres hipotesis: la

presinaptica o hidraulica, la postsinaptica y la del estrés.

Hipétesis presinaptica o hidraulica: El rebote de sMOR es debido al
incremento de factores inductores del sSMOR. El rebote de suefio es considerado
como un mecanismo intrinseco. La duracion del rebote de suefio es usualmente
proporcional a la duracién de la privacion de sMOR tal que el déficit o deuda de
sMOR es parcialmente reparado (50 a 80%) (Jouvet, 1994).
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Hipotesis postsinaptica: La privacion selectiva de sMOR induce alteracion
de la sensibilidad de receptores. A finales de la década de los 70 se observé que
la privacion de sMOR mejoraba a sujetos deprimidos. El rebote de sMOR era
abolido por la administracion de antagonistas a receptores de monoaminas. Con
base en estos datos se propuso que el rebote de sSMOR resulta del incremento en
la sensibilidad de receptores a monoaminas o a ACh (Jouvet 1994; Siegel &
Rogawski, 1998).

Hipdtesis del estrés: El rebote de suefio sMOR es causado por varias
situaciones estresantes que ocurren durante la privacion de sMOR. El rebote de
sMOR no estd relacionado con el clasico eje hipotalamo-pituitaria-adrenal
implicado en el estrés. El rebote de sMOR ocurre aun en rata o gato
hipofisectimizados; Ademas no hay una correlaciéon entre el incremento en
corticosterona y el rebote de sMOR. El rebote de sMOR ha sido propuesto como
un mecanismo compensatorio o protector, como ya habia mencionado (Jouvet,
1994).

Por otra parte se ha visto que las proyecciones del PPT son muy
importantes para disparar los intentos a entrar a sMOR durante la privacién
selectiva de esta fase. La propension de sMOR fue comprometida después de una
lesion extensiva de las neuronas colinérgicas del PPT y también disminuy6 el
tiempo total de sMOR en el rebote (Deurveilher & Hennevin, 2001).

TEORIA HUMEDA DEL SUENO

Como ya mencionamos, el estudio del suefio, se ha abordado mediante
diversas estrategias. Destacando entre ellas la busqueda de sustancias capaces
de inducir y/o regular el suefio. Uno de los métodos mas empleados ha sido la
privacion total de suefio, o selectiva de sMOR, con la finalidad de inducir la
acumulacién de posibles factores inductores de suefio. La busqueda de estos

factores coincide con la llamada teoria himeda del suefio.
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Esta aproximacion se inicia con Pieréon en 1913, con la descripcién de los
efectos de una sustancia no identificada, a la cual llamoé hipnotoxina, la cual se
acumula en el LCR durante la vigilia e induce suefio (Revisado en: Prospéro-
Garcia et al 1997).

Los estudios de Pierdn fueron retomados por Schenedorf en 1939 quien
obtuvo LCR de perros privados de suefio y lo inyectd en perros que habian
dormido ad libitum. A los perros receptores se les habia extraido LCR previamente
para que no hubiera un incremento en la presién intraventricular. Se observé que
inducia suefio en los perros receptores del LCR. Posteriormente la bisqueda de la
hipnotoxina reclutd varios seguidores, entre los que destaca los grupos de
investigacién de Monier, Pappenheimer, Uchizono y Drucker-Colin

Debido a este interés, actualmente para proponer a una sustancia como
factor inductor de suefio, se han sugerido una serie de criterios que dichas
moléculas tienen que cubrir (Borbely & Tobler, 1989). Entre éstos destacan:
inducir y/o mantener el suefio; producir un efecto inductor de suefio de manera
dosis-dependiente; presentar un efecto similar en diferentes especies; existir
naturalmente en el organismo; mostrar variaciones en su concentracion, sintesis o
recambio asociadas a los cambios en el ciclo suefio-vigilia, o bien en los

receptores que medien sus efectos y estar quimicamente identificada.

A la fecha se conoce una gran cantidad de sustancias que cumplen con uno
o mas de los criterios antes mencionados, entre los que podemos mencionar
hormonas, citocinas, neuropéptidos entre otros, como se puede apreciar en la
tabla 1 (revisado en: Navarro et al, 2000; Prospéro-Garcia et al, 2000).

