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RESUMEN

Las sinapsis eléctricas estan constituidas por uniones estrechas (gap junctions en
inglés) las cuales son canales que permiten la comunicacién directa entre las
neuronas, la transferencia intercelular de iones y el acoplamiento eléctrico entre
varios conjuntos neuronales. El acoplamiento eléctrico estda mediado por las
proteinas conexina36 y conexina43, las cuales son el componente estructural de
las uniones estrechas en las neuronas y los astrocitos respectivamente. Existen
reportes que muestran la expresion de conexina36 y conexina43 en el hipotdlamo
y el tallo cerebral, especificamente en nlcleos que han sido implicados en la
regulacién del ciclo suefo-vigilia como el sublaterodorsal, tegmento pedunculo
pontino y el locus coeruleus. Asi, el primer objetivo de este trabajo fue analizar los
efectos del bloqueo de las sinapsis eléctricas neuronales sobre los parametros de
sueilo de la rata. Para esto, ratas Wistar fueron implantadas con electrodos
bipolares en la corteza frontal y con una canula guia para microinyeccién en el
ventriculo lateral derecho. Posteriormente, se compar6 un grupo control con tres
grupos experimentales tratados con un bloqueador de sinapsis eléctricas (quinina
0.5, 1 y 2 uM por via intracerebroventricular). Dicha comparacion se realiz6
mediante la valoracién electrografica y conductual de los diferentes estados del
ciclo suefo-vigilia (vigilia, suefo de ondas lentas y suefio de movimientos oculares
rapidos). El segundo objetivo fue tratar de correlacionar la expresion proteica de la
conexina36 y conexina43 con la vigilia prolongada y el subsecuente rebote de
sueflo. Esto se llevo a cabo con dos grupos de ratas, las cuales fueron
sacrificadas al término de 24 horas de privacion total de suefio y después de la

recuperacion de suefio durante 4 horas. Posteriormente, se les extrajeron
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diferentes regiones cerebrales las cuales fueron seleccionadas debido a su
relacion con la regulacion del ciclo suefo-vigilia. Las muestras se procesaron para
analizar el nivel proteico de conexina36 y conexina43 mediante Western Blot.
Nuestros resultados indican que la administracion intracerebroventricular de
quinina (1 pM) origind un incremento en la duracién de la vigilia y una disminucién
del suefio de ondas lentas a lo largo de las 24 horas analizadas. Las tres dosis
utilizadas de quinina significativamente provocaron una reduccion del tiempo total
de suefio de movimientos oculares rapidos. Los cambios observados en el suefio
de movimientos oculares rapidos se debieron principalmente a una disminucion en
el numero de episodios, asimismo se observé un incremento en la latencia de
aparicion del primer episodio de ésta fase de suefio. Los resultados del Western
blot indicaron que la privacion total de suefio disminuy6 los niveles de conexina36
los cuales no mostraron recuperacién con el rebote de suefio. Por otro lado, la
conexina43 no se ve alterada con la privacion total de suefio pero
interesantemente se incrementan sus niveles cuando las ratas presentan rebote
de suefio. En conclusién, el bloqueo de las sinapsis eléctricas neuronales altera la
estructura del ciclo suefio-vigilia y ademas la manipulacion experimental de la
estructura normal del suefio modifica significativamente los niveles de dos
principales conexinas presentes en el cerebro. Estos resultados podrian sugerir
que las sinapsis eléctricas podrian estar participando conjuntamente con sistemas
de neurotransmision quimica en la modulacion de los estados del ciclo suefio-

vigilia de la rata.



ABSTRACT

Electrical synapses are formed by gap junctions that allow the direct
communication between neurons, intercellular transference of ions and small
molecules as well as electrical coupling of cells within neuronal groups. The
electrical coupling is mediated by the proteins connexin36 and connexin43 which
are the structural component of gap junctions in neurons and astrocytes
respectively. There are reports that show expression of connexin36 and
connexin43 in the hypothalamus and brainstem specifically in some nuclei that
previously have been implicated in the regulation of sleep-wake cycle such as
sublaterodorsal, pedunculopontine tegmental and locus coeruleus. Therefore, the
first objective of this study was analyze the effects of blocking neuronal electrical
synapses on sleep parameters of the rat. For this, Wistar rats were implanted with
bipolar electrodes in frontal cortex and a guide cannula to microinjection in the right
lateral ventricle. Then, it was compared a control group with three experimental
groups treated with a gap junction blocker (quinine 0.5, 1.0 and 2.0 uM,
intracerebroventricular via). The comparison was carried out by electrographic and
behavioral evaluation of the different states of the sleep-wake cycle (wakefulness,
slow wave sleep and rapid eye movements sleep). The second objective was try to
correlate protein levels of connexin36 and connexin43 with prolonged wakefulness
and subsequent sleep rebound. This was carried out with two groups of rats which
were sacrificed at the end of 24 hours of total sleep deprivation and after sleep
recovery for 4 hours. Subsequently, different brain regions were dissected in
accordance with their involvement in the modulation of sleep-wake cycle. The

samples were processed to analyze the protein levels of connexin36 and
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connexind3 by Western blot. Our results showed that intracerebroventricular
quinine administration (1 pM) increased the total time spent in wakefulness and
decreased the time spent in slow wave sleep along the 24 hours of sleep
recording. The three doses used of quinine caused a significant decrease of rapid
eye movement sleep. Alterations observed in rapid eye movement sleep were
relating with the both diminution of episodes number and mean duration, even it
was observed an increase of the latency of rapid eye movement sleep onset. The
results of Western blot indicated that total sleep deprivation decreased the levels of
connexin36 even without recovery in the sleep rebound. On the other hand,
connexin43 is not modified by sleep deprivation but interestingly increases its
levels when the rats have sleep rebound. In conclusion, manipulation of neuronal
electrical synapses changes the structure of sleep wake cycle. In addition,
experimental disruption of normal sleep significantly modifies the levels of two main
connexins in the brain rat. These results may suggest that electrical synapses and
therefore gap junctions formed by connexin36 and connexin43 might be involved in
conjunction with chemical neurotransmitter systems in modulating the sleep wake

cycle of the rat.



INTRODUCCION

Tomando la contribucién de diferentes autores ahora podemos decir que el suefio
es un estado funcional natural reversible, caracterizado por una reduccion de la
actividad motora voluntaria, incremento del umbral de respuesta a estimulos
externos y postura estereotipica. Estas caracteristicas se han considerado como
las minimas importantes para diferenciar entre el suefio y los periodos de
inactividad, aunque algunos autores han propuesto algunas otras como
organizacién circadiana, presencia de sitios especificos de descanso, proceso de
regulacion e incluso ojos cerrados. Asi, la diferencia entre descanso y suefio
parece determinarse por el nUmero de caracteristicas mostradas por una especie
dada. Filogenéticamente el suefio es un fendmeno ampliamente presente, se ha
preservado a través de la evolucion de los mamiferos lo cual sugiere que es un
mecanismo compartido a lo largo de las especies y con una significancia funcional
universal. Entre los mamiferos, la cantidad y naturaleza del suefio esta
correlacionada con la edad, el tamafio del cuerpo y variables ecolégicas como el
ambiente terrestre o acuético en donde viven, la dieta y la seguridad de los nichos
que ocupan para dormir. Asi, el suefio ha proporcionado una ventaja selectiva
para poder persistir ya que la prolongada pérdida de suefio afecta, entre otras
cosas, el control de la temperatura, el metabolismo y la funcién inmune, pudiendo
producir en condiciones extremas hasta la muerte. Con esto podemos darnos
cuenta de la importancia que tiene este proceso y todos los niveles de
organizacion que participan o que son influidos directa o indirectamente por el
suefio. Funcionalmente, el suefio puede representar un periodo de tiempo

eficiente para la ejecucion de una gran variedad de funciones pero las variaciones
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en la expresion del suefio indican que estas funciones pueden diferir entre las
especies. Aunque parece indudable que el suefio puede tener algunas funciones
fundamentales, éstas aun no son del todo claras. De hecho, la funcién del suefio
ha sido un tema de arduo debate durante los ultimos 40 afios. Asimismo, el suefio
ha sido asociado con algunas funciones como conservacion de energia, funcion
inmune, metabolismo cerebral, implicaciones ecoldgicas como el riesgo de
depredacion, mantenimiento de redes neuronales y para facilitar el aprendizaje y
la memoria a través de cambios en la plasticidad cerebral y en la generacion de
sinapsis neuronales. Teniendo en cuenta los multiples posibles beneficios que el
suefio puede proporcionar, seria inconcebible tratar de establecer que el suefio
tiene solamente una funcién. Lo que es indudable es que cuando un individuo cae
dormido asume los costos potenciales del suefio para cubrir una necesidad
primaria pero también al mismo tiempo se beneficia de todas las funciones
secundarias relacionadas con dicho proceso.

Hasta ahora, hemos abordado dos preguntas fundamentales: ¢ qué es el suefio? y
¢cudles son sus funciones? sin embargo, existe una tercera que ha sido objeto de
innumerables estudios y de algunas hipotesis ¢cuéles son sus mecanismos?
Aungue aun no se ha determinado de manera precisa cuales son los mecanismos,
el suefio parece ser un fendmeno global altamente regulado ya que se ha
propuesto que presenta diferentes niveles de control desde los genes y procesos
sinapticos hasta redes neuronales centrales. Todo lo anterior nos ha llevado a la
siguiente reflexion: si invertimos una tercera parte de nuestras vidas durmiendo,
porque no invertimos otra tercera parte en investigar cuales son los mecanismos

gue nos hacen dormir durante todo ese tiempo. Es indudable la importancia del
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suefio y mas aun la importancia de conocer los mecanismos cerebrales que
subyacen a que un individuo caiga dormido o se mantenga despierto (para

referencias ver Siegel, 2005; Mignot, 2008; Roth et al, 2010).

