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ABREVIATURAS

a-CG a-Cetoglutarato

AMPA o-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato
Asp Aspartato

CC Control de caja

CE Control de estrés

CORT Corticosterona

CPF(m, dl, vm)  Corteza prefrontal (medial, dorsolateral, ventromedial)
EAAT(s) Excitatory amino acid transporter(s)
EEG Electroencefalograma

EPSP Excitatory post-synaptic potential
GABA y-Aminobutyric acid

GDH Glutamato deshidrogenasa

GLAST Glutamate and aspartate transporter
Gli Glicina

GLT-1 Glutamate transporter 1

Glu Glutamato

GluTs Glutamate transporters

GIn Glutamina

GPCRs G protein-coupled receptors

GRs Glucocorticoid receptors

GS Glutamina sintetasa

HC Hipocampo

iGluRs lonotropic glutamate receptors
mGIuRs Metabotropic glutamate receptors
MOR Movimientos oculares rapidos
NMDA N-metil-D-aspartato

NMOR Sin movimientos oculares rapidos
PAG Phosphate-activated glutaminase
PS Privacion de suefio

PSM Privaciéon de suefio MOR

PC Piruvato carboxilasa

REC Recuperacion

SNC Sistema nervioso central



SOL Suefio de onda lenta

VGLUTs Vesicular glutamate transporters

Abreviaturas de Electroforesis

AcBo Acido bérico

B-CD B-ciclodextrina

BGE Background electrolyte
CBQCA 3-(4-carboxibenzoil)-2-quinolincaboxaldehido
CEC Capillary electrocromatography
CD(s) Ciclodextrina(s)

CIEF Capillary isoelectric focusing
CITP Capillary isotacophoresis

CZE Capillary zone electrophoresis
D Coeficiente de difusién

d.i. Diametro interno

DMSO Dimetilsulféxido

c Constante dieléctrica

Magnitud del campo eléctrico

EC Electroforesis capilar

F Coeficiente de friccion

Fe Fuerza del campo eléctrico

Fs Fuerza de friccion

FEO Flujo electroosmatico

FITC Isotiocianato de fluoresceina

FQ 5-Furoilquinolin-3-carboxaldehido

HPCE High performance capillary electrophoresis
| Intensidad de la corriente eléctrica

L Longitud total del capilar (columna)

Lp Longitud del capilar del punto de inyeccion al detector (longitud efectiva)
LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantification

LIF Laser-induced fluorescence

MEKC Micellar electrokinetic cromatography
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MARCO TEORICO
1. EL GLUTAMATO EN EL CEREBRO

El glutamato (Glu) es un aminoacido no esencial, incapaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, por o que en el sistema nervioso central (SNC) se sintetiza a partir de
precursores locales. El Glu participa en diversos procesos dentro del cerebro, entre ellos, la
sintesis proteica, el metabolismo energético y la detoxificacibn de amonio, asi como la
sintesis de acido y-aminobutirico (GABA) y de glutation. Ademas, es el neurotransmisor
excitador mas importante del cerebro (Erecinska & Silver, 1990). Entre el 80 y 90 % de las
sinapsis de la corteza cerebral son glutamatérgicas (Bovento et al., 2002). Sin embargo, la
acumulacion de Glu en el espacio extracelular es neurotdxica, como se observa en la
isquemia cerebral y varias enfermedades neurodegenerativas (Camacho & Massieu, 2006;
Sheldon & Robinson, 2007).

1.1. Sintesis y metabolismo

El Glu se metaboliza a través del ciclo Glutamato-Glutamina (Fig. 1), en neuronas y células
de la glia. Tras la despolarizaciéon de las neuronas glutamatérgicas, el Glu se exocita a la
hendidura sinaptica. Los transportadores de Glu (GluTs), presentes en los astrocitos
circundantes, capturan el Glu del espacio extracelular. La glutamina sintetasa (GS), enzima
exclusiva de la glia, produce glutamina (GIn) a partir del Glu. La GIn pasa de la glia al
espacio extracelular y de éste, al interior de las terminales nerviosas; estos procesos son
mediados por el sistema transportador N1 (SN1) de la glia y los sistemas transportadores A1
y A2 (SA1/2) de las neuronas, respectivamente. La glutaminasa activada por fosfato (PAG),
enzima mitocondrial neuronal, utiliza la GIn para generar Glu. Los transportadores
vesiculares de Glu (VGLUTSs) lo introducen al interior de las vesiculas sinapticas para su
almacenamiento. El ciclo comienza de nuevo con la liberacion del Glu al espacio sinaptico
(Danbolt, 2001; Foster & Kemp, 2006).

El ciclo Glu-GIn no es estequiométrico, pues cierta cantidad del Glu que entra a los astrocitos
se degrada oxidativamente para producir energia. En consecuencia, el mantenimiento de la
poza neuronal requiere la sintesis de novo de Glu. Este proceso ocurre principalmente en la
glia, ya que las neuronas al carecer de la enzima piruvato carboxilasa (PC), no pueden llevar

a cabo la sintesis neta de Glu a partir de glucosa. La carboxilaciéon del piruvato genera
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oxaloacetato (OA), el cual entra al ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA). EI OA se
condensa con la acetil coenzima A para generar citrato. Este ultimo, se metaboliza en el ciclo
TCA para formar a-cetoglutarato (a-CG), el precursor directo del Glu. El a-CG se encuentra
en equilibrio dinamico con el Glu, tanto en astrocitos como en neuronas, a través de una
transaminacion bidireccional mediada por la deshidrogenasa del Glu (GDH) (Hertz & Zielke,
2004; McKenna, 2007).

El funcionamiento adecuado de las neuronas glutamatérgicas recae en el sustento
energético y metabdlico que proveen los astrocitos. Por lo tanto, la homeostasis del Glu
depende del trabajo conjunto de los componentes neuronales y gliales relacionados con la

sintesis, metabolismo y transporte del Glu (Pellerin & Magistretti, 2004).
1.2. Transportadores de Glutamato

La concentracion de Glu en el espacio extracelular debe mantenerse baja para evitar el dafo
neuronal debido a la sobreestimulacion de los receptores de Glu (excitotoxicidad). La
recaptura celular constituye el mecanismo mas eficiente para retirar el Glu del espacio
extracelular y es mediada por los transportadores de Glu (GluTs). Se conocen cinco
transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATs) de alta afinidad dependientes de Na®,
los cuales se encuentran en las membranas plasmaticas de las células de la glia (EAA1-2) y
de las neuronas (EAAT3-5). Como su nombre lo refiere, los EAATs transportan Glu y
aspartato (Asp), asi como analogos del Glu (Danbolt, 2001). El transporte del Glu por los
EAATs esta acoplado al cotransporte de tres Na® y un H*, y al contratransporte de un K*

(Zerangue & Kavanaugh, 1996).

En roedores, EAAT1 y EAAT2 corresponden a GLAST (transportador de Glu y Asp) y GLT-1
(transportador 1 de glutamato), respectivamente. EAAT3 es el transportador principal de las
neuronas del cerebro y la médula espinal, mientras que EAAT4 lo es del cerebelo y EAATS
de la retina. De los transportadores gliales, GLT-1 se encuentra en los astrocitos de todo el
SNC, con una presencia notable en el hipocampo (HC) y la corteza; es responsable por
cerca del 90% de la actividad de transporte del Glu en el cerebro anterior. Por su parte,
GLAST predomina en la glia de Bergmann del cerebelo (Danbolt, 2001). Mediante el
knockout individual de los GluTs, GLT-1 y GLAST se identificaron como los transportadores

de mayor relevancia en la recaptura del Glu (Rothstein et al., 1996).
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Ademas de prevenir la acumulacién del Glu, los GluTs regulan los niveles de Glu a los que
estan expuestos los receptores postsinapticos, modulando asi la neurotransmision
glutamatérgica. Asimismo, hay que resaltar que los GluTs forman parte del ciclo Glu-GIn, por
lo tanto, son indispensables para reabastecer las pozas neuronales del transmisor Glu
(Danbolt, 2001; Daikhin & Yudkoff, 2000).

La disfuncion de los GluTs se ha relacionado con diversas condiciones neurodegenerativas,
entre las que se encuentran: las enfermedades de Huntington, Alzheimer y Parkinson, la
epilepsia y la esclerosis lateral amiotréfica, (Beart & O’Shea, 2007; Sheldon & Robinson,
2007).

1.3. Receptores de Glutamato

Los receptores de Glu se clasifican en ionotrépicos y metabotropicos. Los receptores
ionotropicos (iGIuRs) se subdividen en tres grupos con base en la especificidad de un
agonista sintético: receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato  (AMPA),
kainato y N-metil-D-aspartato (NMDA). Los iGluRs permiten la entrada de Na* a la célula
postsinaptica, lo que provoca la despolarizacion de la membrana. Los receptores
metabotropicos (mMGluRs) estan acoplados a proteinas G, las cuales regulan la produccion

intracelular de segundos mensajeros.
1.3.1. Receptores ionotrépicos

Los receptores AMPA y kainato forman canales permeables a Na*; su activacion corresponde
al pico temprano del potencial excitatorio postsinaptico (EPSP). Los receptores NMDA
también son permeables al Na*, pero presentan una mayor permeabilidad al Ca®, y su

activacion se asocia con el componente tardio del EPSP (Walton & Dodd, 2007).

El receptor AMPA es un complejo tetramérico compuesto por las subunidades GluR1-4, que
puede ser hetero- u homomérico. La subunidad GIuR2 es de interés particular, pues su
presencia en el complejo determina una permeabilidad extremadamente baja al calcio. Es
decir, los receptores AMPA carentes de la subunidad GIuR2 permiten una entrada
significativa de Ca®", y podrian estar involucrados en los mecanismos de excitotoxicidad
(Hara & Snyder, 2007). Los receptores kainato muestran dos tipos de subunidades: GIuR5-7

y KA1-2. Los receptores funcionales pueden ser heteroméricos, compuestos por las
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subunidades KA1 y 2 en combinacion con subunidades GIuR5-7, o bien, homoméricos,
compuestos uUnicamente por subunidades GIuR5-7. Las propiedades y localizacién de los
receptores kainato no estan bien definidas, debido a su afinidad parcial por los antagonistas

de los receptores AMPA.