Algunos de estos factores se han aislado del parénquima cerebral, por
ejemplo, las proteinas de 73 y 45 KDa, etc., mientras que otros factores se han

aislado del LCR por ejemplo Factor S, VIP.
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FACTORES INDUCTORES DE SUENO

PESO lsnMOR SMOR MIGILIA
INATURALEZA IMOLECULAR
QUIMICA (KDa)
5-HT Mod de aa 0.2 H = | v
Ach Mod de aa 0.2 : A A
NA Mod de aa 0.2 \ v N
GABA Mod de aa 0.1 A
Adenosina INucledsido 03 N A
ACTH Péptido 39 aa
GH Péptido 21 (h) = A \
47 (b)
PRL Péptido 23 5 N V
GHRH Péptido 53 N = V
SS-14 Péptido 16 = N Vv
P4 [Esteroide 0.3 N V A
nsulina Péptido 6 A = Vv
elatonina Mod de aa 0.2 N
ridina Nuclessido 0.2 N v Vv
LIP Péptido 26 = A Vv
SIP Peptido 0.8 A v V%
actor S Péptido 0.5 A v \%
erfusados
RM Péptido 45y73 N
P Péptido 33 A Vv
CK-8 Péptido 1 A Vv
FN 2 Péptido 20 N
L1-1L1 Péptido 17 A
NF Péptido 17 A
DNF Péptido 136 A
rexina A Péptido 35 = \ AN
Prostaglandinas Lipido 0.3 A \% \%
nandamida Lipido 0.3 A
leamida Lipido 0.3 A = v

TABLA 1. Sustancias promotoras o reguladoras de suefio. Modificado de Garcia-Garcia &
Drucker-Colin 1999; Prospero-Garcia et al, 2000.
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Las proteinas de 73 y 45 KDa fueron descritas por el grupo de Drucker-
Colin. En 1975 Drucker y colaboradores describieron un patrén de expresion a lo
largo del ciclico suefio-vigilia en los niveles de proteinas de perfusados obtenidos
de la formacion reticular mesencefalica (FRM) de gatos. Los niveles mas altos
ocurrian durante el SMOR. También describieron la presencia de dos proteinas de
alto peso molecular (45 y 73 KDa) ausentes en el perfusado obtenido durante el
snMOR vy vigilia (Spanis et al, 1976). Posteriormente obtuvieron anticuerpos que
tienen inmunoreactividad contra las proteinas del perfusado de la FRM obtenido
durante la fase de suefio MOR. La administracién de estos anticuerpos provocé
una reduccion significativa del suefio MOR, sin alterar al snMOR (Drucker-Colin et
al, 1980).

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

El LCR se encuentra en las cavidades ventriculares y en el espacio
subaracnoideo en torno al cerebro y la médula espinal y esta separado del cerebro

por el epéndimo (Fig. 3),

El LCR es predominantemente secretado por el tejido coroidal localizado en
los cuatro ventriculos. Sin embargo, de 10 a 30 % de la produccién total de LCR
es de origen extracoroidal y esta formado por el flujo de liquido intersticial del
parénquima cerebral hacia el ventriculo y el espacio subaracnoideo (Cserr 1984).
El LCR participa en el mantenimiento de un ambiente extracelular constante para
las neuronas y las células gliales, proporciona amortiguamiento mecanico para
proteger al cerebro de impactos con el hueso, por esta accién de flotamiento
producido por el LCR, reduce el peso efectivo del cerebro in situ a 50 gr (en

humanos; revisado en Segal 2001).
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Fig. 3 Distribucién del LCR en el SN y localizacién de los plexos coroideos, estructuras
principales secretoras del LCR. Tomada de Laterra & Goldstein, 2000.

EI LCR y el fluido extracelular del cerebro estan en estado de equilibrio bajo
circunstancias fisiolégicas normales. La concentracién de K*, Ca®* bicarbonato y
glucosa en el LCR son menores que en plasma sanguineo, el LCR es mas acido.
Estas diferencias son debido a la regulacion de los constituyentes del LCR por
transporte activo. El plasma sanguineo y el LCR estan en equilibrio osmético, la
concentracién de proteinas en el LCR difiere importantemente con el plasma
(Tabla 2)
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Tabla 2. Concentracion de diversos solutos (mM) en plasma y en LCR lumbar en humanos.
(Segal 2001)

Sustancia Plasma LCR
Na* 159.0 147.0
K* 4.63 2.86
Mg?* 1.61 223
Car’ 4.70 2.28
Ccr 99.0 113.0
HCOs 26.8 23.3
Glucosa 4-6 0.8
Aminoacidos 2.62 0.72
Proteina mg/100ml  7000.0 42.0
Osmolaridad 289.0 289.0
pH 7.397 7.30
pCO2 (mmHg) 411 50.5

Las proteinas presentes en el LCR, estan formadas principalmente por
isoformas de albdmina e inmunoglobulinas. El origen de estas proteinas es en un
80% de plasma, mientras que el 20% restante son originados en el SNC.