DEL DESCUBRIMIENTO DEL EEG A LA IDENTIFICACION DE LAS ETAPAS
DEL SUENO

Desde 1875 Richard Caton describié que las sefiales eléctricas del cerebro podian
ser registradas directamente de la superficie de la corteza cerebral expuesta.
Caton investig0 la actividad eléctrica de los cerebros de gatos, monos y conejos y
not6 que los voltajes de la sefial podian mostrar cambios espontdneos ademas de
ser influenciados por estimulos externos (Caton, 1887). Medio siglo después,
Hans Berger (1929) publico el primer reporte en humanos de registros
electroencefalograficos realizados con electrodos de aguja en pacientes con
dafos en el crdneo y con electrodos de cuero cabelludo en sujetos sanos. A pesar
de su importancia estos reportes fueron ignorados hasta que en 1934 Adrian y
Matthews reprodujeron los registros y publicaron sus resultados para de esta
forma asegurar el reconocimiento del electroencefalograma (EEG). Para 1935 un
gran numero de investigadores utilizaron los registros del EEG para documentar
los efectos del suefio, narcolepsia, hipoxia, isquemia, hiperventilacion, crisis
tonico-clonicas y estatus epilépticos. Asi, concluyeron que los cambios observados
en la actividad eléctrica del cerebro podian proporcionar una ayuda inmediata para
la diagnosis y ofrecer una nueva aproximacion para el estudio de los mecanismos
neurales (Cooper y MacGillivray, 2003). El descubrimiento del EEG fue el primer

evento importante que marcé el comienzo de la era cientifica en la investigacion
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del suefio y proporcioné las bases de los conceptos actuales acerca de la
identificacion de las etapas del suefio. Loomis y colaboradores fueron el primer
grupo de investigadores que utilizé el EEG para hacer una clara distincion entre la
vigilia y el suefio en humanos. Ellos describieron que existian cinco etapas de
sueflo caracterizadas por marcadas diferencias en los potenciales cerebrales.
Dichos estados fueron identificados por letras (A-E) de acuerdo con el orden de
aparicion. Etapa A: somnolencia, etapa B: inicio del suefio, etapa C: suefio ligero,
etapa D: suefio intermedio y etapa E: suefio profundo. También describieron que
podian presentarse movimientos corporales sin un cambio notable en la etapa asi
como cambios de etapa sin movimientos corporales. Sus hallazgos no solo
definieron estados objetivos de vigilia y suefio sino también la hipétesis que las
ensofiaciones ocurrian en la etapa B denotada por ondas de baja amplitud
(Loomis et al, 1937). Por otro lado, Klaue encontré mediante registros de EEG en
gatos que el suefio progresaba en una secuencia propia, es decir primero se
presentaba un periodo de suefio ligero durante el cual la corteza generaba ondas
lentas seguidas por un periodo de suefio profundo donde la actividad cortical se
aceleraba (Citado por Datta y MacLean, 2007). Estas observaciones fueron de
suma importancia ya que documentaron las ondas lentas corticales pero también
las ondas rapidas de baja amplitud e indicaron que existian principalmente dos
diferentes patrones de actividad del EEG durante el suefio. En 1951 Eugene
Aserinsky, un estudiante de doctorado del laboratorio del profesor Nathaniel
Kleitman en la Universidad de Chicago, encontr0 una especie de activacion
cerebral generada enddégenamente y reflejada en los movimientos rapidos tipo

espasmadicos de los ojos durante el suefio de su hijo de ocho afios. Dos afos
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mas tarde, Aserinsky y Kleitman realizaron un estudio electroencefalografico en
sujetos adultos y mostraron la aparicion de movimientos oculares rapidos,
describiendo que el patrén de movilidad era de duracion variable y aparecia cerca
de 3 horas después de ir a la cama, recurria aproximadamente 2 horas después y
entonces emergia a intervalos mas cercanos justamente antes del despertar
(Aserinsky y Kleitman, 1953). Ademas de los movimientos de los ojos, ellos
pudieron observar un patron del EEG y actividad del sistema nervioso autonémico
lo cual les permiti6 proponer que eran fendmenos significativamente relacionados
y que no ocurrian al azar, sino que mas bien se trataba de un nivel de actividad
cortical que se encontraba de manera natural en el suefio. Estos hallazgos son
considerados como el descubrimiento de lo que ahora conocemos como el suefio
de movimientos oculares rapidos (sSMOR). Posteriormente, William Dement, otro
alumno de Kleitman, fue el primero en estudiar intensivamente la conexion entre el
SMOR vy las ensofiaciones. Asimismo, para facilitar la organizacion y el analisis de
las extensivas observaciones propuso la categorizacién de los patrones del EEG
durante el suefio en cuatro etapas, caracterizandose principalmente la etapa 3 y 4
por la presencia de ondas lentas de gran amplitud (Dement y Kleitman, 1957).
Esta categorizacion permitio la elaboracion de una representacion gréfica
denominada hipnograma, la cual permiti6 determinar que la mayoria de los
individuos analizados mantenian una estrecha regularidad en su patrén de suefio
a lo largo de las noches. También, gracias a los estudios realizados en gatos,
Dement pudo determinar que dichos animales mostraban un EEG con muchos
periodos de ondas rapidas de bajo voltaje asociados con sacudidas de las

extremidades y movimiento de las vibrisas y las orejas, los cuales eran alternados
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regularmente con periodos dominados por ondas lentas y asociados con
inmovilidad total de los animales (Dement, 1958). Por otro lado, un afio mas tarde
Jouvet y Michel mostraron que los gatos durante el suefio exhibian periodos de
EEG similar al estado de alerta aunque con pérdida de tono muscular, tasas de
respiracion y cardiacas fluctuantes y ojos con movimientos bruscos y rapidos.
Describieron que aunque los animales parecian estar profundamente relajados
aparecian rastros de actividad en el cuerpo como temblor en las extremidades y
movimientos rapidos de vibrisas. De esta forma, Jouvet atinadamente nombro6 a
este estado como “suefno paradojico” debido a que durante esta fase del suefio los
animales paraddjicamente muestran sefiales biologicas muy similares a las de un
individuo despierto (Jouvet, 1965). Actualmente es bien reconocido por la
comunidad cientifica que el descubrimiento e identificacion del SMOR o suefio
paraddjico es igualmente adjudicado tanto a Aserinsky, Kleitman y Dement como a

Jouvet y Michel.

CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS DE LA VIGILIA Y LAS FASES
DE SUENO

En la actualidad, un registro poligrafico permite definir y clasificar al suefio
utilizando diversas herramientas como el EEG para observar las variaciones en la
actividad eléctrica cortical y subcortical, el electrooculograma (EOG) para registro
de movimientos oculares y el electromiograma (EMG) para registro de tono
muscular. Otros parametros que pueden registrarse son la frecuencia cardiaca y
respiratoria asi como la presencia, en ciertos animales, de actividad en regiones

especificas del cerebro como las ondas ponto-geniculo-occipitales (PGO). A partir
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de los datos del EEG se puede obtener un analisis del espectro de frecuencia.
Este andlisis utiliza una funcion matemética llamada Transformacion de Fourier
para convertir los datos del EEG vy clasificarlos principalmente en 5 “ritmos” o
bandas de frecuencia: 1) ritmo delta (0.5 - 3.9 Hz), 2) ritmo theta (4 — 7.9 Hz), 3)
ritmo alfa (8 — 12.9 Hz), 4) ritmo beta (13 — 19.9 Hz) y 5) ritmo gamma (20 — 100
Hz). El suefio normal en el humano comprende dos estados, el suefio no MOR
(NMOR) y el sSMOR los cuales alternan ciclicamente a lo largo de un episodio de
suefo o en otras palabras a lo largo de una noche de suefio. Convencionalmente
el suefio NMOR es subdividido en tres etapas definidas por sus caracteristicas
electroencefalograficas. En la etapa 1, el EEG presenta actividad de bajo voltaje y
una frecuencia que combina ritmos alfa y theta. Esta etapa usualmente persiste
por pocos minutos (1 a 7) al inicio del suefio y esta asociada con un bajo umbral
de respuesta ya que aun percibimos la mayoria de los estimulos que suceden a
nuestro alrededor. En la etapa 2, la actividad cerebral es predominantemente
theta, son caracteristicos de esta fase los husos de suefio (brotes de 0.5 a 2
segundos de actividad beta) y los complejos K (ondas bifasicas de gran amplitud).
En la etapa 2 se necesita un estimulo méas intenso para despertar,
interesantemente el mismo estimulo que produciria un despertar en la etapa 1 a
menudo origina un complejo K evocado en la etapa 2. La etapa 3 se caracteriza
por presentar actividad de ondas lentas de gran voltaje, los investigadores a
menudo se refieren a esta etapa como suefio de ondas lentas, suefio delta o
suefio profundo. Por otra parte, el SMOR se caracteriza por actividad rapida de
bajo voltaje, atonia muscular, movimientos oculares rapidos y pequefas

mioclonias en las extremidades (Figura 1) (Carskadon y Dement, 2005).
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Figura 1. Etapas del suefio en humanos determinadas a partir del electroencefalograma (EEG). La
etapa 1 se caracteriza por actividad rapida de bajo voltaje. En la etapa 2 se presentan los husos de
suefio (linea horizontal) y los complejos K (flecha). La etapa 3 o suefio profundo esta definida por
ondas lentas de gran amplitud. En el suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR) se presentan
ondas de bajo voltaje.