Los receptores NMDA presentan una estructura tetramérica que consiste en una subunidad
NR1, donde se encuentra el sitio de union a glicina (Gli), en combinacion con subunidades
NR2A-D, que contienen el sitio de unién a Glu, y en algunos casos con subunidades NR3A-
B. El canal iénico que forma el receptor NMDA se encuentra bloqueado por Mg** al potencial
de reposo de la membrana; este bloqueo se libera conforme la membrana se despolariza. La
activacion del receptor NMDA depende de la unién simultanea del Glu y la Gli (coagonista) a
sus sitios respectivos, ademas de la despolarizacion de la membrana postsinaptica (mediada
por la activacion previa de los receptores AMPA y kainato). Estudios recientes en roedores,
sugieren que la D-serina también actua como coagonista endégeno del receptor NMDA en el
sitio de Gli (Foster & Kemp, 2006).

1.3.2. Receptores metabotrépicos

Los mGIluRs pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). Se
conocen ocho mGIuRs y se agrupan en tres familias con base en su estructura, farmacologia
y sefial de transduccion. El grupo | (mGIuR1 y 5) se acopla a G, e induce la ruptura del
inositol trifosfato, mientras que los grupos Il (mGIuR2 y 3) y Il (MGIuR4, 6-8) se acoplan a
Gy, € inhiben la adenilato ciclasa. Ademas, miembros de los tres grupos pueden interactuar
directamente con canales de calcio o potasio regulados por voltaje a través de sus proteinas
G. El grupo | predomina postsinapticamente, y se piensa que favorece la neurotransmision a
través del incremento de la conductancia de calcio y la reduccién de la hiperpolarizacion
posterior, ademas de intensificar los eventos mediados por el receptor NMDA. Los grupos Il 'y
Il predominan presinapticamente, pero también pueden encontrarse en la membrana

postsinaptica y la glia (Foster & Kemp, 2006).
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Fig. 1. Componentes moleculares del sistema de neurotransmision glutamatérgico.

2. LA CORTEZA PREFRONTAL

La corteza prefrontal (CPF) es una region de la neocorteza (sectores no motores del I6bulo
frontal) que presenta conexiones reciprocas con el talamo mediodorsal, la mayoria de los
sistemas sensoriales y motores, asi como con varias estructuras subcorticales. La ubicacion
anatémica y conectividad de la CPF le permite coordinar un amplio rango de procesos
cognitivos (Miller & Cohen, 2001). La CPF se relaciona con la memoria de trabajo, los
procesos complejos de atencion y las funciones ejecutivas (planeacion, toma de decisiones,

flexibilidad conductual, razonamiento l6gico, monitoreo del comportamiento).
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La memoria de trabajo es la capacidad de mantener temporalmente una representacion
mental de cierta informacion, no disponible a los sentidos, que se desea manipular con un
propésito particular. La memoria de trabajo permite integrar y organizar dicha informacion
para planear una accion; es la base de la toma de decisiones y la resolucién de problemas
(Dash et al., 2007).

Se ha sugerido que la CPF dorsolateral (CPFdl) de los humanos esta asociada con la
actividad cognitiva, mientras que la CPF ventromedial (CPFvm) con la regulacion emocional.
Las funciones de estas dos regiones parecen estar integradas en la CPF medial (CPFm) de
la rata, la cual se divide en las cortezas cingulada anterior (AC), prelimbica (PL) e
infralimbica (IL) (Holmes & Wellman, 2009).

La CPF es extremadamente sensible a la falta de suefo. Las funciones cognitivas
relacionadas con CPF se deterioran tras una vigilia prolongada (Muzur et al.,, 2002). En
humanos, la privacion de suefio por 24 h provoca una disminucion significativa de la tasa
metabdlica cerebral de la glucosa, especialmente marcada en la CPF, la cual se correlaciona
con una disminucion del desempefio cognitivo y la atencion (Thomas et al., 2000). Se ha
reportado que durante el suefio hay una regulacion a la baja de numerosos genes en la CPF
de la rata (Romcy-Pereira et al., 2009) y que durante el suefio de onda lenta (SOL), la mayor
parte del cerebro presenta una actividad reducida, incluyendo la CPF. Especificamente, se
ha observado que la CPFdl mantiene una “desactivacion” relativa incluso durante el suefio
MOR, a diferencia de estructuras como la amigdala y el HC (Braun et al., 1997; Maquet et
al., 1996;). Estos hechos sustentan la idea de que la CPF necesita un descanso mas
pronunciado que el resto del cerebro para recuperarse de la intensa actividad que muestra

durante la vigilia.

Asimismo, existe evidencia de la susceptibilidad de la CPF al estrés (McEwen, 2007). En
ratas, el estrés cronico deteriora la memoria de trabajo espacial y la flexibilidad conductual,
ambas dependientes de la CPF (Cerqueira et al., 2007). Las deficiencias cognitivas que
provoca el estrés se han correlacionado con la retraccion de las dendritas apicales de las
neuronas piramidales (glutamatérgicas) de las capas superficiales de la CPF (Radley et al.,
2004). También se ha propuesto que la CPF participa en la regulacion de la respuesta al
estrés (Cerqueira et al., 2008). En este sentido, la neurotransmision mediada por el Glu tiene

un papel fundamental, ya que todas las eferencias de la CPF y la mayoria de sus aferencias
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—en particular las que provienen del tdlamo, HC y amigdala- son glutamatérgicas
(Moghaddam, 2002).

Es importante mencionar que la disfuncién de la CPF se ha vinculado con varios
padecimientos psiquiatricos como el desorden de estrés post-traumatico, la depresion y la

esquizofrenia (Arnsten, 2009a).
3. EL SUENO

El suefio es un estado reversible de inconsciencia, inmovilidad relativa y una capacidad
limitada de respuesta ante los estimulos medioambientales. El suefio afecta diversos
procesos en el organismo, incluyendo el metabolismo energético cerebral (Scharf et al.,
2008), el aprendizaje y la memoria (Walker & Stickgold, 2004), el funcionamiento del sistema

inmune (Imeri & Opp, 2009) y la expresidn génica (Cirelli & Tononi, 2000).

El suefio es heterogéneo y dinamico; en los mamiferos terrestres y las aves, se divide en
suefio con movimientos oculares rapidos (MOR) y suefio sin movimientos oculares rapidos
(NMOR), los cuales se alternan en un ciclo que dura 90 minutos aproximadamente y que se
repite de 5 a 6 veces cada noche. En humanos, el suefio NMOR representa alrededor del
80% y se subdivide en cuatro etapas (E1-E4), mientras que el suefio MOR ocupa el 20%
restante (Fig. 2). El tiempo que pasamos en alguno de estos tipos de suefio cambia
conforme amanece, de una predominancia del suefio NMOR durante el primer ciclo, a una

predominancia del suefio MOR en el ciclo final (Zisapel, 2007).

Fig. 2. Hipnograma del suefio en humanos (modificada de Cirelli, 2009; V: vigilia;
E1-E4: etapas del suefio NMOR).
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El ciclo del sueio de la rata solo dura de 10 a 12 minutos. La rata duerme del 50 al 65 % de
su tiempo y lo hace principalmente durante el periodo de luz. El suefio de la rata no se
consolida en una sola fase, es interrumpido por periodos de actividad (suefo polifasico)
(Datta & MacLean, 2007).

3.1. Suefio NMOR

El suefio NMOR se caracteriza por la disminucion de la actividad corporal: tono muscular,
movimiento, ritmo cardiaco, presion sanguinea, metabolismo y temperatura. En humanos, el
suefio NMOR se subdivide en cuatro etapas, cada una de las cuales se puede reconocer por
sus caracteristicas electroencefalograficas (Fig. 3). La etapa 1 corresponde a la transicion de
la vigilia al suefo. Las ondas alfa (8-13 Hz) que acompanan a la vigilia desaparecen y en su

lugar aparecen las ondas theta (4-7 Hz); sélo dura algunos minutos y es recurrente.

Fig. 3. Caracteristicas electroencefalograficas de las etapas del suefio
(modificada de Swick, 2005).

La etapa 2 se caracteriza por la disminucién de la frecuencia y el aumento de la amplitud de

17



las ondas del electroencefalograma (EEG). Se observan grupos de picos de alta frecuencia
de manera intermitente llamados husos del suefio, los cuales son estallidos periddicos de
actividad de 10 a 12 Hz que duran de 1 a 2 segundos. También se observan los llamados
complejos K, de distribucién aleatoria, que al parecer corresponden a estimulos auditivos.
Las etapas 3 y 4 se conocen en conjunto como suefio de onda lenta (SOL). Es el nivel de
suefio mas profundo; la frecuencia de la actividad electroencefalografica es muy baja (0.5 a 2
Hz) y su amplitud alta, patron que corresponde a las ondas delta y que refleja una actividad
eléctrica sincronizada de las neuronas corticales. Estas etapas son seguidas por un regreso

a la etapa 2 y el inicio del primer episodio de suefio MOR (Kolb & Whishaw, 2009).
3.2. Suefio MOR

El suefio MOR fue reconocido por primera vez en 1953 por Kleitman y Aserinsky.
Posteriormente, Jouvet lo denomindé suefo paraddjico, debido a que su patrén
electroencefalografico es muy parecido al de la vigilia. Durante el suefio MOR ocurren dos
tipos de cambios: tonicos y fasicos. Los primeros se mantienen a lo largo del suefio MOR,
mientras que los segundos ocurren episddicamente. Algunas caracteristicas tonicas son: la
pérdida del tono muscular (excepto en los musculos del diafragma y en aquéllos
involucrados con el movimiento ocular), la actividad desincronizada de frecuencia alta y
voltaje bajo en el EEG (Fig. 4) y la supresion de la termorregulacion. Entre las caracteristicas
fasicas se encuentran: los movimientos oculares rapidos, la contraccion repentina de
musculos en el oido medio y los dedos de manos y pies (esto rompe brevemente con la
atonia), asi como periodos de irregularidad en el ritmo cardiaco y respiratorio (Datta &
MacLean, 2007).