La tasa de formacion del LCR en humanos adultos es de 0.35 ml/min o
cerca de 500ml/dia, tal que el volumen total de LCR es renovado de tres a cuatro
veces por dia.

El plexo coroideo (PC) mediante un mecanismo de filtracion capilar y de
epitelio secretor mantiene la estabilidad quimica del LCR. Los capilares que
atraviesan el PC son libremente permeables a solutos de plasma. Sin embargo,
existe una barrera a nivel de las células epiteliales sobre las que se encuentra el
PC, esta barrera es responsable de acarrear, mediante un transporte activo
solutos presentes en el plasma. La capacidad secretoria del PC es bidireccional,
participa en la secrecion de LCR y en el transporte activo de los metabolitos hacia

la sangre.

Por otra parte se ha propuesto que el LCR permite una accién de tipo
endocrino dentro del Sistema nervioso central (SNC) (Rodriguez, 1976). Es decir,

que algunos polipéptidos originados en el parénquima, viajen por el LCR y pueden
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alcanzar sus células blanco, ya sea en el cerebro o en la médula espinal
(Ferguson et al. 1991 y Mufson et al. 1999).

En el parénquima cerebral, el movimiento de difusién de los polipéptidos es
limitado, especialmente para las proteinas de alto peso molecular. A pesar de esta
limitacibn muchos péptidos o proteinas pueden no necesitar viajar largas
distancias para ejercer su efecto biolégico. La accién de polipéptidos originados en
LCR frecuentemente es mediada por otros sistemas centrales neuroendocrinos
(ChodobsKi & Szmydynger 2001).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad existe una lista numerosa de sustancias endégenas,
involucradas en la regulacion del ciclo suefio-vigilia, sin embargo, su participacion
en los procesos bioquimicos de la regulacion del suefio se desconoce. La
caracterizacion parcial de proteinas, liberadas durante la fase de sMOR y que
participan en su regulacion, desde los estudios realizados por Drucker-Colin y
colaboradores en la década de los 80's, practicamente se ha ignorado. Las
proteinas participan en numerosos procesos bioquimicos, como componentes
estructurales de membrana, citoesqueleto, como factores reguladores de la
replicacion, transcripcién, traduccion. Asi como enzimas que participan en la
catélisis de un sustrato o como reguladores de la funcion de las enzimas. Dada la
diversidad de funciones que llevan a cabo las proteinas consideramos que es muy
importante profundizar en el estudio de las proteinas y su participaciéon en la

regulacion del suefio.
Asi, en este proyecto nos propusimos aislar y caracterizar proteinas que se

expresen diferencialmente en las fases del ciclo suefio-vigilia y que participen en

la modulacion del sueiio MOR.
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Ademas decidimos utilizar LCR, ya que en el se pueden localizar algunos
péptidos, derivados del parénquima cerebral y que potencialmente actian en el
SNC. Ademas dada la relativa baja concentracion de proteinas en este fluido nos
seria mas sencillo identificar a las proteinas que varien su expresién con la

privacion de sMOR.

Consideramos que la caracterizacién de estas proteinas es de suma
importancia para profundizar en los mecanismos neurobioquimicos del suefio.
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HIPOTESIS

El sMOR esta regulado por proteinas.

La privacion de sMOR incrementara su concentracion en el LCR.

OBJETIVOS

1. Analizar la presencia de proteinas en LCR de ratas, durante la privacion
selectiva de sMOR vy durante el periodo de rebote.

2. Identificar aquellas proteinas que cambie su concentracién con la

privacion.

3. Analizar la variacién en la concentracion de estas proteinas durante las
24 horas del dia.

4. Obtener secuencias parciales
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METODOS

Material biolégico. En todos los experimentos se utilizaron ratas macho de
la cepa Wistar, con un peso entre 200 y 250 g. Se mantuvieron a un ciclo
constante de luz/oscuridad 12/12 (luz encendida a partir de las 8:00 A.M.), con

agua y comida ad libitum.

Privacion selectiva de sMOR

Las ratas fueron distribuidas en tres grupos: control (C) privado (P) y rebote
(R). El grupo C, se conformé por ratas que permanecieron en una caja de acrilico
con aserrin y durmieron ad libitum. Las ratas del grupo de P tuvieron un periodo de
privacion selectiva de sMOR durante 48 hr por el método de “florero invertido” o
pedestal, este periodo inicié a las 09:00 y terminé 48 horas después. El grupo de
R, estuvo constituido por ratas privadas selectivamente de sMOR por el método de
“florero invertido” durante 46 hr y después se les permitié dormir por un periodo de
2 hr, el cual consistié en dejarlas en reposo en cajas separadas. A este periodo lo
llamamos “rebote”. Posteriormente al periodo de privacién o rebote de suefio se

procedié a la extracciéon de LCR de la manera que se describe a continuacion.