La investigacion basica del suefio se ha llevado a cabo principalmente en dos
modelos animales: ratas y gatos. A diferencia de los humanos, en las ratas el
suefio NMOR o suefio de ondas lentas (SOL) no presenta subdivision alguna, en
los gatos algunos autores lo han clasificado en SOL 1 para el suefio ligero y SOL 2
para la presencia de ondas lentas de gran amplitud. Lo que es indudable es que
tanto la vigilia como el SOL y sMOR presentan patrones conductuales y
electrofisiolégicos diferenciables.

a. Vigilia

En general, las ratas en vigilia presentan caracteristicas conductuales particulares
como cabeza erguida con respuestas rapidas a estimulos del medio ambiente,
0jos abiertos y ritmo respiratorio rapido e irregular. La fase de vigilia se ha dividido

en activa y pasiva. En la activa los animales presentan conductas tipicas de su
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especie y en la pasiva los animales permanecen quietos con los ojos abiertos y
alertas a los estimulos significativos del medio ambiente por lo que presentan un
umbral bajo para responder a cualquier estimulo sensorial. Durante la vigilia activa
el EEG cortical muestra predominantemente actividad de bajo voltaje (40-60 pV) y
alta frecuencia (35-50 Hz). EI EMG exhibe alto tono muscular con brotes
ocasionales de actividad de acuerdo con los movimientos del cuello y la cabeza.
Dependiendo de la tasa y el tipo de actividad se pueden observar movimientos
oculares representados en el EOG como espigas bifasicas con amplitudes
ligeramente menores a las observadas en el SMOR. En el EEG hipocampal, la
mayoria de las ondas registradas se encuentran en el rango de frecuencia entre 5
y 13 Hz y el ritmo theta bien definido aparece ocasionalmente. Durante la vigilia
pasiva el EEG cortical no muestra diferencias notables con respecto a la vigilia
activa y no se detecta ritmo theta en el EEG hipocampal. El tono muscular esta
marcadamente reducido e incluso llega a desaparecer dependiendo de la postura
de la rata (Datta y Hobson, 2000).

b. Suefo de ondas lentas (SOL)

El SOL presenta patrones conductuales bien definidos, durante esta fase la rata
asume una postura reclinada por lo general echada sobre el abdomen pero
algunas veces enroscada y con los ojos cerrados. Se ha observado que la
respiracion se torna profunda y lenta, mientras que la presion arterial disminuye y
el umbral para reaccionar a los estimulos se encuentra elevado en relacion con la
vigilia (Orem et al, 2002). EI EEG cortical progresivamente disminuye su
frecuencia e incrementa su amplitud, en general durante el SOL se presentan

ondas de baja frecuencia (0.1-10 Hz) y gran amplitud (200-400 pV). EIl tono
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muscular es minimo y algunas veces ausente mientras que el EOG no muestra
registro de movimientos oculares. En el EEG hipocampal no se registra ritmo theta
ya que solo se pueden observar ondas lentas de gran amplitud. Finalmente, las
ondas tipo PGO (denominadas ondas P en la rata) no son detectables en el
registro pontino de esta fase del suefio (Datta y Hobson, 2000).

c. Suefio de movimientos oculares rapidos (sMOR)

Inmediatamente antes del inicio de esta etapa del suefio las ratas usualmente
asumen una posicion denominada de ovillo. Durante este estado, aparecen
movimientos rapidos de los ojos, orejas, vibrisas y extremidades ademas la
respiracion se vuelve irregular y con periodos cortos de apnea (Orem et al, 2002).
El EEG cortical consiste de ondas de alta frecuencia (20-40 Hz) y baja amplitud
(50-80 pV). EI EMG de los musculos de la nuca muestra atonia y el EOG registra
movimientos oculares rapidos los cuales son unipolares y con amplitudes mas
altas que los registrados durante la vigilia. En el EEG hipocampal se observa
solamente un ritmo sinusoidal en la frecuencia theta (4-8 Hz) mientras que las
ondas P se hacen presentes en el registro del puente en racimos de 2-3 espigas
hasta alcanzar un nivel de 35-60 ondas P por minuto (Figura 2) (Datta y Hobson,
2000).

La transicion de SOL a vigilia tiene una duracion corta y consiste en una
disminucion de la amplitud e incremento en la frecuencia de las ondas registradas
en el EEG, precedida de un incremento abrupto del tono muscular; por otra parte,
la transicion de vigilia a SOL no muestra una clara sincronizacion ininterrumpida
del EEG, sino que esta marcada por la aparicion episoédica de husos de suefio.

Las ondas lentas aparecen generalmente uno o varios minutos después de la
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presentacion de los husos. La transicion de SOL a sSMOR esta marcada por un
periodo corto, durante el cual el EEG esta todavia sincronizado, aun sin indicios de
atonia muscular pero con la presencia de ondas PGO (gatos) u ondas P (ratas) de

gran amplitud.

Vigilia

SOL

sMOR

Figura 2. Registro poligréafico del electroencefalograma (EEG) cortical, electromiograma (EMG) de
los musculos de la nuca, electrooculograma (EOG), EEG hipocampal (HPC) y pontino (PON) todos
registrados simultdneamente en rata adulta. Los trazos caracterizan la vigilia, el suefio de ondas
lentas (SOL) y el suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR). La flecha en el trazo de vigilia
indica el final de la vigilia activa y el comienzo de la vigilia pasiva. La barra indica una escala de
tiempo de 5 segundos. Tomada y modificada de Datta y Hobson, 2000.

Cuando el sMOR esta completamente desarrollado, la desincronizacién cortical es

evidente y el tono muscular se abate totalmente. Algunas funciones como la
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respiracion y el ritmo cardiaco disminuyen su frecuencia al transitar de la vigilia al
SOL hasta presentar arritmias durante el SMOR. Incluso, la temperatura corporal
también sigue un ritmo asociado con la vigilia y el suefio (Orem, 1980; Orem et al,

2002).

ESTUDIOS PIONEROS ACERCA DE LOS MECANISMOS DE REGULACION
DEL SUENO

Desde principios del siglo XX se comenzé a gestar el inicio del estudio del suefio
gracias al desarrollo de nuevos métodos experimentales. Uno de los primeros
trabajos que surgieron para tratar de describir los mecanismos de este fenémeno
fueron los realizados por Legendre y Pieron en 1913. Estos reportaron que la
inyeccién de liquido cefalorraquideo (LCR) de perros privados de suefio en la
cisterna magna de perros controles era capaz de incrementar el suefio. De esta
forma, Pieron postulé que durante la vigilia prolongada se acumulaba cierta
sustancia a la que nombré “hipnotoxina” y que era la responsable de la generacién
del suefo. Dichos resultados fueron reevaluados en 1939 por Schnedorf e Ivy
obteniendo resultados positivos en solo 9 de 20 intentos. Sin embargo estos
hallazgos fueron cuestionados debido a que las condiciones de obtencion y
transfusion de LCR causaban estrés severo tanto a los perros privados como a los
controles. En 1967 Pappenheimer y cols llevaron a cabo una nueva evaluacion del
fendbmeno descrito por Pieron pero con nuevas técnicas y bajo condiciones mas
controladas. De esta forma, describieron que el LCR de cabras privadas de suefio
durante 72 horas inducia suefio profundo en gatos y ratas gracias a una molécula

que denominaron “factor suefio” (Pappenheimer et al, 1967). Por otra parte, entre
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1920 y 1930 el neurdlogo Von Economo realizé una gran cantidad de estudios y
reportd que los pacientes afectados por encefalitis letargica presentaban entre
otros sintomas claras alteraciones del suefio. Gracias al estudio anatémico de los
cerebros de pacientes muertos por encefalitis, pudo observar que las lesiones
asociadas con insomnio se localizaban al nivel de lo que ahora conocemos como
hipotalamo anterior y su coyuntura con el cerebro anterior basal mientras que las
lesiones asociadas con hipersomnolencia se encontraban en el hipotalamo
posterior y su uniéon con el mesencéfalo rostral (Figura 3). De esta forma, Von
Economo postulé la existencia de un centro regulador del suefio y dedujo por
primera vez la existencia de distintos centros en el cerebro para la regulacion del

suefo y la vigilia (revisado en Triarhou, 2006).

Figura 3. Esquema del tallo cerebral humano tomado del trabajo original de von Economo donde
ilustra con lineas diagonales el sitio de lesion asociado con hipersomnolencia y localizado en el
hipotalamo posterior y su unién con el mesencéfalo. Ademas de la lesion que causaba insomnio y
localizada en el hipotalamo anterior (lineas horizontales). La flecha indicaba la regién entre los dos
sitios de lesion.

Siguiendo con la busqueda de los mecanismos neurales involucrados en el control

del ciclo suefio-vigilia, Bremer en los afios treintas secciono entre el bulbo y la
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meédula espinal (encéphale isolé) de gatos y observd que el animal se mantenia
con una actividad cerebral normal y en el que se alternaban los periodos de suefio
y de vigilia. Sin embargo, observé que cuando la seccion se realizaba entre los
coliculos superior e inferior (cerveau isolé), se presentaba un estado de suefio
total con la presencia de ondas lentas en la corteza. Basdndose en sus
experimentos, Bremer afirmd que el suefio resultaba por una interrupcion mayor
de las vias ascendentes o por la deaferentacion cortical y concluyé que el suefio
ocurria por la ausencia de estimulacion sensorial (revisado por Kerkhofs y Lavie,
2000). Asi, las primeras hipotesis de los neurofisi6logos consideraron al suefio
como un estado pasivo opuesto a la vigilia. Con el descubrimiento del sistema
reticular activador ascendente (SRAA) localizado en la formacion reticular pontina
y mesencefélica (Figura 4), la vigilia pasé a ser explicada en términos de un
incremento en la actividad de este sistema y el suefio en términos pasivos del
propio sistema. Esta hip6tesis fue apoyada por los trabajos clasicos de Moruzzi y
Magoun en los cuales estimularon la formacion reticular en gatos anestesiados y
observaron un fenédmeno al que Illamaron despertar electroencefalografico
caracterizado por una desincronizacion del EEG parecida a la observada en la
vigilia. Asimismo, gracias a que la aplicacion de diferentes estimulos sensoriales o
mecanicos originaba desincronizacion del EEG, concluyeron que la actividad
mantenida en el SRAA podria contribuir a la vigilia, mientras una reduccion de

dicha actividad podria precipitar la aparicion del suefio (Moruzzi y Magoun, 1949).
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Figura 4. Esquema de la localizacion del sistema reticular activador ascendente (SRAA) en el
cerebro de gato.