3. 3. Funcién del suefio

La funcidén del suefio es incierta ya que la comprensién de los procesos celulares y
moleculares subyacentes es incompleta. A continuacién, se exponen brevemente dos de las

hipotesis mas aceptadas al respecto.
3.3.1. Procesamiento de la informacion

Establece que el suefio MOR tiene una participacion fundamental en el aprendizaje y la

consolidacién de la memoria. Las evidencias principales que soportan esta hipétesis son: a)
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el aumento del suefio MOR en roedores tras su entrenamiento en una tarea especifica, asi
como el deterioro del aprendizaje si hay una privacion del suefio MOR post-entrenamiento
(Hennevin et al.,, 1995); b) la regulacion a la alta de zif-268 (gen inmediato temprano
asociado con la plasticidad) durante el suefio MOR cuando la rata se expone previamente a
un ambiente estimulante (Ribeiro et al., 1999); c) la reaparicién de los patrones de actividad
neuronal que se observan mientras el individuo ejecuta una tarea durante el episodio
subsecuente de suefio MOR (Maquet, 2000); d) la regulacion a la alta de los genes
relacionados con la sintesis proteica en la corteza cerebral de la rata durante el suefio
(Cirelli, 2005).

En contra de esta hipotesis se ha planteado que: a) no se puede determinar si los procesos
del aprendizaje son afectados por el estrés inherente al protocolo experimental o por la
pérdida de suefio per se, b) no se han reportado deficiencias notables en la memoria,
atribuibles al uso prolongado de antidepresivos ftriciclicos e inhibidores de la monoamina
oxidasa (MAO), los cuales reducen los parametros del suefio MOR (revisado en Siegel,
2001).

3.3.2. Restauracion

Establece que el suefio es necesario para revertir el dafo que ocurre durante la vigilia,
incluyendo el estrés oxidativo, la deplecion de los almacenes de energia y la
desensibilizacién de los receptores. La privacidon de suefio de largo plazo (semanas) en ratas
provoca la desregulacion metabdlica, que eventualmente conduce a la muerte
(Rechtschaffen et al., 1989). Asimismo, existe una correlacidon entre el tamafo corporal (y
cerebral) y la cantidad de suefo requerida. Los animales pequenos (que presentan una tasa
metabdlica mayor que los animales grandes) duermen mas, probablemente para enfrentar el
estrés oxidativo generado durante la vigilia y para reparar (o reemplazar) los componentes
celulares del SNC. Particularmente, durante el suefio MOR se desconectan la mayoria de los

sistemas monoaminérgicos, lo que podria favorecer su recuperacion (Siegel, 2003).

Sin embargo, este modelo es insuficiente para explicar por qué el suefio no es similar a la
hibernacion. Ademas, mientras que el suefio NMOR se asocia con una disminucion del gasto
energético, durante el suefio MOR se registra un aumento del flujo sanguineo y el
metabolismo de la glucosa en la mayor parte del cerebro (Maquet, 1995; Nofzinger et al.,
1997).
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3.4. Regulacion del suefio

Existen dos mecanismos de regulacion del suefo: circadiano y homeostatico. El mecanismo
circadiano determina el horario de consolidacion del suefio en un periodo de 24 h (dia en
roedores y noche en humanos). En los mamiferos, se ha mostrado que el nucleo
supraquiasmatico del hipotalamo es el responsable de los ritmos circadianos. EI mecanismo
homeostatico establece el nivel de propension al suefio con base en la duracion de la vigilia
previa; la presion de suefio se acumula mientras estamos despiertos y se reduce mientras
dormimos. La prolongacion de la vigilia por encima de su duracién fisiolégica provoca una

mayor intensidad y/o duracion del suefio que la sucede (Cirelli, 2009).

La necesidad de suefio también se regula localmente pues las regiones del cerebro que se
someten a una potenciacion sinaptica (por ejemplo, durante el aprendizaje) muestran mayor
cantidad de SOL (Huber et al., 2004). La cantidad y calidad de suefo se evallua a través del
EEG, cuyo analisis permite determinar la duracion del sueno (h por dia), los porcentajes del
suefio MOR y NMOR, asi como el porcentaje de cada etapa del suefio NMOR. Mediante el
EEG también se pueden conocer la latencia del suefio NMOR y MOR, el nUmero de veces
que el sujeto despierta después del inicio del suefo y la actividad de onda lenta durante el
suefio NMOR (Cirelli, 2009).

3.5. Privacién del suefio

La privaciéon del suefio (PS) ha sido la estrategia de eleccion para estudiar las funciones del
suefo debido a que promueve alteraciones conductuales, fisiolégicas y moleculares (Banks
& Dinges, 2007; McEwen, 2006; Cirelli et al., 2006).

En ratas, la PS de largo plazo afecta el metabolismo energético, la termoregulacion y la
funcién inmune. Conforme pasan los dias, los animales se vuelven hiperfagicos y al mismo
tiempo pierden peso, su temperatura corporal desciende, se debilitan y desarrollan ulceras
en cola y patas, finalmente mueren tras 2 o 3 semanas de PS total (Rechtschaffen et al.,
1989).

La PS en humanos produce irritabilidad, fatiga, dificultad para concentrarse, disminucién de
la productividad y la tendencia a cometer errores en tareas que implican atencion y diferentes

habilidades cognitivas. Los efectos negativos de la PS sobre las funciones cognitivas han
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sido reconocidos ampliamente tanto en humanos (Alhola & Polo-Kantola, 2007; Yoo et al.,
2007) como en ratas (Alvarenga et al., 2008), sin embargo, los mecanismos celulares y

moleculares que subyacen a este deterioro no son claros.
3.5.1. Suefio de recuperacion

La PS provoca el aumento de la duracién y/o profundidad del suefio de recuperacion, lo que
se conoce como “rebote” del suefio. Se ha propuesto que el cerebro lleva un registro del
suefo perdido, el cual debe ser compensado. Sin embargo, los porcentajes de recuperacion
no son iguales para todas las etapas del suefno, ya que se favorecen el SOL y el suefio MOR,

lo que sugiere su importancia en alguna funcién restauradora.

Es probable que el rebote del suefio MOR aparezca por la necesidad de inactivar ciertos
grupos celulares que permanecen activos durante la vigilia pero que se “apagan” durante el
suefio MOR, tales como los sistemas histaminérgicos, noradrenérgicos y serotoninérgicos.
Este fendmeno podria beneficiar varios procesos celulares, por ejemplo, las rutas
metabdlicas requeridas para la sintesis de monoaminas y sus receptores, los mecanismos
involucrados en su recaptura y metabolismo, asi como la resensibilizacion de los receptores

ante la ausencia de sus agonistas (Siegel, 2003).

4. ELECTROFORESIS CAPILAR

4.1. Antecedentes historicos

En 1937, Tiselius mostré que la electroforesis tenia una aplicacion potencial como técnica
analitica de separacion al utilizarla para separar las proteinas del suero; por su trabajo
obtuvo el premio Nobel en 1948. El enfoque experimental que propuso Tiselius presentaba
varias limitaciones, debidas basicamente a la conveccion térmica. Es asi que en afos
posteriores, los esfuerzos se enfocaron en mejorar la técnica mediante el uso de distintos
materiales anticonvectivos (papel, acetato de celulosa, almidén, agarosa y poliacrilamida). En
1967, Hjertén y colaboradores describieron la electroforesis en capilares de diametros
pequefios (mm) hechos de cuarzo. En la década de los 70's, Virtanen y Mikkers reportaron el
uso de capilares de 200 pum de didmetro interno (d.i.) hechos de vidrio y tefldn,
respectivamente. En 1981, Jorgerson y Lukacs introdujeron un instrumento de disefio simple,
el cual permitia llevar cabo la electroforesis en capilares de vidrio fundido de 75 um de d.i.
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con un formato de deteccion “en columna”. La investigacién subsecuente condujo al
refinamiento de la tecnologia del instrumento hasta alcanzar el estado actual de

automatizacion (Landers, 1996; Lauer & Rozing, 2009).
4.2. Generalidades e instrumentacion

La electroforesis capilar (EC) agrupa una familia de técnicas analiticas que utilizan un capilar
(< 200 um de d.i.) como medio de soporte para separar una gran variedad de moléculas
(iones inorganicos, aminoacidos, péptidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos, entre
otras). Los componentes basicos del equipo de EC son: un capilar de silice fundida (SiO,)
recubierto con poliimida, una fuente de alto voltaje (5-30 kV), dos electrodos de platino, dos
viales (de entrada y de salida) para el electrolito de fondo, un vial para la muestra, un sistema
de enfriamiento y un detector (Fig. 4). El recubrimiento de poliimida le confiere flexibilidad al
capilar. Para crear la ventana de deteccion “en columna”, dicho recubrimiento se retira
facilmente mediante la aplicacion de calor. Bajo una polaridad normal, el anodo se localiza
en el extremo de introduccion de la muestra y el catodo se ubica cerca del detector en el
extremo opuesto. Los electrodos se encuentran conectados a una fuente de alto voltaje y
junto con los extremos del capilar, se sumergen en el electrolito de fondo, presente en los
viales de entrada y salida. La introduccion de la muestra se realiza mediante la aplicacion de
voltaje (inyeccion electrocinética) o de presién (inyeccion hidrodinamica) luego del reemplazo

temporal del vial de entrada por el vial de la muestra (Harvey, 2000; Landers, 1996).

Fig. 4. Componentes basicos del equipo de Electroforesis Capilar.
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La EC ofrece una serie de ventajas inherentes a su disefio instrumental, como el
requerimiento de volimenes muy pequefios de muestra (nL), eficiencias de separacion altas

y tiempos de analisis cortos. Ademas, utiliza medios acuosos y ofrece una gran variedad de

modos de separacion (Lauer & Rozing, 2009).