Florero invertido
Privamos selectivamente de sMOR a las ratas, por el método de “florero
invertido” o pedestal (Mendelson, 1974) (Fig. 4)

Dicho método consistié en colocar a la rata en una caja de acrilico con una
plataforma en el centro, con un didametro de 6 cm, apoyada sobre una columna de
acrilico y rodeada de agua con una profundidad de 1 cm; con la finalidad que la
rata no presente sSMOR. Este método se basa en que una de las caracteristicas
tonicas de esta fase de suefio es la atonia muscular y la rata cae al agua

ocasionando el despertar.



Fig. 4 llustracion del método de privacion selectiva de sMOR “Florero invertido”

Obtencion de LCR. Las ratas de los grupos control y experimentales
fueron anestesiadas con pentobarbital (30 mg/Kg administrado i.p.) y se les extrajo
LCR por puncién en la cisterna magna. El LCR fue centrifugado (centrifuga
SORVALL SUPER T/21) durante 20 min. a 6 000 r.p.m. Posteriormente, el LCR

fue guardado en congelacién a =20 °C hasta su uso.

A partir de mezclas de LCR obtenido de los sujetos en las distintas
condiciones experimentales, se busco la expresion diferencial de los posibles

factores promotores de suefio de naturaleza proteica.

Variaciones diurnas.
Se obtuvo LCR de ratas control a diferentes horas del dia 09:00, 13:00,
17:00, 21:00, 01:00 y 05:00 horas, el LCR que se obtuvo como se describid

anteriormente.

Cuantificacién proteica.
Se realizo la cuantificacion proteica del LCR extraido de las ratas de los
grupos C, P y R por el método de Lowry, el cual consiste en mezclar una alicuota

del LCR con una soluciéon alcalina que contiene sulfato ctprico (J.T. Baker), e
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incubar a temperatura ambiente, posteriormente se le adiciona el reactivo de fenol
(Folin ciocalteus SIGMA), se incuba nuevamente a temperatura ambiente y se
midié la absorbancia en un espectrofotémetro (Ultrospec 1000 Amersham
Pharmacia) a una longitud de onda de 600 nm. Cabe mencionar que junto con las
muestras de LCR se realizd una curva patrén con diferentes concentraciones de
albumina sérica de bovino (SIGMA). Los datos obtenidos fueron graficados y se

realizé una regresion lineal simple.

Electroforesis.

El LCR sin tratamiento alguno, fue sometido a un ensayo electroforético en
gel de poliacrilamida con las siguientes dimensiones 8.3 x 7.3 cm, adicionado con
SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) al 17% en una camara para electroforesis
(Miniprotean Il BIORAD) Se pusieron 15 ul de muestra de LCR, por carril. En
todos los casos se utilizé un carril con proteinas marcadores de bajo peso
molecular (In Vitro Gen). La electroforesis se llevé a cabo aplicando una corriente
de 100 Volts constante en el gel concentrador, mientras que en el gel separador
se puso una corriente de 150 Volts constante durante 90 min.

Tincion de plata.

Posteriormente las proteinas en el gel, fueron fijadas con una solucién de
etanol y de acido acético, el gel se incubd con metanol al 50% y se lavé con agua
formaldehizada, se incubé con nitrato de plata (SIGMA) y se revel6 con una
solucion de citrato de sodio y formaldehido. La reaccion se detuvo con una
solucion de metanol y de acido acético en agua.

Densitometria.
Se realizo un analisis densitométrico de los patrones electroforéticos de los
tres grupos con el programa Quantity One (BIORAD), para identificar proteinas

con expresion diferencial.
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Obtencion de secuencias parciales.

Una vez que se identificé una proteina con expresion diferencial, se
procedié a realizar un ensayo electroforético adicional de LCR, de acuerdo a las
instrucciones de WM Keck Foundation
(http://keck.med.yale.edu/prochem/stain.htm). EI LCR del grupo de privacion