Sin embargo, para comprobar la existencia de un sistema activo inductor de suefio
fue necesario producir un estado de insomnio por medio de una lesion que
destruyera dicho sistema. Con este objetivo, se establecié que la lesion de la parte
inferior del tallo cerebral producia un incremento en la vigilia y la aparicion del
registro electroencefalografico caracteristico de este estado conductual (Batini et
al, 1958). Estos descubrimientos postularon asi que las estructuras especializadas
en la generacion del suefio estaban localizadas en el tallo cerebral inferior. Para
principios de los 60°s se comenzaron a identificar regiones que, estimuladas,
generaban suefio, como la regidn preoptica del hipotalamo y regiones adyacentes
del cerebro anterior basal, asi como la region del nucleo del tracto solitario;
posteriormente se demostrd que la activacién de estas regiones inhibia el SRAA
(Magnes et al, 1961; Sterman y Clemente, 1962). Estos datos empezaron a
mostrar que en el sistema nervioso central (SNC) hay regiones que activamente

pueden generar suefio. De esta forma, para la década de los afios 60°s la mayoria
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de los neurofisidlogos aceptaban la hipétesis de la existencia de mecanismos
inductores de suefio los cuales podian activamente disminuir la actividad del
SRAA. Fue en la misma década cuando se propone probablemente por primera
vez la existencia de un sustrato neuroquimico para explicar la compleja naturaleza
del suefio. Esta teoria fue apoyada por los trabajos realizados en gatos, en los que
se observé que la aplicacion de microcristales de acetilcolina o carbacol, una
agonista colinérgico, a través de canulas implantadas estereotaxicamente en
varias regiones del cerebro producia un estado de suefio indistinguible desde los
puntos de vista conductual y electroencefalografico del suefio espontaneo. Es
decir, el animal adoptaba la postura caracteristica para dormir y se sucedian las
dos etapas de sueiio, empezando siempre por el suefio sincronizado o de ondas
lentas al que se sucedian periodos de suefio desincronizado o con movimientos
oculares rapidos junto con un aumento del umbral del despertar (Hernandez-Pedn,
1962; Hernandez-Peodn et al, 1963). Posteriormente, Jouvet (1969) planted que los
estados de suefio pueden ser modificados o suprimidos por drogas especificas o
lesiones limitadas. Especificamente, describié que la inhibicion de la sintesis de
serotonina mediante la inactivacion de la enzima triptéfano hidroxilasa inducia un
estado de insomnio total el cual podia ser revertido por la inyeccion de 5-
hidroxitriptofano, el precursor directo de la serotonina. Asimismo, describié que la
destruccion de las neuronas serotoninérgicas del tallo cerebral podia suprimir
tanto el SOL como el SMOR debido a una disminucion de la serotonina cerebral.
Estos estudios proporcionaron las bases para establecer la participacion de
algunos neurotransmisores y para determinar que la manipulacion y alteracion de

dichas moléculas podrian correlacionar con cambios en los estados del suefio.
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NEUROANATOMIA Y NEUROQUIMICA DEL CICLO SUENO-VIGILIA

A lo largo de la historia se ha realizado una gran cantidad de trabajos para tratar
de determinar las estructuras neurales y los sistemas neuroquimicos involucrados
en la regulacion del suefio y la vigilia. Los estudios actuales han proporcionado
evidencia extensa acerca de la regulacion del estado conductual, el cual es
modulado por una serie de interacciones reciprocas que involucran multiples
sistemas neuronales neuroquimicamente distintos localizados a lo largo del
cerebro. Por otra parte, se ha propuesto que el suefio es un estado muy fragil que
facilmente puede ser modificado o influenciado por una gran variedad de
sustancias o manipulaciones experimentales, de hecho hoy en dia se conocen
varias moléculas de naturaleza peptidica, lipidica e incluso citocinas con
propiedades hipnogénicas, las cuales se han denominado como “factores
inductores de suefo” (Tabla 1) (Garcia-Garcia y Drucker-Colin, 1999; Garcia-
Garcia et al, 2009). En general, estas moléculas difieren en muchos aspectos que
van desde su naturaleza quimica y funcién hasta el efecto que tienen sobre el
suefio. La pregunta que aun no ha sido esclarecida es si dichas sustancias actian
o intervienen en aquellos procesos neuroquimicos que normalmente regulan el
suefio o si alteran el suefio tnicamente en condiciones patoldgicas o inusuales.

Lo que si est& claro, es que dentro del tallo cerebral, cerebro anterior basal e
hipotalamo existen varias poblaciones neuronales que promueven la vigilia
mediante la accion de diferentes neurotransmisores como acetilcolina,
noradrenalina, serotonina, histamina y orexina. Mientras que otras neuronas
GABAérgicas y colinérgicas localizadas en nucleos especificos del hipotalamo y el

tallo cerebral respectivamente, han sido involucradas en la iniciacion vy
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mantenimiento del suefio. Estos sistemas neuroquimicos y sus interacciones
reciprocas (Figura 5) mediante las cuales regulan la alternancia entre el suefio y la
vigilia son analizados mas detalladamente en el articulo de revisién presentado en
el anexo 1 (Franco-Pérez J, Ballesteros-Zebadua P, Custodio-Ramirez V, Paz C.
Principales neurotransmisores involucrados en la regulacién del ciclo suefio-vigilia.

Rev Inv Clin, 2011).

Tabla 1. Algunas moléculas determinadas como “factores inductores de suefio”

Molécula SOL sMOR Molécula SOL sMOR
Insulina ) ) VIP = T
PRL = 0 DSPI ) =
GH = ) CLIP = )
CCK-8 ) T IL-1 ) =
Somatostatina = 0 INF-a 0 =
CRF = 0 TNF ) =
GHRF ) = Uridina 0 =
Oleamida ) ) Anandamida ) )

= significa sin cambio y T incremento

PRL:prolactina, GH: hormona del crecimiento, CCK-8: colecistoquinina, CRF: factor liberador de
corticotropina, GHRF: factor liberador de hormona del crecimiento, VIP: péptido vasoactivo
intestinal, DSPI: péptido inductor de suefio delta, CLIP: péptido intermediario de corticotropina, IL-
1: interleucina 1, INF-a:: interferon o, TNF: factor de necrosis tumoral

Tomada y modificada de Garcia-Garcia y Drucker-Colin, 1999 y Garcia-Garcia y cols, 2009.
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Figura 5. Sistemas neuroquimicos participantes en la regulacién de la vigilia y el suefio. A) durante
la vigilia los sistemas monoaminérgicos, orexinérgicos y colinérgicos estan activos y contribuyen a
la desincronizacién del EEG por medio de sus proyecciones talamicas y corticales. B) durante el
SOL las neuronas GABAergicas del VLPO y mPO estan altamente activas e inhiben a los nucleos
activos durante la vigilia. 5-HT: serotonina, NA: noradrenalina, HIS: histamina, ORX: orexina, ACH:
acetilcolina, GABA: acido aminobutirico, LC: locus coeruleus, PPT: tegmento pedinculo pontino,
LDT: tegmento laterodorsal, TMN: nucleo tuberomamilar, BF: cerebro anterior basal, LH:
hipotdlamo lateral, VLPO: &rea preodptica ventrolateral, mPO: area prebdptica media, EEG:
electroencefalograma, SOL: suefio de ondas lentas. Tomado y modificado de Saper y cols, 2005.
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INTRODUCCION A LAS SINAPSIS ELECTRICAS

El manejo de la informacion en el sistema nervioso se sustenta en la comunicacion
entre las neuronas. Estas células establecen conexiones a las que Sherrington
llamo sinapsis (proveniente de la palabra griega synapse, la cual significa
“contacto”). Aunque Sherrington refin6d el concepto y adopto la palabra sinapsis a
finales del siglo XVIII, no fue hasta principios del siglo XX que se desarrollo el
esquema completo de las sinapsis involucrando neurotransmisores y receptores.
La sinapsis ha sido definida como una estructura especializada que permite la
interacciéon funcional entre dos neuronas y que posee caracteristicas morfolégicas
y funcionales capaces de conducir y modular las sefales eléctricas. En la
actualidad se ha descrito la presencia en el sistema nervioso de dos tipos de
sinapsis: quimicas y eléctricas. Las sinapsis eléctricas fueron descritas por primera
vez en 1959 por Furshpan y Potter después de estudiar las neuronas gigantes de
cangrejo y en particular al examinar las conexiones entre las fibras laterales y las
motoneuronas. Especificamente estos neurofisiélogos colocaron electrodos tanto
en las fibras laterales como en las fibras motoras y aplicaron breves pulsos de
corriente en una fibra para provocar potenciales de accién en la otra, ellos
propusieron que si este sistema trabajaba con sinapsis quimicas deberia existir un
retraso sindptico significativo en la respuesta. No obstante, descubrieron que el
potencial de accion postsinaptico surgia casi simultdneamente con la estimulacion
e incluso la aplicacion de pequefias corrientes en la fibra lateral inducia una
respuesta equivalente en la fibra motora. Asi, concluyeron que este fenomeno no
podria estar ocurriendo bajo un sustrato de sinapsis quimicas e infirieron que la

corriente pasaba directamente entre los axones por un proceso de transmision
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eléctrica en el cual las corrientes locales podian atravesar directamente la
membrana sinptica (Furshpan y Potter, 1959). Este tipo de conexion pronto fue
denominada como “sinapsis eléctricas”. En un principio se asumié que estas
sinapsis estaban limitadas a las demandas funcionales méas simples del sistema
nervioso de los invertebrados, sin embargo pronto se describié que podian ocurrir
también en el cerebro de vertebrados (Bennett et al, 1963). Posteriormente, en
1967 se describié que el sustrato estructural de las sinapsis eléctricas eran las
denominadas uniones estrechas (gap junctions en inglés) (Revel y Karnovsky,
1967), las cuales son poros que atraviesan la membrana y que no solo conducen
corrientes eléctricas sino que permiten la difusion de moléculas entre el citoplasma
de dos células.