Cuadro 1. Criterios de separacion y aplicaciones de los diferentes modos de EC

Modo de EC

Criterio de separacion

Analitos

Electroforesis capilar de
zona (CZE)

Movilidad electroforética
(relacion carga/masa)

Compuestos organicos ionizables;
iones inorganicos

Cromatografia micelar
electrocinética (MEKC)

Distribucion entre las fases
acuosa y micelar cargada

Compuestos organicos ionizables y
neutros

Electrocromatografia

Particion entre las fases

Compuestos organicos ionizables y

neutros

Proteinas, péptidos, DNA, RNA,
oligonucleétidos

capilar (CEC)

Electroforesis capilar en
gel (CGE)

Enfoque isoeléctrico
capilar (CIEF)

Isotacoforesis (CITP) Limites de movilidad
Adaptado de Louer & Rozing, 2009.

estacionaria y movil

Tamano y carga

Punto isoeléctrico Proteinas, péptidos

lones pequerios

4.3. Fundamentos tedéricos
4.3.1. Electroforesis

La electroforesis es el movimiento de moléculas cargadas (iones) presentes en un medio
liquido por la influencia de un campo eléctrico. Si dos solutos tienen diferentes movilidades
electroforéticas, entonces su separacion es posible (Weinberger, 2000). El movimiento iénico
esta gobernado por dos fuerzas: una impulsora (eléctrica) y una de retardo (friccion). La

primera depende de la magnitud del campo eléctrico (E) y de la carga idnica (q):

F=qE (1)
La segunda es proporcional a la velocidad electroforética del i6n (vep) y al coeficiente de
friccion (f):

Fr =T, )
Casi instantaneamente, los iones alcanzan una velocidad constante que corresponde al

equilibrio entre estas dos fuerzas:
qE = fv,, 3)
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El coeficiente de friccion (f) esta relacionado con el radio iénico (r) y la viscosidad del medio
(), segun la ecuacion de Stokes:
f =6znr (4)

La velocidad electroforética (1ep) de los iones también se puede expresar como el producto
de la movilidad electroforética (1ep) y el campo eléctrico:

Ve, = ,uepE (5)
La combinacién de las ecuaciones 3, 4 y 5, permite expresar la movilidad electroforética
como sigue:

q

= Fﬂ" (6)

:uep

De la ecuacion 6 se deduce que a mayor carga y/o menor radio iénico (tamano), mayor es la
movilidad electroforética del ion (Chankvetadze, 1997).

Hep aniones Hep neutras Hep cationes

‘ (=0) , Detector

An:—do & @ @ : @ @ e Cé;do

Fig. 5. Movilidad electroforética de aniones, cationes y especies neutras.

4.3.2. Electro6smosis

La electroésmosis se refiere al movimiento del electrolito de fondo (BGE) a través del capilar
bajo la influencia de un campo eléctrico. La superficie interna del capilar de silice fundida
esta cubierta por grupos silanol (SiOH), los cuales se desprotonan a un pH mayor a 3. Los
iones positivos del electrolito son atraidos hacia la superficie negativa del capilar (grupos
silanoato, SiO"), lo que da lugar a la formacién de la doble capa eléctrica (Fig. 6). Al aplicar
un campo eléctrico a través del capilar, los cationes de la region difusa de la doble capa
migran hacia el electrodo negativo. Las moléculas de agua que solvatan a los iones
migrantes son arrastradas en el proceso (Harris, 2005). El flujo electroosmético (FEO) se
transmite a lo ancho del capilar, aunque el espesor aproximado de la doble capa sea de tan
s6lo 100 A, al parecer, debido a los enlaces de hidrogeno entre las moléculas de agua vy las

interacciones tipo van der Waals entre los componentes del electrolito (Weinberger, 2000).

24



Fig. 6. Representacion del flujo electroosmético y la doble capa eléctrica.

Las ecuaciones que describen al FEO son similares a las del fendbmeno electroforético. La
velocidad del flujo electroosmotico (1) se define como:

Veo = HeoE (7)
Donde 4o es la movilidad electroosmoética, una constante de proporcionalidad entre la
velocidad del FEO y la magnitud del campo eléctrico. La movilidad electroosmética es
directamente proporcional a la constante dieléctrica del medio (¢) y al potencial zeta (¢), e
inversamente proporcional a la viscosidad del medio (7):

_ &

= 8
4rn ®)

,ueo

La carga en la superficie de las paredes del capilar y el grosor de la doble capa determinan el
potencial zeta. Por lo tanto, el FEO se reduce con la disminucién del pH y/o el incremento de
la fuerza ibnica. En el primer caso, debido a la protonacion de los grupos silanoato y la
correspondiente disminucion de la carga superficial. En el segundo caso, debido a la
compactacioén de la doble capa ante una mayor concentracion de cationes (Chankvetadze,
1997; Lauer & Rozing, 2009).

El FEO presenta un perfil de flujo plano, ya que el movimiento del fluido es uniforme en
practicamente todo el diametro del capilar, a diferencia del flujo hidrodinamico, que al ser
inducido por una diferencia de presion (bomba), muestra un perfil de flujo parabdlico, en el
que la solucién se mueve mas rapido en el centro de la columna y mas lento cerca de las
paredes (Fig. 7). En este sentido, el FEO es preferible al flujo hidrodinamico, ya que no

contribuye a la dispersion de las zonas de los analitos (Skoog et al., 1998).
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Fig. 7. Comparacién del perfil de flujo electroosmético e hidrodinamico.

4.3.3. Movilidad aparente

La movilidad aparente (1) de un analito es la suma de la movilidad electroforética del

analito y la movilidad electroosmética del electrolito:
Hap = Hep T He ()

La velocidad aparente (14p) del analito es directamente proporcional a la movilidad aparente y

a la magnitud del campo eléctrico aplicado:
Vap = MapE (10)

Los analitos neutros carecen de movilidad electroforética, migran con la misma direccion y
velocidad del FEO y por ende, no se separan. Los aniones y cationes difieren en el
componente electroforético de su movilidad aparente, lo que determina su separacion. La
movilidad aparente de los cationes es mayor que la de los aniones porque se mueven en la
misma direccion del FEO, al contrario de los aniones. A un pH moderado (>3), la velocidad
electroosmotica es mayor que la electroforética, lo cual permite que los aniones migren hacia
el catodo, donde se localiza el detector. A un pH muy bajo, la electro6smosis es débil y los
aniones nunca alcanzarian el detector, a menos que la polaridad del equipo se invierta para
cambiar la localizacion del detector del extremo catddico al extremo anddico del capilar
(Weinberger, 2000).

4.3.4. Tiempo de migracién

El tiempo de migracién (ty) es el tiempo que tarda un soluto en moverse desde el comienzo
del capilar hasta la ventana de deteccion. Se calcula considerando la distancia entre el punto

de introduccion de la muestra y la ventana de deteccion (Lp), asi como la velocidad aparente:

t, =2 (11)
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El tiempo de migracion también se puede expresar en términos del voltaje aplicado (V) y la
longitud del capilar (L), si se sustituye la velocidad aparente (va = tapE) y se considera la
expresion del campo eléctrico (E = V/L):
Ll
HapV

t

m (12)
Esta ecuacion nos permite asumir que la disminucién del tiempo de migracién se logra
mediante la utilizacion de voltajes altos y/o capilares cortos. Asimismo, se deduce que un

incremento del FEO, también disminuye el tiempo de analisis (Lauer & Rozing, 2009).
4.3.5. Eficiencia

La eficiencia de la EC depende del niumero de platos tedricos (N), que puede determinarse

mediante la siguiente ecuacion:

~

€., + 1, V
2D

N = (13)

Donde D es el coeficiente de difusion del soluto. En esta ecuacion se puede notar que el uso
de voltajes altos y el incremento del FEO, favorecen la eficiencia de la separacion. Ademas,
se puede prever que los solutos que tienen movilidades electroforéticas altas, y que en
consecuencia experimentan en menor grado la difusién, tienen un mayor nimero de platos

tedricos (Harvey, 2000).

4.4. Electroforesis Capilar de Zona (CZE)

La CZE es el modo de EC mas utilizado debido a su simplicidad y versatilidad. Al introducir la
muestra, ésta se distribuye en una zona estrecha (banda) que es rodeada por el electrolito
de fondo. Al aplicar el campo eléctrico, los componentes de la muestra migran de acuerdo a
su movilidad aparente para formar zonas individuales. La separacion de aniones y cationes
es posible, sin embargo, las moléculas neutras no se separan pues migran a la misma
velocidad del FEO (Skoog et al., 1998).
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Electroferograma

1
FEO ———

T =]

Inyeccion Deteccion

Respuesta

Tiempo

Fig. 8. Esquema de la CZE. 1: analito catiénico, n: analito(s) neutro(s), 2 y 3: analitos aniénicos.

4.5. Electrolito de fondo

El electrolito de fondo (BGE) es una solucién iénica acuosa, cuyas funciones principales son:
generar la corriente eléctrica requerida para la separacién y mantener un pH constante. El
paso de la corriente eléctrica a través del BGE provoca dos fenémenos importantes en el
proceso electroforético: el FEO (ya explicado anteriormente) y el calor de Joule. Este ultimo,
se genera por las colisiones entre los iones migrantes y las moléculas del electrolito durante
el proceso de separacion. El calor de Joule induce el desarrollo de gradientes térmicos a
través del capilar. Sin embargo, el uso de capilares de didmetro pequefio permite la
disipacion eficiente del calor, lo que a su vez habilita el uso de voltajes altos. La aplicacion de
voltajes elevados mejora las eficiencias de separacion y disminuye los tiempos de migracion
(Beckers & Bocek, 2003; Chankvetadze, 1997).

La selectividad, el orden relativo de migracién de los solutos, esta determinada por el
mecanismo de separacién. La manipulacion de la selectividad permite mejorar la resolucion.
En la CZE, la selectividad se puede alterar por un cambio de pH o por la adicion de otras
sustancias (aditivos) al BGE. Los aditivos pueden cumplir diversas funciones, por ejemplo:
modificar la movilidad de los analitos (equilibrio secundario), aumentar su solubilidad o
afectar el FEO (Weinberger, 2000).

4 .5.1. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos macrociclicos que resultan de la digestion
enzimatica del almidén. Se componen por moléculas de D-(+)-glucopiranosa unidas entre si
mediante enlaces a-1,4-glicosidicos. Su forma es la de un cono truncado con dos aperturas

de diametros diferentes. La apertura pequefa consiste en grupos hidroxilo primarios en la
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posicion C-6 de las unidades de glucosa, mientras que la apertura mayor contiene hidroxilos
secundarios en las posiciones C-2 y C-3. Los grupos hidroxilo en la posicion C-2 apuntan
hacia el interior de la cavidad mientras que los hidroxilos en C-3 se orientan hacia afuera
(Fig. 10). La presencia de un gran numero de grupos hidroxilo en la superficie de las CDs
determina su solubilidad acuosa. La cavidad interna de las CDs es relativamente no polar,
por lo cual tienen la habilidad de formar complejos de inclusion con una gran variedad de
moléculas hidrofébicas. El proceso no involucra la formacion de enlaces quimicos ni cambios
estructurales en la molécula huésped. La selectividad de la interaccion depende del tamafio,
forma y propiedades fisicoquimicas tanto del soluto como de la CD utilizada. Las CDs mas
comunes son la o, B y v, que contienen 6, 7 y 8 unidades de glucosa, respectivamente. Las
CDs son estables e inertes en un rango amplio de pH y tienen absortividad baja al
ultravioleta (UV) (Chankvetadze, 1997).