selectiva de sSMOR se emple6 para este ensayo. La electroforesis se realizé en
una camara Hoefer Electrophoresis Unit (amersham pharmacia biotech) en un gel
(18 x 16 cm) SDS-PAGE al 17%. Se utilizé un volumen de 1.2 ml de LCR
equivalente a 271 microgramos de proteina total (aprox 130 picomoles de la
proteina de 15 KDa). El LCR se liofilizd y se resuspendié en amortiguador para
electroforesis, el gel se tifid con una solucion de azul brillante de Coomasie
(BIORAD), se cort6 la banda proteica, previamente seleccionada (que presentaba
variaciones en su concentracion en los grupos de privacién y rebote) y se mandoé a
secuenciar a la WH Keck Foundation, servicio que proporciona la Universidad de
Yale en los Estados Unidos de América (U.S.A.). El proceso de secuenciacion
inici6 con una digestién de la banda proteica con ftripsina. La tripsina es una
enzima que realiza el corte en la cadena polipeptidica en el grupo carbono del
residuo de aminoacido de Lys (K) y Arg (R) (Lehninger et al, 1993). Los péptidos
obtenidos son sometidos a un campo magnético e identificados a través de su

espectro de masas.
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RESULTADOS

Concentracion de proteinas totales en LCR.

El LCR extraido de ratas de los grupos control, privacion y rebote fueron
procesados como anteriormente se menciond, y se procedié a la cuantificacion de
la concentracién de proteinas por el método de Lowry. De este experimento se
obtuvieron los siguientes resultados: La privacion selectiva de sMOR induce un
incremento en la concentracion de proteinas totales presentes en el LCR,
comparado con el grupo control, mientras que en el grupo de rebote hay una
tendencia a disminuir la concentracion de proteinas (figura 5).

CONCENTRACION ,F‘:ROTEICA ENLCRC,PYR
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Fig.5 Concentracion de proteinas totales en LCR de ratas privadas selectivamente
de sMOR por el método de “Florero invertido”. Cada barra representa el promedio de
proteinas totales + e.e. Los datos se analizaron mediante una prueba de ANOVA de
un solo factor y Tuckey HSD como post hoc. Se consideré una p<0.05 como
estadisticamente significativa
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Mezcla de LCRde C,PyR.

El ensayo electroforético en geles SDS-PAGE de mezclas de LCR de los
diferentes grupos, se obtuvo el patrén de bandas proteicas (Fig. 6). Se puede
apreciar que hay dos bandas proteicas de aproximadamente 12 y 15 Kda que
incrementan su expresion tanto en privacién como en rebote.

| ————

L ghenk

G P R - PM (kpa)

1

" =20
PROTEINA

DE 15 KDa o i
* 1
L -

<10

Fig.6 Patrén electroforético de proteinas presentes en mezclas de LCR de ratas

privadas selectivamente de sMOR. Nota: en el carril marcado con un guién (-) no se

aplicé ninguna muestra, es el resultado de que del carril R se salié muestra que
. entro al carril -,

Analisis densitométrico de bandas proteicas de LCR.

Una vez, obtenido el patrén de bandas proteicas en mezclas de LCR de los
diferentes grupos con n =15, se obtuvo el patron electroforético de LCR de manera
individual (Fig. 6) Posteriormente se realizd la electroforesis de LCR de los
distintos grupos obtenido de cada rata, sin mezclarlo y se obtuvo el patrén de
proteinas (FIG. 7) y se analizaron las bandas proteicas marcadas con las letras A,
B,C,DyE.
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Fig.7 Patrén electroforético de proteinas presentes en LCR individual de ratas
privadas selectivamente de sMOR con 2 y 6 horas de rebote de sMOR.

Los datos obtenidos del analisis densitométrico de cada una de las bandas
en las diferentes condiciones experimentales fueron graficados considerando los
valores del grupo control como el 100% (figuras. 8 a 12) y se realizd un analisis
de varianza de una via (ANOVA) y una prueba como post hoc. En todos los casos
se considerd una p<0.05 como estadisticamente significativa.
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Fig.8 Analisis densitométrico de la banda proteica A. Cada barra representa
el promedio *+ ee del porcentaje de unidades de densitometria. Se consideraron los valores
del grupo control como 100 %.
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Fig.9 Analisis densitométrico de la banda proteica B. Cada barra
representa el promedio + ee del porcentaje de unidades de densitometria. Se consideraron
los valores del grupo control como 100 %.
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LCRC LCRP LCRR i

Fig. 10 Analisis densitométrico de la banda proteica C. Cada barra representa
el promedio + ee del porcentaje de unidades de densitometria. Se consideraron los valores
del grupo control como 100 %.
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GRUPO

Fig. 11 Andlisis densitométrico de la banda proteica D. Cada barra representa
el promedio + ee del porcentaje de unidades de densitometria. Se consideraron los valores
del grupo control como 100 %. * p>0.05
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Fig. 12 Andlisis densitométrico de la banda proteica E. Cada barra representa
el promedio + ee del porcentaje de unidades de densitometria. Se consideraron los valores
del grupo control como 100 %.