Es bien sabido que la sinapsis quimica transfiere la actividad eléctrica de la
neurona presinaptica por medio de la difusién en la hendidura sinaptica de un
mensajero quimico llamado neurotransmisor. Esta molécula se une a receptores
especificos originando cambios en la permeabilidad i6nica de la membrana
plasmética y provocando una respuesta en la neurona postsinaptica. En cambio,
en las sinapsis eléctricas la comunicacion se realiza por medio de un contacto
directo entre las neuronas, lo que permite la libre conduccion de iones entre los
espacios citoplasmaticos ademas del acoplamiento eléctrico de las dos células
(Figura 6). En otras palabras, las sinapsis quimicas y eléctricas difieren en los
mecanismos moleculares de transferencia de informacion y en su organizacion
morfolégica. En las sinapsis quimicas no existe comunicacion directa entre el
citoplasma de las dos células y el espacio que separa las membranas pre- y

postsinapticas mide aproximadamente 20-40 nm. En contraste, las sinapsis
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eléctricas estan caracterizadas por un &rea de estrecha aproximacion (2-4 nm)
entre las membranas de dos neuronas. Dentro de esta area de aproximacion las
células se comunican por medio de uniones estrechas, las cuales son canales
transmembranales que comunican el espacio intracelular de las dos neuronas

(Tabla 2).

A

Meurona presinaptica

Vesiculas sinapticas
Celula 1

Exccitosis de Espacio

neurciransmisores intercelular
I-!er_ldil_:!ura Célula 2
sinaptica Meurona A4 T

Sl et R posisinaptica sﬂl
Receptores # / u\\
postsinapticos -
Flujo idnico Canales Difusicn de
gap junction moleculas y ones

Figura 6. Principales caracteristicas de los dos tipos de sinapsis presentes en el sistema nervioso:
quimica y eléctrica. A) La sinapsis quimica transfiere la informacién mediante la exocitosis de
neurotransmisores los cuales son liberados en la hendidura sinaptica. Estas moléculas se unen a
receptores especificos originando cambios en la permeabilidad i6nica de la membrana plasmatica
y provocando una respuesta en la neurona postsinaptica. B) En las sinapsis eléctricas la
comunicacion se realiza por medio de uniones estrechas, las cuales permiten el contacto entre las
neuronas y la comunicacion directa entre el citoplasma de dos células. A través de las uniones
estrechas pueden difundir iones y pequefias moléculas como metabolitos y segundos mensajeros.

La sinapsis eléctrica es también conocida como sinapsis electrotonica porque
puede mediar el acoplamiento eléctrico entre las células y sus propiedades
funcionales difieren considerablemente de las correspondientes a las sinapsis
guimicas. Gracias a su reciprocidad, velocidad y simplicidad, las sinapsis

eléctricas son caracteristicas Unicas de los circuitos neuronales en el cerebro.
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Tabla 2. Principales diferencias entre las sinapsis quimicas y eléctricas

Sinapsis quimicas Sinapsis eléctricas

Hendidura sinaptica, distancia entre No existe hendidura sinaptica, presencia de
membranas 20-40 nm uniones estrechas

Sin continuidad citoplasmatica Existe continuidad citoplasmatica

Transmision mediada por neurotransmisores Paso directo de corriente idnica

Unidireccional Bidireccional

Retraso sinaptico Ausencia de retraso sinaptico

ESTRUCTURA Y COMPOSICION MOLECULAR DE LAS SINAPSIS
ELECTRICAS

El sustrato estructural de las sinapsis eléctricas son las uniones estrechas, las
cuales han sido estudiadas de manera mas precisa gracias al desarrollo de
técnicas inmunocitoquimicas y de microscopia por fractura en congelaciéon. El
termino uniones estrechas deriva de estudios histoldgicos realizados en los afios
60’s y en los cuales se describe su apariencia mediante observaciones de
microscopia electrénica e incubaciones con metales pesados (Revel y Karnovsky,
1967). Las uniones estrechas son regiones especializadas de contacto intercelular
las cuales estan formadas por hexameros denominados conexones. Los
conexones se acoplan formando canales intercelulares permitiendo el intercambio
de nutrientes, metabolitos, iones y pequefias moléculas de hasta 1 kDa
(Loewenstein, 1981). Estos canales intercelulares son denominados como
homotipicos cuando los dos conexones tienen la misma composicion molecular, o

heterotipicos cuando los conexones difieren entre si. Cada conexon es un
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ensamble de seis subunidades proteicas llamadas conexinas (Cx’s). Las Cx's son
una familia de proteinas constituida por 20 miembros en el ratén y 21 en el
humano, las cuales son distinguidas de acuerdo con su peso molecular (por
ejemplo, la Cx36 tiene una masa molecular de aproximadamente 36 kDa) y son
expresadas en una gran variedad de tejidos incluido el sistema nervioso donde
diferentes tipos celulares a menudo expresan diferentes tipos de Cx's (Tabla 3)

(Beyer et al, 1990; Rackauskas et al, 2010).

Tabla 3. Patrones de expresion de las Cx’s en ratbn y humano

Humano Ratén Expresion Humano Ratén Expresion

Cx23 Cx23 ND Cx36 Cx36 Neuronas, retina

Cx25 ND Cx37 Cx37 Ovario, piel, endotelio
Piel, coclea, placenta, Piel, corazoén, endotelio,

Cx26 Cx26 ’ ’ Cx40 Cx40 o :
mama, pancreas, glia pulmén, sistema nervioso

Piel, cerebro, céclea,
Cx30 Cx30 o Cx40.1 Cx39 Musculo
epitelio aéreo

Higado, pancreas, rifién, Astrocitos, 34 tejidos, 46
Cx31.3 Cx29 : : Cx43 Cx43 :
oligodendrocitos tipos celulares

Piel, osteoblastos, retina,
Cx30.3 Cx30.3 Piel, rifién Cx45 Cx45 i i
Utero, corazén

Piel, céclea, placenta, - -
Cx31 Cx31 o Cx46 Cx46 Cristalino, epitelio alveolar
epitelio aéreo

Cerebro, medula espinal

Cx31.1 Cx31.1 Piel Cx47 Cx47 _ )
oligodendrocitos
Cx31.9 Cx30.2 Corazon, cerebro Cx50 Cx50 Cristalino
Higado, piel, endometrio
Cx32 Cx32 ) ) Cx58 ND
oligodendrocitos,
Cx33 Testiculos Cx62 Cx57 Retina, ovocitos

ND: No determinado, Tomada y modificada de Rackauskas y cols, 2010.
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El andlisis estructural de varias Cx’s propone que cada una contiene cuatro
dominios transmembranales denominados M1, M2, M3 y M4 procedentes desde el
N-terminal hacia el C-terminal. Se ha determinado que los dominios
transmembranales se conectan por medio de dos loops extracelulares (E1,
conectando M1-M2 y E2, conectando M3 a M4) y un loop citoplasmatico que
enlaza los dominios M2 y M3. Una caracteristica singular es la presencia de tres
residuos de cisteina en los loops extracelulares. Tanto el C-terminal como el N-
terminal residen en el citoplasma (Figura 7). Ademas, se ha observado que las
secuencias mas conservadas son los dominios transmembranales y los loops
extracelulares. Por el contrario, los dominios mas variables, tanto en longitud como
en secuencia, son el citoplasmatico C-terminal y el loop que conecta M2 y M3
(Yeager y Harris, 2007). Las Cx's no son las Unicas proteinas que forman canales
en las sinapsis eléctricas del sistema nervioso. A finales de los afios 90°s, se
demostré la presencia de proteinas estructurales de uniones estrechas en
invertebrados, las cuales fueron llamadas inexinas (Phelan et al, 1997). Aunque
las Cx’s y las inexinas no tienen homologia en su secuencia primaria de
aminoacidos, sorprendentemente presentan algunas caracteristicas similares
como los cuatro dominios transmembranales y la presencia de residuos de
cisteina en los dos loops extracelulares (Scemes et al, 2009). Recientemente, se
demostré la presencia de proteinas homologas de inexinas en diferentes grupos
taxondmicos incluyendo los mamiferos. Dada la amplia distribucion de estas
moléculas en el reino animal, estas proteinas fueron llamadas panexinas
(proveniente del latin pan que significa todo y nexus que significa conexion) y se

establecieron como una familia que incluye a sus proteinas homologas de
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invertebrados (Panchin et al, 2000). Tanto el genoma humano como el de ratén
codifican para tres isoformas de panexinas (Panx’s). En mamiferos, la Panxl es
ubicua pero se presenta ampliamente en el SNC en diferentes tipos neuronales
como las células piramidales del hipocampo y motoneuronas espinales (Zappala
et al, 2006). La Panx2 es un gene especifico del cerebro y la Panx3 se expresa
principalmente en osteoblastos y fibroblastos sinoviales (Baranova et al, 2004). La
principal evidencia de la funcionalidad de las Panx’s fue descrita en el 2003 por
Bruzzone y colaboradores quienes demostraron que la presencia de Panxl1 sola y
en combinacién con Panx2 induce la formacion de canales intercelulares en
ovocitos pareados. Sin embargo, aun no es claro si las Panx's comparten
funciones con las Cx’s en las uniones estrechas o si tienen un papel fisiolégico

especifico.
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Figura 7. Estructura y organizacion molecular de las uniones estrechas. A) Las uniones estrechas
son regiones especializadas de comunicacion intercelular las cuales estan formadas por
hexameros denominados conexones. Cada conexodn representa un ensamble de seis subunidades
proteicas llamadas conexinas. B) Cada conexina contiene cuatro dominios transmembranales, los
cuales se conectan por medio de un loop citoplasmatico y dos loops extracelulares caracterizados
por la presencia de tres residuos de cisteina. Tanto el C- como el N-terminal residen en el
citoplasma. C) Micrografia obtenida por fractura en congelacidon en donde se observan conexones
desde el lado interno de las uniones estrechas (izq), el lado citoplasméatico de una placa de uniones
estrechas (centro) y dos membranas plasmaticas comunicadas por uniones estrechas (der).
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DISTRIBUCION DE CX'S EN EL CEREBRO