Entre las areas de aplicacion de las CDs se encuentran: la industria farmacéutica,
alimentaria, cosmética, ambiental y textil, y por supuesto, la quimica analitica. En la EC se

emplean principalmente en las separaciones enantioméricas (Singh et al., 2002).

Fig. 9. Estructura, forma y dimensiones de las ciclodextrinas; S-CD, n=1 (modificada de Luong &
Nguyen, 1997).

4.6. Métodos de deteccidn

El método de deteccion mas utilizado en la EC es la absorcion al UV debido a su costo

accesible. Sin embargo, existen otros métodos que ofrecen limites de deteccion (LODs)
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menores, como la fluorescencia, la espectrometria de masas, la fluorescencia inducida por

laser (LIF) y la deteccion electroquimica.

Cuadro 2. Métodos de deteccion disponibles para
EC y sus LODs

Método de deteccion Limites de deteccion (M)
Absorbancia UV/Vis 10°-10"
Absorbancia indirecta 10*-10°
Fluorescencia 107-10°
Fluorescencia inducida por laser 107"%-107°
Espectrometria de masas 10%8-107"°
Amperometria 107-10"°
Conductividad 107-10°
Radiometria 107°-107"

Modificado de Harvey, 2000.

4.6.1. Fluorescenciainducida por laser (LIF)

El uso de un laser como fuente de excitacion para generar fluorescencia es una excelente
opcion, ya que tiene una gran capacidad de enfoque (compatible con las dimensiones de un
capilar) y su contribucién al ruido de fondo es minima debido a su naturaleza
monocromatica. Existe una gran variedad de laseres que se pueden usar en la deteccion LIF,
entre los mas comunes estan los de ion argdn, helio-cadmio y helio-nedn. La luz laser se
transmite al capilar a través de un cable de fibra 6ptica. La fluorescencia se colecta mediante
un espejo elipsoidal y se enfoca de regreso hacia el tubo fotomultiplicador (Weinberger,
2000).

Pocas moléculas poseen fluorescencia nativa, por lo general se requiere su derivatizacion,
una modificacion quimica de los analitos que los hace detectables. Las reacciones de
derivatizacion se clasifican en pre-, en- o post-columna de acuerdo a si se realizan antes,
durante o después de la separacion electroforética. Los reactivos que se utilizan para la
derivatizacion pueden ser fluoréforos o fluorogénicos; los primeros son fluorescentes per se,
mientras que los segundos generan productos fluorescentes al reaccionar con el analito
(Bardelmeijer et al., 1998).

Se han utilizado diversos compuestos para la derivatizacion de aminoacidos, algunos de
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ellos son: isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Li et al., 2001; Pobozy et al., 2006), naftaleno-
2,3-dicarboxaldehido (NDA) (Bert et al., 2002; Wang et al., 2006), 3-(4-carboxibenzoil)-2-
quinolincarboxaldehido  (FQ) (Chen et al, 2001) y 3-(4-carboxibenzoil)-2-
quinolincaboxaldehido (CBQCA) (Boulat et al., 2001; Thongkhao-On et al., 2004; Patterson Il
et al., 2008).

El CBQCA es un agente fluorogénico que reacciona con aminas primarias (Fig. 10) (Liu et
al., 1991). Algunas de las ventajas del uso del CBQCA son: produce derivados estables, no
contribuye al ruido fluorescente de fondo, permite alcanzar limites de deteccién bajos,
presenta una excelente linealidad de deteccidén y es compatible con la linea del laser del idn

argon de 488 nm (Arriaga et al., 1995).

Fig. 10. Reaccion de derivatizacién de aminas con CBQCA.
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5. OBJETIVO

Separar y cuantificar por EC el Glu presente en muestras de CPF de ratas sometidas

a estrés y privacion de suefio MOR.

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer la composicion del electrolito de fondo y las condiciones o6ptimas de

separacion del Glu y otros aminoacidos (GABA, Gli y Asp) mediante EC.

Evaluar el efecto de la adicion de B-CD al electrolito de fondo.

Determinar la linealidad y precision del método, asi como los limites de deteccion y

cuantificacion.

6. HIPOTESIS

= Los niveles de Glu en la CPF de la rata se veran afectados debido a las condiciones

de estrés y privacion de suefio MOR.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

7.1. Reactivos

El 3-(4-carboxibenzoil)quinolin-2-carboxaldehido (CBQCA) se adquiri6 en Molecular Probes. El
dimetilsulfoxido (DMSO), cianuro de potasio (KCN), acido bérico (AcBo), B-ciclodextrina (-CD),
acido L-aspartico (Asp), acido L-glutamico (Glu), acido y-aminobutirico (GABA), glicina (Gli) y L-
norleucina (Nleu) se obtuvieron en Sigma-Aldrich. El hidroxido de sodio (NaOH), acido clorhidrico

(HCI) y cloroformo se adquirieron en J.T. Baker.

7.2. Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar de 250 a 300 g de peso para formar los grupos experimentales
siguientes: control de caja (CC), control del estrés (CE), privacion de suefio MOR (PSM) y
recuperacion (REC). Las ratas se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad 12:12 h, con agua y

alimento ad libitum.

7.3. Protocolo de privacion de suefio*

La privacion selectiva del suefio MOR se realizd durante 72 h mediante la técnica de la
plataforma unica. El grupo CC se colocé en cajas de acrilico con una cama de aserrin. Las ratas
del grupo PSM se colocaron en cajas provistas de una plataforma central pequefa (7.5 cm de
diametro) rodeada de agua. Durante el suefio MOR las ratas pierden el tono muscular, y al entrar
en contacto con el agua, despiertan. Las ratas del grupo CE se sometieron a las mismas
condiciones que el grupo PSM excepto que se usaron plataformas de un diametro mayor (17.5
cm), lo que les permiti6 dormir pero simulando el entorno de estrés asociado al modelo de
privacion de suefio. Las ratas del grupo REC fueron tratadas exactamente igual que las ratas del
grupo PSM, pero al término de la privacién de sueio, se les permitié dormir durante 24 h para

favorecer su recuperacion.

7.4. Obtencién*y procesamiento de las muestras bioldgicas

Las ratas se sacrificaron por dislocacién y se decapitaron con una guillotina. Inmediatamente, se
disecto la corteza prefrontal y se pesd. Por cada 100 mg de tejido, se adiciond 1 mL de solucién
amortiguadora de boratos 50 mM pH 9 para homogenizar. Posteriormente, se indujo la
precipitacion de las proteinas en los homogenados mediante la adicion de cloroformo y

centrifugacion a 14000 rpm durante 20 min a 4 °C. Los sobrenadantes se recuperaron y se
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filtraron a través de membranas de 0.2 um (Millipore). Las muestras se almacenaron a -70 °C

hasta su analisis.

* En colaboracion con la Dra. Corinne Montes Rodriguez y realizado en el laboratorio del Dr.
Oscar Prospéro Garcia (Grupo de Neurociencias del Departamento de Fisiologia, Facultad de

Medicina).

7.5. Preparacion de soluciones

Se prepararon soluciones stock 0.01 M con estandares de los aminoacidos (L-Glu, L-Asp, GABA,
Gli y L-Nleu) en agua desionizada y se almacenaron a 4 °C. Para la curva de calibracion se
realizaron las diluciones correspondientes a partir de las soluciones stock, obteniéndose

concentraciones finales de 1 a 20 uM.

Las soluciones amortiguadoras se prepararon con AcBo (50, 100, 150 y 200 mM) y NaOH 1 M
para ajustar el pH a 10. Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada y se filtraron a

través de membranas de 0.2 um antes de usarse.

7.6. Reaccion de derivatizacion

La solucién de CBQCA 10 mM se preparé en DMSO y se almacené a -20 °C. El KCN se disolvio
en agua desionizada para generar una solucion stock 0.2 M, a partir de la cual se preparé una

dilucién 10 mM.

La reaccion de derivatizacion se llevo a cabo en viales ambar por la adicién sucesiva de: 12.5 ulL
de solucion amortiguadora de boratos 50 mM pH 9.0, 1.5 puL de muestra (diluciéon 1:5), 1 pL de
Nleu (estandar interno) 0.25 mM, 4.5 uL de CBQCA 10 mM y 3 uL KCN 10 mM. La reaccién se

mantuvo a 20 °C durante 6 h.

7.7. Equipo de Electroforesis Capilar y condiciones de separacion

= Equipo de Electroforesis Capilar (HPCE, Beckman Coulter P/ACE 5010) acoplado a un laser
de argdn con una longitud de excitacion de 488 nm (Beckman P/ACE System Laser Module
488) y a un detector LIF (Beckman P/ACE LIF detector).

= Columna (capilar de silice fundida): 57 cm de longitud total (50 cm de longitud efectiva), 75

pm de didmetro interno y 375 um de diametro externo.
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= Temperatura de 25 °C, inyeccién hidrodinamica durante 6 s y voltaje de 18 kV.

= Electrolito de fondo: AcBo 200 mM, p—CD 10 mM, pH 10.

= Secuencia de lavados para estabilizar la columna: HCI 0.1 M por 5 min, agua desionizada por
3 min, NaOH 0.1 M por 5 min, agua desionizada por 3 min y BGE por 10 min.

= Secuencia de lavados entre corridas: agua desionizada por 2 min y BGE por 3 min.

= Alicuota de la muestra derivatizada: 5 mL. Volumen de inyeccién aproximado: 23 nL.

= Tiempo de analisis aproximado: 30 min.

7.8. Analisis de los datos

El equipo de EC esta acoplado a una computadora que cuenta con el programa System Gold de
Beckman, el cual genera la informacion necesaria para analizar los electroferogramas (graficas
de la respuesta en funcion del tiempo) tales como: tiempos de migracion, altura y area de los
picos, magnitud de la corriente, entre otros. Los aminoacidos de interés se identificaron por su
tiempo de migracion particular, mientras que el area de los picos se utilizé como parametro de
cuantificacién ya que presenta una relacién lineal con respecto a la concentracion de los analitos.
A partir de la curva de calibracion de cada aminoacido, se calculé su concentracion en la muestra
introducida al sistema electroforético. Para obtener la concentracion en términos de pumol/g tejido

se consideraron los factores de dilucion correspondientes y el peso del tejido.