Las bandas proteicas A, B, C (figuras. 8, 9 y 10) no presentan variaciones
significativas en su concentracion en los diferentes grupos experimentales, por lo
que estas bandas proteicas ya no se siguieron analizando en trabajos posteriores.
La concentracion de la banda proteica D (aproximadamente 15 KDa) (Fig. 11) se
incrementa con la privacion selectiva de sMOR, mientras que con el periodo de
rebote tiende a disminuir. Es decir, presenta un comportamiento esperado en un
factor inductor de suefio; esta banda proteica se continué analizando. La banda
proteica E (Fig. 12) presenta un comportamiento similar al de la banda D, sin
embargo las diferencias entre los 3 grupos no son significativas ya que la

dispersion es muy alta, por lo que ya no se siguié analizando.
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Incremento del periodo de rebote de sMOR.

Observando que con un periodo de rebote de 2 horas no disminuia de
manera importante la concentracion de la banda proteica de 15 KDa, se procedio

a prolongar este periodo durante 6 horas (Fig. 13).

PROTEINA 15 KDa
*

DENSIDAD OPTICA

LCRP LCRR2H LCRR6H
GRUPOS |

Fig. 13 Analisis densitométrico de la banda D (15 KDa) con 2 y 6 hr de rebote.
Cada barra representa el promedio + ee del porcentaje de unidades de densitometria. Se
consideraron los valores del grupo control como 100 %. * p<0.05

En este experimento se observé que la concentracion de la banda D se
incrementa de manera significativa con la privacion selectiva de sMOR y se
mantiene elevada a las 2 horas de rebote. Con 6 horas de rebote hay una
tendencia a disminuir; si bien no alcanza a ser significativamente diferente del

grupo de privacion, tampoco lo es del grupo control
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Variacion diurna de la proteina de 15 KDa.

Ademas nos interesaba analizar si la concentracién de la banda de 15 KDa
se modificaba con relacién al fotoperiodo y al ciclo suefio-vigila espontaneo. Se
exploro la variacién de la concentracién de esta proteina durante las 24 horas del
dia, para lo cual se extrajo LCR de ratas control a diferentes horas del dia y se

realizd un ensayo electroforético (Fig. 14).

09:00 1300 47.00 21:90__ o1.00 -.9§.aQQ._P

PROTEINA
DE 15 KDa |
—

Fig. 14 Patrén electroforético del LCR de ratas privadas selectivamente de
sMOR. Obtenido cada 4 horas durante las 24 horas del dia.

La variacién diurna de la concentracion de esta proteina (Fig. 15) presenta un
patrén ciclico y hay diferencias significativas en los grupos de las 13:00 y 17:00
hrs., comparados con el grupo de la 01:00 hr.



09:00 13:00 17:00 21:00 01:00 05:00
HORA.

Fig. 15 Analisis densitométrico de la proteina de aproximadamente 15 KDa
durante las 24 horas del dia. Cada barra representa el promedio *+ ee del porcentaje de
unidades de densitometria. Se consideraron los valores del grupo de las 09:00 horas como
100 %. * p<0.5
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Espectrometria de masas.

La proteina de 15 KDa, que se incrementa con la privacion selectiva de
sMOR, se envié a secuenciar a la Universidad de Yale, U.S.A. Los péptidos
obtenidos de la digestion con tripsina, fueron sometidos a un analisis de
espectrometria de masas y presentan un espectro (Fig. 16) en el cual destacan
cuatro picos de poblacion de péptidos que corresponden uno a tripsina y tres a
cistatina C (CC).

Navarro RGR17TK
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Fig. 16 Espectro de masas obtenido del anilisis de la banda proteica D
(aproximadamente 15 KDa).
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Tabla de resultados

De este espectro se obtuvo la siguiente secuencia de los tres péptidos
LLGAPQEADASEEGVQR, ALDFAVSEYNKGSNDAYHSR y ALDFAVSEYNK
(Fig. 17), cada letra corresponde a la abreviacion del nombre del residuo
aminoacido de la proteina digerida y secuenciada. Comparando la secuencia de
estos péptidos con las secuencias de proteinas que se encuentran en bases de
datos, la proteina identificada con expresion diferencial en el LCR del grupo de

privacion y rebote, corresponde a la Cistatina C. (Fig. 17)

o ) SUMMARY OF MSMS SPECTRA
[Protein | MSMS | M [ Mascot [ ProteinID Sequence
Spectira o Maich? [« |
RGR1TK | 0200002 | 104455 | No trypsin cneyme used for digestion [
1L.CO3-
0407 |
0200012 | 176891 | Yes cystatin C LLGAPQEADASEEGVQR
ursor mit
0200031 | 224306 | Yes cysiatin C ALDFAVSEYNKGSNDAYHSR
i Vanous |
i including rat
| 0200045 | 125559 | Yes cystatin C ALDFAVSEYNK
| various
| luding a1 -
i
PROTEIN IDENTIFIED: cystatin C 3 mascat matches
SDS PAGE MW = 17K 15K in size