La localizacion de las sinapsis eléctricas en el cerebro ha sido extrapolada a partir
de la determinacién de los patrones de expresion de las Cx’s. Aproximadamente
la mitad de las isoformas de Cx's estadn presentes en el SNC de mamiferos. La
Cx26, Cx30 y Cx43 estan fuertemente expresadas en astrocitos y la Cx29, Cx32 y
Cx47 se han observado en oligodendrocitos, sin embargo las Cx’s mencionadas
no presentan un patrén de expresion en las neuronas (Rash et al, 2001). La
expresion de la Cx26, Cx30 y Cx43 es altamente heterogénea a lo largo del SNC,
existen algunas estructuras que presentan abundancia de las tres Cx's (areas
subcorticales) y otras que contienen muy pocos niveles de Cx26 y moderados de
Cx30 (corteza cerebral). Incluso, la Cx30 no es detectable en regiones como la
comisura anterior y la capsula interna, lo que indica que los astrocitos de la
materia blanca no expresan esta Cx (Nagy et al, 1999). Durante algun tiempo se
reconocié que la Cx47 tenia un patron de expresion neuronal; sin embargo,
recientemente se demostré de manera convincente que la Cx47 no es expresada
por neuronas pero si por oligodendrocitos. En estas células la distribucion es
principalmente en el soma, donde aparece colocalizada con la Cx32 y asociada
con Cx's astrociticas derivadas de uniones estrechas entre astrocitos y
oligodendrocitos (Li et al, 2003). La identidad de las Cx's expresadas en las
neuronas ha sido controversial y persisten las discrepancias respecto a la
distribucion de varias Cx’s. Es un hecho que pocas Cx’s han superado estudios
mas estrictos que han combinado aspectos bioquimicos, moleculares e
inmunocitoquimicos con aproximaciones genéticas basadas en la expresion de un

gene reportero (por ejemplo el gene LacZ). De acuerdo con estudios realizados
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utilizando Northern blot, se ha determinado la presencia de Cx45 en el cerebro
adulto de roedores. La inmunofluorescencia de corteza e hipocampo mostré que
dicha Cx esta asociada con oligodendrocitos. Sin embargo, la utilizacion de LacZ
como indice de expresion del gen, presumiblemente revelé que la Cx45 es
abundante en tejidos neuronales neonatales y en animales adultos, principalmente
en las células piramidales de la region CA3 del hipocampo, en las capas Il y IV de
la corteza cerebral entorrinal, en talamo y en el cerebelo (Maxeiner et al, 2003).

Por otro lado, la caracterizacion inicial de la Cx36 revel6 que estd expresada
principalmente en neuronas de diversas estructuras del SNC, ademés los
resultados de un estudio comparativo de expresion indicaron que la distribucion de
Cx36 en humanos y ratas es muy similar (Condorelli et al, 1998). La Cx36 esta
ampliamente expresada en neuronas de la médula espinal y de las siguientes
regiones del cerebro de la rata: complejo olivar inferior, tallo cerebral, cerebelo,
mesencéfalo, hipotdlamo, nudcleo reticular talamico, nucleo habenular, glandula
pineal, ganglio basal, septum, cerebro anterior basal, amigdala, corteza piriforme,
corteza cerebral, bulbo olfatorio y retina. La Cx36 también es expresada
considerablemente en las células piramidales de la region CA3 y en las
interneuronas gabaérgicas localizadas en varias capas de las regiones CAl, CA2
y el giro dentado del hipocampo (Tabla 4) (Condorelli et al, 2000; Rash et al,
2000). De esta forma, la identificacion de la Cx36 asi como de otros miembros de
la familia de las Cx’s y la demostracion de su expresion preferencial en el cerebro
ha marcado el comienzo de una nueva etapa en la investigacion acerca del papel

fisiologico central de las uniones estrechas en el SNC.
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Tabla 4. Principales Cx’s expresadas en el sistema nervioso central

Tipo celular Cx’s

Regiones

Neuronas Cx36

Cx45

Astrocitos Cx26, Cx30, Cx43

Oligodendrocitos Cx29, Cx32, Cx47

Microglia Cx36, Cx43

Médula espinal, complejo oliva inferior, tallo
cerebral, cerebelo, hipotalamo, nicleo reticular
talamico, ndcleo habenular, glandula pineal,
ganglio basal, septum, cerebro anterior basal,
amigdala, corteza cerebral, bulbo olfatorio,
locus coeruleus, tegmento peddnculo pontino,
hipocampo, retina

Hipocampo, corteza entorrinal, talamo,
cerebelo

Todo el cerebro

Todo el cerebro

Todo el cerebro

Tomada y modificada de Oyamada y cols, 2005

PAPEL DE LA CX36 Y CX43 EN EL SNC

Las oscilaciones ritmicas o los llamados ritmos cerebrales son una propiedad del

acoplamiento eléctrico entre varias poblaciones neuronales las cuales de acuerdo

a sus caracteristicas sinapticas tienen la capacidad de sincronizar sus patrones de

actividad en alguna frecuencia determinada. Es muy probable que las sinapsis

eléctricas sean un mecanismo comun para regular la sincronia dentro de redes

neuronales en el cerebro. La hipétesis acerca de la sefalizacion eléctrica a través

de las uniones estrechas como un mecanismo determinante en la sincronizacion

de la actividad neuronal es reciente y ultimamente ha sido objetivo de muchos

estudios. Aunque la transmision quimica excitatoria e inhibitoria podria ser
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suficiente para sincronizar la actividad oscilatoria, se ha establecido que dicha
actividad cambia su estructura en ausencia de uniones estrechas (Hormuzdi et al,
2004). Debido a que el tamafio de los poros formado por las Cx's en las uniones
estrechas es relativamente grande (16-20 A de diametro) estos pueden transmitir
corrientes ionicas y el paso de segundos mensajeros como inositol-1,4,5-trifosfato
y AMP ciclico. Asi, las sinapsis eléctricas al permitir el paso de corrientes idnicas
pueden provocar cambios en el potencial de membrana de las neuronas vecinas;
si la corriente transmitida es suficiente para despolarizar la membrana se activan
canales idnicos cerrados por voltaje lo que lleva a la generacién de potenciales de
accion. La transmision eléctrica por medio de las uniones estrechas puede ser
bidireccional porque el flujo iénico puede ocurrir libremente entre las dos células.
De esta forma, la velocidad y reciprocidad del estimulo a través de las sinapsis
eléctricas son ventajas que favorecen la sincronizacion neuronal y por lo tanto la
actividad oscilatoria (Hormuzdi et al, 2004).

La actividad oscilatoria ocurre a diferentes frecuencias y ha sido registrada en
varias regiones como el bulbo olfatorio, hipocampo, tdlamo, corteza y cerebelo.
Las oscilaciones reflejan la sincronizacion temporal de la actividad de poblaciones
neuronales y se ha sugerido que dicha coordinacion es un mecanismo involucrado
en varios aspectos del aprendizaje, memoria y conducta. Asimismo, la actividad
oscilatoria en algunas bandas de frecuencia especifica esta relacionada con
diferentes estados conductuales. Por ejemplo, se ha demostrado que en la
formacion hipocampal las oscilaciones theta (4-8 Hz) y gamma (20-100 Hz) se
presentan durante la vigilia activa principalmente en periodos de exploracion y

durante el SMOR, mientras que las oscilaciones ultrarrapidas (140-200 Hz) se
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observan en periodos de vigilia pasiva (Buzsaki et al, 2003; Steriade, 2003).
Algunos estudios han usado modelos de actividad theta inducida por carbacol
(agonista colinérgico) en rebanadas de hipocampo y han demostrado que dichas
oscilaciones se inhiben completamente con el uso de blogueadores de uniones
estrechas formadas especificamente por Cx36 (Konopacky et al, 2004). La
demostracion del bloqueo de la actividad theta por medio de bloqueadores de
uniones estrechas sugiere puntualmente que el acoplamiento eléctrico es un
mecanismo sincronizador necesario para la actividad theta inducida
colinérgicamente. Recientemente, otro estudio realizado con gatos en libre
movimiento demostr6 que tanto la administracion intraperitoneal como
intrahipocampal de quinina disminuye la amplitud y el espectro de potencia de la
actividad theta hipocampal (Golebiewski et al, 2006). Gracias al bloqueo de
canales formados por Cx36 por medio de quinina, se ha podido evidenciar la
contribucion de estas proteinas en el acoplamiento eléctrico y en la generacion del
ritmo theta hipocampal. Por otra parte, Traub et al (2000) utilizaron un modelo de
actividad gamma generada en la region CA3 del hipocampo y demostraron que
dicha actividad es bloqueada reversiblemente por octanol, otro bloqueador de
uniones estrechas. Esto confirm6é que las oscilaciones gamma son en parte
dependientes de la comunicacién por medio de sinapsis eléctricas. La reciente
generacion de ratones knockout de la principal Cx neuronal, la Cx36, ha permitido
un abordaje diferente para analizar la participacion de las uniones estrechas en los
patrones oscilatorios. Con esta herramienta se determind la ausencia de
acoplamiento eléctrico entre las interneuronas del CA3 y el giro dentado de