Finalmente, se grafico el promedio y error estandar de las concentraciones de cada aminoacido
por grupo experimental. El analisis estadistico se realizé con el programa SigmaPlot. Los datos
se sometieron a un ANOVA (analisis de varianza de una via), seguido de una prueba Holm-Sidak
para efectuar la comparacion mdultiple por pares de grupos, considerandose un nivel de

significancia de 0.05.
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8. RESULTADOS
8.1. Optimizacién de la concentracion de acido boérico

A mayor concentracion de acido borico (AcBo) en el electrolito de fondo (BGE), menor es la
velocidad del flujo electroosmético (FEO), debido al aumento de la fuerza idnica. Esta
tendencia se confirmo al probar tres concentraciones distintas de AcBo: 50, 100 y 150 mM. El
pH se ajusté a 10 con NaOH 1M. Cuando el BGE contenia 50 o 100 mM, los picos del acido
y-aminobutirico (GABA) y norleucina (Nleu, estandar interno) se traslaparon, asi que en las

pruebas posteriores se utilizé AcBo 150 mM.
8.2. Optimizacién de la concentracion de B-ciclodextrina

Para evaluar el efecto de la B-ciclodextrina (3-CD) sobre la intensidad de la fluorescencia vy el
tiempo de migracién de los aminoacidos, se prepararon soluciones amortiguadoras de
boratos con diferentes concentraciones de B-CD (2.5, 5, 7.5 y 10 mM) y con base en la

informacion obtenida se establecid su concentracién éptima en el BGE.
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Fig. 11. Efecto de la concentracion de S-CD sobre la intensidad de la fluorescencia y el tiempo de
migracion de los aminoacidos de estudio.

Se observd que la concentracion de B-CD en el BGE se correlaciona positivamente con la
fluorescencia de los derivados y negativamente con el tiempo de migracion (Fig. 11). Entre
mayor sea la sefal fluorescente emitida por los derivados, mas sensible es el método; por lo
tanto, se eligié la concentracién mas alta de B-CD. Sin embargo, a una concentracion de 10

mM de B-CD, los derivados de GABA y Nleu no se resolvieron por completo, por lo que se
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aumenté la concentracion de AcBo de 150 a 200 mM para lograr su resolucion adecuada. La

composicién final del BGE fue: AcBo 200 mM, B-CD 10 mM, pH 10. El voltaje y la

temperatura de separacion se fijaron en 18 kV y 25 °C, respectivamente.
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derivatizadas con CBQCA. BGE: AcBo 200 mM, f-CD 10 mM, pH 10.

8.3. Eficiencia de la separacioén

El niumero de platos tedricos (N) se determiné a partir del electroferograma mediante la

férmula siguiente:

2
N =5.54[ b J
Wiz

Donde t,, es el tiempo de migracidén y w;;, es el ancho del pico a la mitad de la altura del pico.

Cuadro 3. Eficiencia de la separacion
Aminoacido |ty min) | " Gam ™| Wazmin) | Yodrioos
Nleu 16.7 459 0.12 107295.2
GABA 17.0 51.6 0.10 160106.0
Gl 19.3 28.3 0.15 91715.3
Glu 23.9 13.9 0.15 140644.6
Asp 25.6 3.4 0.18 112058.5
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8.4. Linealidad del método

La linealidad del método se evalud con soluciones estandar de los aminoacidos en un rango
de concentraciones de 1 a 20 uM. Como respuesta de la medicion se considero el cociente
de las areas de los picos del aminoacido y del estandar interno (Aaminoacido/Anieu), €N lugar de
su altura o fluorescencia. Se aplicé el método del estandar interno pues se ha reportado que
mejora significativamente la precision de los resultados (Altria, 2002). A continuacion se
muestran las graficas correspondientes (Fig. 13) y el resumen de los datos obtenidos en el
Cuadro 4.
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Fig. 13. Curvas de calibracion del glufamato, aspartato, GABA y glicina.

Para los cuatro aminoacidos se obtuvo un coeficiente de correlacion mayor a 0.99; por lo

tantp, el método es lineal en el rango de concenfraciones evaluado.




Cuadro 4. Linealidad del método
Aminoacido (?o??(:ilzi;gtr? (?:S Pendiente (m) O(;?izr;id(i)al
GABA 0.9992 0.1458 0.0609
Gli 0.9991 0.1213 0.0351
Glu 0.9988 0.0336 -0.0056
Asp 0.9996 0.0250 -0.0088

8.5. Precision del método

La repetibilidad del método analitico se evalué bajo las condiciones de operacion normal. La
precision, expresada como la desviacién estandar relativa (DER), se calcul6é dividiendo la
desviacion estandar (DE) de la respuesta (relacion de areas) entre el promedio y

multiplicando por 100.

Cuadro 5. Precision para el GABA
A /A
[GABA] (uM) |  Acasa/ANeu ;;Brg?g o d'\;'g“ DE DER %
0.2112
1 0.2192 0.2138 4.71E-3 2.31
0.2109
0.8411
5 0.8341 0.8330 8.76E-3 1.03
0.8237
1.6114
10 1.6120 1.6025 0.0159 0.98
1.5842
2.3398
15 2.3147 2.3125 0.0285 1.23
2.2829
2.9865
20 3.0146 2.9764 0.0441 1.48
2.9282
Cuadro 6. Precision para la Glicina
. Agil A
[GIi] (uM) AgilAnieu pg'meNéei; DE DER %
0.1613
1 0.1669 0.1611 5.85E-3 1.94
0.1552
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0.6764

5 0.6703 0.6699 6.66E-3 0.89
0.6631
1.3105
10 1.2934 1.2972 0.0119 0.92
1.2876
1.7813
15 1.8192 1.7945 0.0214 1.19
1.7831
2.5093
20 2.4609 24744 0.0305 1.23
2.4530
Cuadro 7. Precision para el Glutamato
Aci/A
[Glu] (uM) Aciu/Anieu pgt;n od DE DER %
0.0268
1 0.0282 0.0274 7.37E-4 1.92
0.0271
0.1682
5 0.1724 0.1704 2.11E-3 1.24
0.1706
0.3098
10 0.3185 0.3166 6.08E-3 1.98
0.3215
0.4930
15 0.4751 0.4823 9.47E-3 1.96
0.4787
0.6880
20 0.6788 0.6834 4.60E-3 0.67
0.6833
Cuadro 8. Precision para el Aspartato
Ansp/A
[Asp] (uM) Ansp/Anleu plf‘;fne'g;fg DE DER %
0.0177
1 0.0190 0.0184 6.56E-4 2.58
0.0185
0.1203
5 0.1162 0.1186 2.15E-3 1.82
0.1194
0.2294
10 0.2404 0.2357 5.67E-3 2.51
0.2373
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0.3554
15 0.3595 0.3605
0.3667

0.5016
20 0.4984 0.4966
0.4897

5.72E-3 1.59

6.16E-3 1.24

La repetibilidad del método fue adecuada ya que las DERs de las relaciones de éareas

(respuesta) se encontraron en un rango de 0.69 a 2.58 %.

8.6. Limites de deteccidon y cuantificacion

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) refieren la concentracién minima de
un analito que puede ser detectada o cuantificada en una muestra, respectivamente, bajo las
condiciones de operacién establecidas. Para el calculo del LOD y LOQ se grafico el area del
pico en funcion de la concentraciéon del aminoacido; de las curvas correspondientes se
obtuvieron los valores de la desviacion estandar de la regresion lineal (syx) y la pendiente

(m), los cuales se sustituyeron en las férmulas siguientes:

LOD = 3(sy,/m) LOQ = 10(sy,/m)

Cuadro 9. Limites de deteccion y cuantificacién
Glu GABA Gli Asp
Syix 0.0048 0.0219 0.0157 0.0041
m 76.9108 334.9677 257.2406 56.1759
LOD (nM) 0.18 0.19 0.18 0.22
LOQ (nM) 0.62 0.65 0.61 0.73

Los limites de deteccién de los aminoacidos de interés se encontraron en un intervalo de 0.18 a
0.22 nM, mientras que los limites de cuantificacion estuvieron por abajo de 0.80 nM, siendo
menores que las concentraciones de estos aminoacidos en las muestras de corteza prefrontal

(CPF) inyectadas al sistema electroforético.
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8.7. Cuantificacion de aminoacidos en muestras de corteza prefrontal de rata
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Fig. 14. Electroferograma &R §adB8ig asioPEdgRipo CC).

Para el céalculo de la concentracion de los aminoacidos en las muestras de CPF se
consideraron los valores de la pendiente (m) y ordenada al origen (b) de las curvas de
calibracion correspondientes (Cuadro 4), los factores de dilucidon utilizados y el peso del
tejido, asi como el factor de conversién de unidades requerido para expresar el resultado en

términos de umol aminoacido/g tejido.

(AaminoécidO/ANIeu) = mCaminoécido +b > Caminoécido = [(Aaminoécido/ANIeu) - b] /'m

Vreaccic’)n i Vsol amortig Factor
Vimuestra diluida 1 Peso de tejido

| | | v |

Caminoé1cido

Inyectada al Reaccién de  Dilucién Homogenado  Conversion
equipode EC  derivatizacion dela de unidades
muestra

Cuantificacién en pmol aminoacido/g tejido:
Caminoacido (LM) * (22.5uL/1.5uL) * (50uL/1uL) * (1mL/100 mg tejido) * 0.01
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A continuacion se muestran los resultados de la cuantificacion de los aminoacidos en las
muestras de CPF pertenecientes a los 4 grupos experimentales: control de caja (CC), control

del estrés (CE), privacion de suefio MOR (PSM) y recuperacion (REC).

Cuadro 10. Glutamato en la CPF (xmol/g tejido)
Grupo CC CE PSM REC
15.9928 16.7190 15.5537 12.2178
15.3506 17.1399 13.1409 13.7871
11.7889 18.6130 14.4120 14.2505
13.2952 18.0053 14.4962 14.5320
16.9740 14.4007
Promedio 14.1069 17.4902 14.4007 13.6969
Error std 1.1123 0.3961 0.4276 0.5963

Fig. 15. Efecto del estrés y la privacion del suefio MOR sobre los niveles de Glu. CC: control de
caja, CE: control del estrés, PSM: privacion de suefio MOR, REC: recuperacion. Los datos
representan el promedio + el error estandar. Analisis estadistico: ANOVA, seguido de prueba
Holm-Sidak. F0s:3.14=10.093. *Diferencia estadisticamente significativa de CE vs CC, PSM y
REC.