Fig. 17 Resumen del espectro de masas obtenido del analisis de la banda proteica D.
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Cat3
cystatin

lL.egend:
- CIf —=- gene

Sequence:

1 CTGGTCTCTA TCTCTCACAA TTCGLTAARAR GCCGCGLTGT COTCTOCTCT GCACCOACTC

=1 TCTCCTCCCE RACCATECCC RECCCGCTCC GLTCCTTGAT GUTACTOLTC GCCOTLCTCE

HA 8 F L RSLH LLL ABVL
121 CCGIGGCCTG GOCCCCARCC TCCRGGCCAC CCCCGCGATT GYTGGORGCT CCGLALGAGS
e e e e ]

AR YA MW RARGT SEP PPHL L GR P QE

181 CAGATGCCAC CORCGAGGGC CTGLAGCGAG CGTTGGACTT CGCCCTRACC GAGTACRACH .
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Fig. 18 Secuencia de aminoacidos y nucleétidos de la proteina Cistatina C de rata y
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DISCUSION

A la fecha se conocen diferentes moléculas como factores inductores de
suefio. En la mayoria de ellos, su papel en la induccién o modulacién del suefio se
considera como una funcién alternativa, ya que inicialmente fueron identificados

como participantes en otros procesos.

Como se originan estos factores inductores de suefio y como patrticipan de
manera orquestada para inducir el suefio, no se conoce en la actualidad, sin
embargo es importante profundizar en la identificacion de los procesos
bioquimicos y las moléculas que estan participando en la modulacién del suefio y
en particular del sMOR, ya que se ha postulado que durante esta fase de suefio se

llevan a cabo las ensofiaciones y la consolidacién de la memoria.

En este trabajo, se analizé el patron electroforético del LCR de ratas control,
con privaciéon selectiva de sMOR y privacion selectiva de sMOR mas rebote,
observandose que existen diferencias significativas en la concentracién de
proteinas totales entre el grupo de privacién respecto al grupo control. Por lo tanto
proponemos que en el LCR existen proteinas que se estan comportando como
factores inductores de suefio, ya que con la privacién selectiva de sMOR se
incrementa la concentracién de proteinas totales, mientras que con el rebote de
suefio (2 hr) existe una tendencia a disminuir la concentracién de proteinas, sin
que llegue a existir diferencias significativas entre el grupo de rebote respecto al
grupo control y de privacion.

Analizando el patron electroforético de proteinas presentes en el LCR de
ratas de los grupos control, privado y rebote LCR, se observé que se incrementa la
concentracion de una banda proteica de 15 KDa aproximadamente, en los grupos
de privacion y rebote (2 hr.) respecto al grupo control. Si el periodo de rebote se
incrementa a 6 horas hay una tendencia a disminuir. En este sentido se comporta
como un factor inductor de suefio, de acuerdo con la teoria de Pierén, en la cual €l

postula, que durante vigilia se acumula una sustancia en el LCR que induce
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suefio, a la cual denominé hipnotoxina (Revisado en: Prospéro-Garcia et al 1997);
asi mismo Borbély y Tobler (1989) propusieron que un factor inductor de suefio
presentaria variaciones en su sintesis o recambio relacionados con los estados de
vigilancia. Un ejemplo claro de este comportamiento lo constituye la adenosina.
Porka-Heiskenen et al (1997) reportaron que la adenosina se incrementa en el
cerebro basal anterior de la rata en la vigilia prolongada y tiende a disminuir con el

rebote.

Considerando que las ratas son animales policiclicos nocturnos. Es decir
que presentan varios periodos de vigilia-suefio durante las 24 horas del dia y que
cursan por el mayor periodo de suefio durante la fase de luz, decidimos explorar la
expresion de esta proteina en LCR durante las 24 horas del dia. La proteina
presenta una expresion ciclica, existiendo una mayor concentracion a las 13:00 y
17:00 hrs, mientras que presenta una menor concentracion a la 01:00 hr. Este
comportamiento coincide con el periodo que la rata pasa mas tiempo en sMOR
(Méndez-Diaz 1999), mientras que los valores menores en concentraciéon ocurren
cuando la rata cursa menor tiempo en sMOR (Fig. 19), lo cual apoya que esta
proteina posiblemente este participando en la regulaciéon o mantenimiento del
sMOR, posiblemente via la inhibicibn de las enzimas cisteinaproteasas,
impidiendo que se lleve a cabo la degradacion del conjunto de proteinas que estén

participando en la regulacion del sMOR.