ratones knockout de Cx36. De igual forma, la deficiencia de Cx36 origind una

~ 36 ~



disminucién del espectro de potencia de la actividad gamma producida por kainato
y carbacol en la region CA3 del hipocampo (Figura 8) (Hormuzdi et al, 2001).
Estas observaciones en ratones manipulados genéticamente indican que la falta
de Cx36 se refleja en la carencia de acoplamiento eléctrico y por lo tanto en la
alteracién de las oscilaciones gamma. Por otro lado, el nucleo reticular talamico es
una delgada capa de neuronas inhibitorias que rodea al nucleo de relevo del
talamo dorsal. Las neuronas de este nucleo reciben sinapsis excitatorias de
colaterales talamocorticales y corticotalamicas y sus blancos primarios son las
neuronas talamicas de relevo. Toda esta interaccion excitatoria e inhibitoria le
permite influir en la actividad del sistema talamocortical completo (Ohara, 1988).
Los llamados husos de suefio aparecen en el EEG en forma de brotes y con una
duracion de 1-2 segundos, hace algunos afios se determind que el marcapasos de
esta actividad oscilatoria se sitia en el ndcleo reticular talamico. Incluso, se ha
demostrado que las neuronas talamicas tienen propiedades electrofisiol6gicas que
generan descargas de potenciales de accién con frecuencia delta (1-4 Hz) y que
pueden contribuir a generar el patron de ondas lentas del EEG (Steriade et al,
1991). Los mecanismos de generacion de oscilaciones y sincronizacién dentro del
nudcleo reticular talamico atn no estan completamente descritos; sin embargo, se
ha propuesto que este ndcleo puede sincronizar su actividad ritmica mediante
sinapsis gabaérgicas y acoplamiento eléctrico. La primera evidencia se describid
en un estudio in vitro en donde se mostré que la mayoria de las neuronas en este
nacleo estan eléctricamente acopladas. Mediante el uso de registros pareados, los
cuales son utiles para determinar si la actividad de una célula puede influir en el

patréon de disparo de otra, se determinG que no existe acoplamiento eléctrico entre
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neuronas del ndcleo reticular talamico de ratones knockout de la Cx36 (Landisman
et al, 2002). Estos resultados sugieren que el acoplamiento eléctrico entre
neuronas de este nucleo requiere de uniones estrechas formadas por Cx36. En
conclusioén, el cerebro se caracteriza por presentar actividad ritmica diversa la cual
esta relacionada con procesos de percepcidon, memoria y conciencia. Estos
procesos parecen ser el resultado de la sincronizacion de redes neuronales y
existe una gran cantidad de evidencia que apunta hacia las sinapsis eléctricas
formadas por Cx36 como un mecanismo regulador de la sincronizacion dentro de

redes neuronales en el cerebro.
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Figura 8. Efectos de la deficiencia de Cx36 en la actividad gamma inducida por carbacol en el
hipocampo. A) En los ratones silvestres (WT) el carbacol induce una oscilacién persistente en la
frecuencia gamma (20-100 Hz), B) el espectro de potencia de la actividad gamma se encuentra
disminuido en los ratones knockout para Cx36 (KO). C) Relacién entre la concentracion de
carbacol y el espectro de potencia de la actividad gamma en ratones WT y KO. Tomada y
modificada de Hormuzdi y cols, 2001.

~ 38 ~



Por otra parte, en el SNC el acoplamiento mediante uniones estrechas ocurre
entre neuronas, astrocitos, oligodendrocitos, microglia y células ependimales. Bajo
condiciones fisiolégicas las uniones estrechas funcionan en un estado abierto
permitiendo la comunicacion intercelular, pero si los conexones de una célula no
estan acoplados con los conexones de otra célula son denominados como
hemicanales los cuales regularmente se encuentran cerrados al paso de
sustancias. Como se mencion6 anteriormente existen varias Cx’s identificadas en
tipos celulares del SNC; de todas estas, la Cx43 se expresa de manera ubicua y
se localiza predominantemente en los astrocitos (Nagy y Rash, 2000). En
particular los astrocitos estan involucrados en el amortiguamiento espacial de los
iones de potasio extracelular, glutamato, moléculas de sefializacion y fuentes de
energia asi como en la mediacion de la sefalizacion de calcio intercelular (Wallraff
et al, 2006; Hansson et al, 2000; Deneil y Cruz, 2003). Gracias a todos estos
papeles, la red funcional formada por astrocitos comunicados intercelularmente
por medio de Cx43 ha sido implicada en el mantenimiento de la homeostasis del
medio extracelular de las neuronas. Se ha propuesto que la Cx43 puede ser un
mediador importante en el dafio al SNC; estudios in vitro han confirmado que las
uniones estrechas y hemicanales astrociticos formados por Cx43 pueden
permanecer funcionalmente abiertos después de algun dafio o lesién, asimismo in
vivo se han demostrado cambios espaciales y temporales significativos de la
expresion proteica de Cx43 en varios modelos de dafo al SNC (revisado en Chew
et al, 2010). Existe debate acerca de si la comunicacion por medio de uniones
estrechas y hemicanales formados por Cx43 son mediadores en la

neuroproteccion o neurodestruccion. Por una parte se ha propuesto que a través
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de este tipo de comunicacién se podria permitir el paso de factores nocivos, como
iones de calcio y glutamato, desde células dafiadas hacia células vecinas sanas y
de esta forma se favoreceria el amortiguamiento de metabolitos toxicos por las
células sanas y por lo tanto la neuroproteccioén (Farahani et al, 2005). El punto de
vista opuesto propone que mediante las uniones estrechas se permite la liberacion
de ATP y la propagacion de toxinas y sefiales de muerte desde células dafiadas
hasta otras células vecinas sanas y de esta forma se extiende la zona de dafio o
neurodestruccion (revisado en Chew et al, 2010). En general, los papeles que
juegan las uniones estrechas y por lo tanto las Cx’s en la sincronizacion neuronal
y en la homeostasis de los tejidos las proyecta como elementos esenciales para el

correcto funcionamiento del SNC.

SUENO, SINAPSIS ELECTRICAS Y CX'S

Desde hace mucho tiempo, uno de los principales temas a elucidar ha sido la
regulacion del suefio y especialmente el sMOR. Para resolver este problema
varios trabajos se han enfocado en el estudio de algunos neurotransmisores,
estructuras cerebrales y la interaccion reciproca entre varios grupos neuronales
activos durante la vigilia y durante el suefio. Los primeros modelos acerca de la
regulacion del sMOR enfatizaron las interacciones en el tallo cerebral entre
neuronas colinérgicas del campo tegmental gigantocelular pontino y neuronas
monoaminérgicas del locus coeruleus (LC) y del nacleo del rafé. De esta forma, en
1975 Hobson et al, propusieron un modelo de interaccidn reciproca basado en la
existencia de un circuito generador de sSMOR. Este modelo estaba basado en el

hecho que durante el SMOR las neuronas colinérgicas (REM-on) incrementan su
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tasa de disparo mientras que las neuronas monoaminérgicas (REM-off)
practicamente cesan su actividad. Asi, se propuso que cuando el sistema
monoaminérgico esta tbnicamente activo tiene la capacidad de inhibir la actividad
del sistema colinérgico y de esta forma impedir la aparicion de sMOR. Por el
contrario, cuando la actividad del nacleo del rafé y el LC disminuye, se activan los

nudcleos colinérgicos y se promueve la generacién de sSsMOR (Figura 9A).
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Figura 9. Modelos propuestos para la regulaciéon del sMOR. A) Primer modelo propuesto por
Hobson en 1975 en el cual la regulacion se basa en la interaccidon entre grupos neuronales
colinérgicos y monoaminérgicos. B) Modelo del interruptor “flip-flop” (Lu, 2006) en donde la region
REM-off es identificada por la convergencia de entradas desde las neuronas orexinérgicas y el
area preoptica ventrolateral (VLPO). Las neuronas REM-off de la parte ventrolateral de la sustancia
gris periacueductal (VIPAG) y del tegmento pontino lateral (LPT) tienen una interaccion inhibitoria
mutua con neuronas GABAérgicas REM-on del nudcleo sublaterodorsal (SLD) y la region
precoeruleus (PC). Neuronas colinérgicas del PPT y LTD son REM-on y pueden inhibir la actividad
del LPT, por el contrario neuronas serotoninérgicas del rafé dorsal (DRN) y noradrenérgicas del
locus coeruleus (LC) pueden activar el circuito REM-off. Tomada y modificada de Hobson et al,
1975; Lu et al, 2006.

En contraste a este primer modelo el cual enfatizaba principalmente interacciones
de neuronas monoaminérgicas Yy colinérgicas, Lu y colaboradores (2006)
propusieron un nuevo modelo en donde el principal mecanismo para la generacion

de sMOR afadia interacciones reciprocas entre poblaciones de neuronas
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GABAérgicas REM-on y REM off localizadas en el tegmento mesopontino. Gracias
al uso de trazadores anterogrados identificaron regiones REM-off localizadas en la
parte ventrolateral de la sustancia gris periacueductal y en el tegmento pontino
lateral, asi como regiones REM-on situadas en el nucleo sublaterodorsal y en la
regién precoeruleus (PC). Aunque en este modelo las neuronas colinérgicas del
tegmento pedudnculo pontino (PPT) y laterodorsal (LTD) y las monoaminergicas del
LC y el nucleo del rafé no son los elementos centrales, aun conservan un
importante papel modulador tanto de las neuronas REM-off como de las REM-on
(Figura 9B).