Cuadro 11. GABA en la CPF (umol/g tejido)
Grupo CcC CE PSM REC
1.7653 1.8498 1.4465 1.8456
1.1168 1.6342 1.5981 1.8470
1.3748 2.5394 1.8032 1.3915
2.1167 2.8459 1.8847 2.0140
1.5124 1.7139 1.1754 1.2998
Promedio 1.5772 2.1166 1.5816 1.6796
Error std 0.1910 0.2712 0.1424 0.1571
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Cuadro 12. Glicina en la CPF (¢mol/g tejido)
Grupo CcC CE PSM REC
2.2694 2.3933 2.1945 1.6254
1.5522 2.4651 1.7829 1.8931
2.1599 2.7164 1.9997 1.9722
1.8092 2.6127 2.0141 2.0202
2.5877 2.4368 1.9978
Promedio 2.0757 2.5249 1.9978 1.8777
Error std 0.2018 0.0676 0.0730 0.0881
Cuadro 13. Aspartato en la CPF (uzmol/g tejido)
Grupo CcC CE PSM REC
8.6659 12.2131 8.7474 7.0016
10.2548 14.4022 9.8835 5.9856
8.0830 11.8778 8.7487 11.0257
12.7439 14.1182 10.1577 10.6562
6.1069 5.9188
Promedio 9.1709 13.1528 8.6912 8.6673
Error std 1.4367 0.7455 0.9689 1.4714

Fig. 16. Efecto del estrés y la privacion del suefio MOR sobre los niveles de Asp, GABAy Gli. CC:
control de caja, CE: control del estrés, PSM: privacién de suefio MOR, REC: recuperacion. Los
datos representan el promedio +/- el error estdndar. Andlisis estadistico: ANOVA, seguido de
prueba Holm-Sidak. ASp, F(0_05;3’14)=4.490; GABA, F(0.05;3’16)=2.120; Gli, F(0.05;3’15)=6.291.
*Diferencia estadisticamente significativa de CE vs CC, PSMy REC.

44



9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1. Optimizacién de la separacién electroforética

El objetivo de esta tesis fue desarrollar un método de EC para cuantificar glutamato (Glu) en
muestras de corteza prefrontal (CPF) de rata. De manera simultanea, se logré determinar otros
aminoacidos relevantes (GABA, glicina y aspartato). El punto de partida fue el método
desarrollado por el QFB. Antonio Romano Lopez, quien cuantific6 GABA y Glu en muestras de
hipocampo (HC) de rata mediante Cromatografia Electrocinética Micelar (MEKC) (Romano,
2008). El principio basico de la separacion por EC es la migracion diferencial de las especies
idnicas con base en su relacion carga/masa (movilidad electroforética) (Weinberger, 2000). Sin
embargo, dicha relacion no difiere significativamente entre moléculas con estructuras quimicas
similares (tal es el caso de los aminoacidos), lo que dificulta su separacion. En este sentido, la
MEKC resulta util, pues a través de la adicion de un agente tensoactivo al electrolito de fondo
(BGE), introduce un mecanismo secundario de separacion, que consiste en la distribucion de los
analitos entre la fase pseudoestacionaria micelar y la fase acuosa (Terabe, 2004). La MEKC
acoplada a la deteccidén por fluorescencia inducida por laser (LIF) se ha utilizado con frecuencia
en la determinaciéon de aminoacidos en diversas muestras biolégicas (Deng et al., 2008; Shou et
al.,, 2004). A pesar de las ventajas que ofrece la MEKC, se prefiri6 omitir la adicion de
dodecilsulfato de sodio (SDS, el agente tensoactivo mas popular) al BGE con base en las
siguientes observaciones: 1) al pH de separaciéon (10), todos los derivados fluorescentes se
encuentran ionizados (presentan carga negativa) y en consecuencia, migran hacia el catodo; 2) el
uso de un BGE con una concentracion alta de acido bodrico fue suficiente para resolver
adecuadamente aquellos derivados con movilidades electroforéticas parecidas (GABA y Nleu); 3)

el pico de Glu que se obtiene al aplicar el método de Romano (2008), es pequefio y ancho.

Para favorecer la eficiencia y sensibilidad del método en la determinacion del Glu, se decidio
incorporar un aditivo al BGE, ademas de los boratos. Se eligio la B-ciclodextrina (B-CD), utilizada
con frecuencia en las separaciones enantioméricas (Zhao et al., 2005) o basadas en la MEKC
(Chen et al., 2001; Sauvinet et al., 2003; Ehlen et al., 2005), que ademas se ha reportado que
intensifica la fluorescencia de los derivados de naftaleno-2,3-dicarboxaldehido (NDA) (Church et
al., 1997; Zhang & Sun, 2007).

Los efectos positivos que se obtuvieron mediante la adicion de la B-CD al BGE fueron:
a) La obtencion de picos muy finos, lo que se refleja en un nimero alto de platos tedricos.
b) La intensificacion de la fluorescencia, lo que indica una mayor sensibilidad del método.
¢) La disminucion del tiempo de migracion de los analitos.
45



La capacidad de las CDs para formar complejos de inclusién depende del tamafio de su cavidad
hidrofobica, asi como de la fuerza de las interacciones (no covalentes) entre la CD y la molécula
huésped (Chankvetadze, 1997). Los efectos benéficos del uso de la B-CD sugieren que los
analitos hidrofébicos de estudio (CBQCA-aminoacido) se adaptaron a la dimension de la cavidad
de la B-CD, y que probablemente, una interaccion fuerte y estable entre los derivados
fluorescentes y la CD provocd que el analito pasara mas tiempo en el complejo que libre,

reduciendo asi su coeficiente de difusion, lo que a su vez mejor¢ la eficiencia de la separacion.

También se observd que conforme la concentracion de B-CD aumenta en el BGE, se obtienen
picos mas estrechos y altos. Este hecho sustenta la hipotesis de que entre mayor es el numero
de moléculas de CD disponibles para la formacién de complejos de inclusion, menor es el
numero de moléculas libres de analito y el grado de dispersién molecular. El resultado global fue
el estrechamiento de las zonas de los analitos, lo que se tradujo en picos mas finos. Para explicar
el aumento de la intensidad de la fluorescencia se puede considerar que mientras mas tiempo
tarda un analito (zona) frente al detector, mayor es la altura del pico generado. Es légico pensar
que entre mas grande es una molécula (complejo CD-analito vs analito libre), menor es su
movilidad electroforética. Respecto a la disminucién del tiempo de migracion, es importante tomar
en cuenta que la formaciéon de los complejos de inclusion altera la relacion carga/masa de los
analitos y por ende, afecta su movilidad electroforética (Chankvetadze, 1997). Cuando el analito
se encuentra embebido en la cavidad de la CD, su carga negativa queda parcialmente
enmascarada (disminuye) y al mismo tiempo presenta un mayor tamafo. El resultado neto es la
disminucion de su movilidad electroforética (la cual tiene signo negativo porque se opone a la
direccion del FEO) y en consecuencia, hay un aumento de su movilidad aparente (en direccion al
catodo, donde se encuentra el detector). La disminucion del tiempo de migracién también fue

proporcional a la concentracion de 3-CD en el BGE.

Para favorecer la adicion de una mayor cantidad de B-CD sin afectar la resolucién de los
derivados de GABA y Nleu, se disminuy6 la velocidad del FEO a través de las siguientes
medidas: 1) la utilizacién de una concentracion alta de acido bérico (200 mM) en el BGE, 2) un

pH de separacion relativamente alto, 3) un voltaje de separacion moderado (18 kV).

9.2. Efecto del estrés y la privacién del suefio MOR sobre los niveles de glutamato en la

corteza prefrontal de la rata

Es importante considerar que las mediciones se realizaron en muestras de tejido, por lo cual no

es posible distinguir entre el Glu citoplasmico, vesicular o extracelular; los resultados
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corresponden al Glu total.

El resultado mas evidente fue el aumento de la concentraciéon de Glu inducido por el estrés en el
grupo CE. Se sabe que la CPF es extremadamente sensible al estrés (McEwen, 2007), que
incluso la exposicion a un estrés moderado puede deteriorar rapidamente las funciones de la
CPF en humanos y animales (Arnsten, 2009b). Ademas, la CPF participa en los mecanismos de
regulacion de la respuesta al estrés, mediada por el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(Cerqueira et al., 2008). Varios tipos de estrés agudo provocan la elevacién del Glu extracelular
en la CPF (Gilad et al., 1990; Moghaddam, 1993; Bagley & Moghaddam, 1997). El estrés crénico
en la rata tiene efectos negativos, por ejemplo, el deterioro de la memoria de trabajo y la
flexibilidad conductual, procesos atribuidos a la CPF (Cerqueira et al.,, 2007), asi como la
alteracion morfologica neuronal del HC y la CPF. Especificamente, en la CPFm de la rata, el
estrés cronico produce la retraccién de las ramas dendriticas apicales de las capas Il y Il de las
células piramidales, asi como la pérdida de espinas de estas neuronas (Radley et al., 2004;
2006). Este fenomeno es reversible, al menos parcialmente, ya que se confirmo la reextension de

las dendritas apicales tras un periodo de recuperacion post-estrés (Radley et al., 2005).

La elevacion de los niveles de corticosterona (CORT) en la rata (cortisol en humanos) es parte de
la respuesta mediada por el eje HPA ante una situacién de estrés (de Kloet et al., 2005). La unién
de la CORT a los receptores de glucocorticoides (GRs) en la CPF, parece estar relacionada con
el aumento de la liberaciéon sinaptica de Glu (Mussazi et al.,, 2010) y la intensificacion de la
transmision glutamatérgica (Yuen et al., 2009), ya que ambos efectos inducidos por el estrés,
fueron prevenidos por un antagonista especifico de los GRs (RU486). Asimismo, la
adrenalectomia en la rata revirtio el aumento del Glu extracelular provocado por el estrés en la
CPF (Moghaddam et al., 1994). Sin embargo, no se conocen los mecanismos por los cuales la

CORT favorece la liberacion del Glu.