Podemos apreciar, que la concentracion de esta proteina esta influenciada
tanto por el ciclo suefio vigilia como por el fotoperiodo. Cuando incrementamos, el
periodo de rebote a 6 hr, aunque observamos que la concentraciéon disminuye,
aunque no alcanza a ser significativamente diferente del grupo de privacion,
posiblemente porque este influyendo el fotoperiodo, ya que a esta hora (13:00) es
cuando hay naturalmente una mayor concentracién de dicha proteina. En este
sentido vale la pena recordar que se ha planteado que el suefio, al igual que otras
variables fisioldgicas presenta un comportamiento circadico y un componente
homeostatico (Borbély 1982). El componente homeostatico estaria dado por la
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presién ejercida por la privacion selectiva de sMOR, mientras que el circadico por

la hora del dia.

PROTEINA 15 KDa

65 -
%5 , . . . .
09:00 1300 17:00 21:00 01:00 05:00
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25 T
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9:00 13:00 17:00 2100 1:00 5:00

Fig. 19 Variacién de la concentracion de la banda proteica D y la prevalencia del
sMOR durante las 24 horas del dia
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La proteina de 15 KDa se mandé a secuenciar y el resultado obtenido
corresponde a una proteina denominada Cistatina C (CC). CC contiene dos
enlaces disulfuro no glicosilados, actia intracelular y extracelularmente. La CC de
humano, contiene un péptido sefal de 20 aminoacidos, lo cual sugiere que CC
tiene una actividad extracelular. La CC se encuentra ampliamente distribuida en
fluidos biolégicos, hallandose en concentraciones mayores en: liquido seminal y
LCR, y en concentraciones menores en lagrimas, liqguido amniético, saliva, leche y
plasma. Ademas la CC se ha localizado en el PC, sitio secretor de LCR y en
parénquima cerebral. La CC es inhibidora reversible de las catepsinas B, H, K, L y
S, enzimas cisteina-proteasas (revisado en Gronka et al, 2001; Chapman et al
1997). La amplia distribucién de la CC y su potencia inhibidora sugiere que es la

principal inhibidora de las cisteina-proteasas.

Con relacién a la participacién de CC en el suefio, vale la pena sefalar que
en la literatura no hay datos al respecto. Con relacién a las catepsinas, solo se
encuentran dos reportes que sefalan que el péptido inductor de suefio delta
(DSIP) puede alterar la actividad de algunas catepsinas en la sangre y en el
cerebro de la rata (Shmal'’ko & Mikhaleva, 1988; Mendzheritskii et al, 1992)

Con relacion a la participacion de las proteinas en el suefio, en particular en
el sMOR, trabajos realizados en la década de los 70's, por el grupo de Drucker
Colin, sefalan que la secrecion de proteinas de los perfusados obtenidos durante
el sMOR, tienen mayor concentracion de proteinas respecto a los perfusados
obtenidos durante la vigilia o el shMOR y que la aplicacion de inhibidores de

sintesis de proteinas ocasiona la disminucién del sMOR

En cuanto, a la participacion de peptidasas en la regulacién del suefio, sélo
hay un trabajo realizado por el grupo de Jouvet (Sastre et al, 1983) en el que
administran bacitracina, (farmaco inhibidor de peptidasas) a gatos y observan

incremento en el sMOR.

52



Todos estos datos sugieren que la participacion de las proteinas en la
regulacién del sMOR es muy importante. Con la realizacion de este trabajo se
abre otra perspectiva del estudio de la participacion de las proteinas en la
regulacién del sSMOR, la participacion de proteasas inespecificas (bacitracina) esta
documentado, con la realizacién de este trabajo se abren dos perspectivas en el
estudio del suefio. Una a través de la participacion de la Cistatina C en el suefio,
ya que esta proteina inhibe reversiblemente a las catepsinas (cisteina-proteasas),
potencialmente encargadas de degradar algunas proteinas que pudieran estar
regulando o promoviendo el sMOR. La otra perspectiva es la participacion de
proteasas especificas como las catepsinas y su participacion en la degradacion de
proteinas. Cabe mencionar que la participacion de ambas moléculas en la
regulacién del suefio no se ha documentado y con la realizacién de este trabajo se
estd abriendo un nuevo enfoque en el estudio de los procesos bioquimicos que
subyacen a la presencia del ciclo vigilia-suefio y en particular al suefio sMOR.
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