Con base a la informacion antes expuesta, el aumento del Glu en la CPF tras un periodo largo de
estrés (72 h) podria asociarse a niveles altos de CORT. Probablemente, esta elevacién del Glu
contribuye a los cambios estructurales de la CPF ya referidos, si se considera que los
bloqueadores del receptor NMDA han mostrado eficacia para evitar la atrofia del HC provocada
por el estrés crénico (revisado en McEwen & Magarinos, 1997). Los antagonistas de los GRs
también tienen efectos positivos en este sentido, quiza porque indirectamente limitan la liberacion
de Glu.

Asimismo, se sabe que durante una actividad glutamatérgica intensa (como la que desencadena
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una situaciéon de estrés) se incrementa el contenido tisular de Glu (Hertz, 2006), lo cual implica
que su sintesis de novo en astrocitos excede su degradacion. Los niveles altos de Glu en el
espacio extracelular estan acoplados a un mayor consumo de glucosa en astrocitos. La recaptura
del Glu, mediada principalmente por los transportadores gliales (GLT-1 y GLAST), es dirigida por
el cotransporte de 3 Na* y 1 H”, y el antiporte de 1 K*; para reestablecer los gradientes i6nicos,
se activa la ATPasa Na'/K", cuya actividad depende de ATP. Ademas, gran parte del Glu que
entra a los astrocitos es convertido a glutamina (GIn) por la glutamina sintetasa, enzima que
también usa ATP. Estos requerimientos de ATP son sustentados principalmente por la oxidacién
de la glucosa, pero el Glu también puede ser degradado oxidativamente para proveer energia. De
hecho, el ciclo Glu-GIn no es estequiométrico, una molécula de Glu solo se recicla 1 a 2 veces
antes de ser degradada (Hertz, 2006). En general, la actividad glutamatérgica tiene un costo
energético elevado para el mantenimiento de diferentes procesos: los potenciales de accion, la
liberacion y recaptura del Glu, el ciclo Glu-Gln, asi como el reestablecimiento de los potenciales
de membrana tras la actividad excitatoria pre- y post-sinaptica (Bovento et al., 2002). Se piensa
que la mayor parte de la energia que consume el cerebro (por lo menos en la corteza cerebral),
es para soportar la neurotransmision glutamatérgica. En este sentido, es muy probable que el
cerebro, y en especial una regioén tan sensible e importante como la CPF, se prepare durante los
periodos de menor actividad glutamatérgica (suefio NMOR), sintetizando Glu en exceso para
enfrentar las demandas energéticas tanto neuronales como astrociticas que le impone una vigilia
en condiciones de estrés. El suefio NMOR podria tener un papel fundamental en la recuperacion
de los componentes celulares involucrados en la actividad glutamatérgica y el reabastecimiento

de Glu en los diferentes compartimentos celulares.

Entre el grupo control (CC) y el privado de sueiio MOR (PSM) no se observd una diferencia
significativa en la concentracién del Glu. Este resultado es sorprendente porque sugiere que la
historia de suefio es un elemento clave para determinar los niveles de Glu en la CPF. Es decir, el
estrés (grupo CE) provoca un aumento en la concentracion del Glu total, pero este efecto no es
evidente cuando la rata esta simultdaneamente estresada y privada de suefio MOR (grupo PSM).
Esto sugiere que la necesidad de dormir, acumulada durante 72 h de privacion de suefio MOR,

revierte el efecto del estrés sobre los niveles de Glu.

La determinacion del Glu en el espacio extracelular durante los estados de suefo y vigilia, se ha
llevado a cabo en distintas estructuras cerebrales (corteza orbitofrontal, hipotalamo, cortezas
prefrontal y motora) con resultados consistentes, niveles altos de Glu durante el suefio MOR vy la

vigilia, y niveles bajos durante el suefio NMOR (L6pez-Rodriguez et al., 2007; John et al., 2008;
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Dash et al., 2009). El estudio realizado por Dash y col. (2009) es de interés particular, ya que
ademas de confirmar una fluctuacion constante del Glu a lo largo del ciclo suefio-vigilia en la CPF
(con un incremento neto durante la vigilia y el suefio MOR, y un decremento neto durante el
suefio NMOR), reconoce la influencia de la somnolencia (que se manifiesta por el aumento de los
intentos por dormir conforme se prolonga la vigilia) sobre los niveles del Glu, independientemente
del estado conductual (vigilia o suefio). Especificamente, el grupo de Dash observa que tras 3 h
de privacion de suefio total, el Glu extracelular en la CPF no sigue aumentando, como es la
tendencia durante la vigilia, sino que empieza a decaer. Por lo tanto, una presion de suefio alta
es capaz de modular los cambios del Glu asociados con el estado conductual. Ademas, enfatiza
la idea de que la alternancia entre la vigilia/suefio MOR y el suefio NMOR, permite mantener la

homeostasis del Glu en el espacio extracelular a largo plazo (a través del ciclo sueno-vigilia).

En este contexto, se puede explicar la ausencia de cambio en los niveles de Glu en el grupo PSM
con respecto al grupo CC, a pesar del estrés inherente al protocolo de privacion de suefio MOR.
En el grupo PSM, el efecto del estrés sobre los niveles del Glu (tendencia a aumentar) pudo
haber sido contrarrestada por una presion de suefio elevada (tendencia a disminuir), por lo cual
no se registré un cambio neto. Como la privacion del suefio fue parcial (selectiva del suefio
MOR), la concentracién del Glu no cayo por abajo de los niveles observados en el grupo CC, ya
que las ratas tenian acceso a cierta cantidad de suefio NMOR (probablemente disminuida debido
a la fragmentacion del suefio y a los intentos cada vez mas fuertes por entrar en suefio MOR), lo
cual les permitid restaurar sus reservas de Glu y asi compensar los efectos de una vigilia
prolongada. En contraste, el efecto del estrés en las ratas que podian dormir (grupo CE) no fue

obstaculizado, ya que la presién de suefio en este grupo era baja.

Estos resultados sugieren que la homeostasis del Glu a largo plazo, propuesta por Dash y col.
(2009), no es exclusiva del espacio extracelular sino que afecta el Glu total y es mediada por un
ciclo suefio-vigilia espontaneo normal (sin privacion del sueno). Si esta interpretacion es correcta,
tener un suefio suficiente y regular es muy importante, ya que la privacion de suefo afectaria la
intensidad y efectividad de la respuesta al estrés dirigida por la CPF. Sin embargo, es necesario
profundizar en los aspectos moleculares de esta hipotesis para comprender mejor el fenébmeno
del suefio y su papel fisioldgico. Por el momento, solo se puede afirmar que el funcionamiento
adecuado de la CPF (y del cerebro en general) depende de la actividad mediada por el Glu,
porque ademas de ser el neurotransmisor excitador principal, esta asociado fuertemente con el
metabolismo energético cerebral. De hecho, la patofisiologia de diversos padecimientos

neurodegenerativos y neurolégicos, como la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson, la
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esclerosis lateral amiotrofica, la epilepsia y la isquemia cerebral, se ha relacionado con una
disfuncion del sistema glutamatérgico (Raol et al., 2001; Sheldon & Robinson, 2007; Walton &
Dodd, 2007;). Asimismo, varios desérdenes psiquiatricos como la esquizofrenia, la depresion y el
desorden de estrés post-traumatico, que se caracterizan por la disfuncion de la CPF (Arnsten,
2009a), también se han vinculado con una alteracién glutamatérgica (Gluck et al., 2002; Valentine
& Sanacora, 2009).

El caso del aspartato (Asp) y la glicina (Gli) fue semejante al del Glu, es decir, se registréo una
mayor concentracion de dichos aminoacidos en la CPF de las ratas sometidas a estrés (grupo
CE) con respecto al resto de los grupos. El Asp participa en diversas rutas metabdlicas y al igual
que el Glu, es un neurotransmisor excitador e interactua con el receptor NMDA de Glu (Farooqui
et al., 2008). Por su parte, la Gli es el principal neurotransmisor inhibitorio de la médula espinal y
el tallo cerebral, sin embargo, en el cerebro anterior es coagonista obligado del receptor NMDA, y
en consecuencia, su actividad es excitatoria en esta region (Hernandes & Troncone, 2009). En
este sentido, la Gli es un componente del sistema glutamatérgico. Si este ultimo presenta una
mayor actividad bajo condiciones de estrés, el aumento de los niveles de Gli en la CPF es

congruente.

La concentraciéon de GABA no aumentd significativamente debido al estrés (grupo CE), como
ocurrié con los otros aminoacidos (Glu, Asp y Gli). Al contrario, se esperaba que los niveles del
GABA, el neurotransmisor inhibidor mas importante del cerebro anterior (Waagepetersen et al.,
2007), se vieran afectados en la misma direccion que el Glu, porque se sabe que la activacion de
la transmision glutamatérgica induce la activacion de la contraparte inhibitoria. Sin embargo, solo
se observd una tendencia en esta direccion, y no se puede asegurar que sea un efecto real (no

atribuible a la variabilidad bioldgica).

La mayoria de las enfermedades del cerebro tienen un componente genético, sin embargo, el
factor ambiental es decisivo para su desarrollo. En este sentido, el estilo de vida actual favorece
tanto el estrés como la privacién del suefio. Los resultados obtenidos sugieren que el estrés
afecta la homeostasis del Glu, que a su vez determina el funcionamiento normal del cerebro, y
que la privacion del suefio interfiere con la respuesta al estrés, que bajo ciertas circunstancias es
crucial. De ahi la importancia de evitar que estas condiciones (estrés y falta de suefio) se vuelvan
cronicas en nuestra vida cotidiana, pues los cambios neuroquimicos que favorecen,

eventualmente podrian conducir a patologias del SNC.
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10. CONCLUSIONES

Se desarrollé un método confiable de EC para separar y cuantificar Glu, GABA, Gli y Asp, el cual
se aplicd al analisis de muestras de CPF de ratas estresadas y privadas de suefio MOR. Se
establecié la composicion del electrolito de fondo (AcBo 200 mM, B-CD 10 mM, pH 10) utilizado
para la separacion electroforética, asi como la temperatura (25 °C) y el voltaje (18 kV) 6ptimos. El
uso de la 3-CD como aditivo del BGE disminuy6 el tiempo de analisis, mejoro la eficiencia de la
separacion e intensificod la sefal fluorescente de los derivados de CBQCA. Los niveles de los
aminoacidos implicados en la neurotransmision excitatoria (Glu, Asp y Gli) se elevaron en la CPF
de las ratas sometidas a estrés, pero no se registré6 cambio cuando el estrés se acompané de la

privacion del suefo MOR.
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