Recientemente se ha propuesto que existe la presencia de sinapsis eléctricas en
las neuronas del PPT y el PC. Registros electrofisiolégicos pareados de neuronas
del PPT y el PC han indicado que dichas neuronas estan eléctricamente
acopladas. Se ha demostrado que en presencia de tetrodotoxina, para bloquear la
transmision sindptica quimica, los pulsos hiperpolarizantes aplicados a una
neurona inducen una corriente en la otra y viceversa. Incluso, se ha mostrado que
el carbacol induce actividad ritmica en el PPT y el PC la cual puede ser eliminada
por la aplicacion de bloqueadores de uniones estrechas. Por otro lado, el analisis
por western blot ha revelado la expresiéon de Cx36 en el PPT y el PC la cual
disminuye durante el desarrollo postnatal temprano pero conservando niveles
considerables en el adulto, lo anterior ha llevado a sugerir que dicha proteina
puede participar en la regulacién postnatal del SMOR vy contribuir al control del
ciclo suefo-vigilia en el adulto (Garcia-Rill et al, 2007). Otros estudios han
evaluado la actividad ritmica en el LC el cual es un nucleo pontino relevante para

la regulacion de la vigilia y determinaron que existe acoplamiento eléctrico en
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neuronas y astrocitos (Alvarez-Maubecin et al, 2000), que la actividad sincrénica
de dicho nucleo es resistente a tetrodotoxina y antagonistas noradrenérgicos pero
gue puede ser inhibida por agentes bloqueadores de uniones estrechas (Ishimatsu
y Williams, 1996) y finalmente que existe la presencia abundante de Cx36 y Cx43
en neuronas y glia respectivamente (Van Bockstaele et al, 2004).

Por otra parte, se ha descrito que los astrocitos pueden ser activados por
neurotransmisores liberados de sinapsis adyacentes y que estos a su vez pueden
modular la actividad sinaptica neuronal liberando transmisores quimicos mediante
un proceso llamado gliotransmision (Pascual et al, 2005). Una de las sustancias
primarias liberadas por los astrocitos es el ATP que posteriormente puede ser
convertido a adenosina por accién de ectonucleotidasas en el espacio extracelular.
Se ha demostrado que la conversion de tan solo el 1% de ATP puede resultar en
un incremento significativo de la concentracion de adenosina extracelular
(revisado en Dunwiddie y Masino, 2001). De esta forma, la adenosina puede
actuar sobre los receptores Al y/o A2 neuronales para ténicamente inducir una
supresion de la transmisién sinaptica (Newman, 2003). Esta retroalimentacion
neurona-glia-neurona origina una atenuacion de la excitabilidad neuronal la cual
puede ser relevante para el suefio y su regulacion, ya que la adenosina es un
factor homeostatico endégeno que se acumula durante la privacion de suefio y
que probablemente promueve y regula el suefio que se presenta después de la
vigilia prolongada (Porkka-Heiskanen et al, 1997; Basheer et al, 2004). Evidencia
obtenida en los ultimos afos ha mostrado que los hemicanales formados por Cx’s
exhiben aperturas de corta duracion permitiendo una liberacion controlada de

moléculas citosoélicas. Un metabolito importante es el ATP, el cual esta presente
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en concentraciones milimolares en el citosol y es suficientemente pequefio para
permear a través de algunos hemicanales (Bennett et al, 2003).
Interesantemente, hace algunos afios se propuso que los hemicanales podian
estar regulando la liberacion de ATP, sin embargo hasta hace poco se observo in
vitro que el flujo de ATP coincide con las aperturas de hemicanales formados por
Cx43 y por el contrario que el flujo desaparece cuando dichos canales estan
cerrados. Asi, estos experimentos han sugerido que los hemicanales formados por
Cx43 son permeables a ATP (Kang et al, 2008) y de esta forma este proceso

parece relacionar a la Cx43 con la homeostasis del sueiio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque existen muy pocos estudios que abordan directamente el tema, se ha
propuesto que la presencia de sinapsis eléctricas en algunos nucleos cerebrales
relacionados hasta ahora con la modulacion del suefio y la vigilia, podria ser un
mecanismo de accion que permita a las neuronas sincronizar su actividad y de
esta forma facilitar su participacion en la regulacién del ciclo suefo-vigilia.
Asimismo, parece probable que los hemicanales formados por Cx43 en el cerebro
pueden ser determinantes en la liberacion de ATP y la consiguiente acumulacion
de adenosina necesaria para la regulacion homeostatica del suefio. Bajo estos
argumentos se decidi6 establecer una estrategia metodolégica que nos permitiera,
en la medida de nuestras posibilidades, acercarnos a responder dos preguntas:

a) El bloqueo de las sinapsis eléctricas altera la arquitectura del suefio de la rata?
b) La privacion total de suefio y/o el consiguiente rebote de suefio cambian la

expresion de las principales Cx’s en el cerebro?
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HIPOTESIS

La administracién intracerebroventricular (ICV) de quinina bloqueara de manera
reversible las sinapsis eléctricas formadas por Cx36 en el SNC y este efecto

farmacolégico se manifestara con cambios en la arquitectura del suefio de la rata.

La privacion total de suefio modificaré el patron de expresion proteica de la Cx36 y

Cx43 lo cual probablemente esta relacionado con algunos efectos previamente

descritos de la privacion de suefio como la acumulacién extracelular de adenosina.

OBJETIVOS

1) Analizar los efectos del bloqueo de las sinapsis eléctricas sobre el ciclo suefio-

vigilia de la rata.
2) Realizar una curva dosis respuesta utilizando quinina como bloqueador de
sinapsis eléctricas para determinar la dosis con mejor efecto sobre los parametros

de suefio de la rata.

3) Analizar la expresion proteica de Cx36 y Cx43 en varias regiones del cerebro

después de la privacion total de suefio y durante la recuperacion.
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METODOS

a. Animales

Para este estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso
aproximado de 280-320 gramos. Los animales fueron mantenidos en cajas
individuales bajo condiciones controladas de 12 hr luz-12 hr oscuridad (8:00 am-
8:00 pm) y todo el tiempo con libre acceso a comida y agua. Todos los animales
fueron tratados con las medidas adecuadas para minimizar el dolor de acuerdo a
las normativas especificadas por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

b. Implantacion de electrodos y canulas

Los animales fueron anestesiados con ketamina (Laboratorios Pisa) con una dosis
de 100 mg/kg de peso por via intraperitoneal, inmediatamente después fueron
implantados con electrodos bipolares en la corteza frontal para los registros del
electroencefalograma (EEG), en los musculos de la nuca para registrar el
electromiograma (EMG) y un electrodo fijado con un tornillo (Small Parts Inc) en el
crédneo fue utilizado como referencia. Los electrodos fueron hechos de alambre de
acero inoxidable cubiertos de teflon (A-M Systems Inc) y con un didmetro de 0.005
pulgadas. Durante este procedimiento y para la administracién de los farmacos se
implanté estereotaxicamente una canula guia (23 G) de acero inoxidable
posicionada 1mm por encima del ventriculo lateral derecho (0.8 mm posterior a
Bregma, 1.4 mm lateral a la linea media y 3.6 mm por debajo de la superficie del
craneo) (Paxinos y Watson, 1998). Posteriormente, los electrodos y la canula guia

fueron fijados al craneo con acrilico dental y finalmente la incision fue suturada y

~ 47 ~



se aplico gentamicina (40 mg/kg de peso) por via intramuscular para prevenir

posteriores infecciones.

c. Grupos

Las ratas implantadas con electrodos y canulas guia fueron divididas al azar en los
siguientes grupos: control (n=8) el cual fue administrado con vehiculo
(dimetilsulfoxido al 5% v/v), quinina 0.5 puM (n=6), quinina 1.0 uM (n=6) y quinina
2.0 uM (n=6). Cada uno de los grupos experimentales representaba una dosis
diferente de quinina disuelta en dimetilsulfoxido al 5%. Después de un periodo de
recuperacion de 7 dias, las ratas fueron conectadas a un amplificador (Bioscience
Vector PSG32) por medio de cables flexibles de tal manera que tuvieran libre
movimiento dentro de las cajas de registro. Las cajas de registro fueron equipadas
con libre acceso a comida y agua y bajo condiciones controladas de luz-oscuridad
(8:00-20:00 h luz, 20:00-8:00 h oscuridad). Las ratas fueron habituadas durante 48
horas previas al inicio de los registros de suefio. Para la administracion ICV del
farmaco, la quinina fue disuelta en vehiculo (dimetilsulfoxido al 5%) y un volumen
total de 5 L fue inyectado a través de una cénula de inyeccién (Sofic) la cual era
1 mm més larga que la canula guia con el objetivo de alcanzar correctamente el
ventriculo lateral. Los animales fueron sujetados suavemente y la infusion de
quinina fue realizada mediante una canula de inyeccion conectada por tubo de
polietileno a una jeringa Hamilton de 25 L, la tasa de infusion fue de 1 pL/min

durante 5 minutos.
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d. Registros de suefio

Los registros de suefio y la observacion conductual comenzé inmediatamente
después de la microinyeccion de quinina (8:00 hr aproximadamente) y se prolongé
durante 24 horas. Los registros de suefio fueron observados en un monitor y
almacenados en un disco duro de una computadora provista con el software
Harmonie desarrollado por Stellate System para el subsecuente andlisis de las
etapas del ciclo suefo-vigilia. Las camaras de registro estaban equipadas con una
camara de video para la observacién continua de la conducta de las ratas. El
archivo de video fue también almacenado en la computadora para ayudar en la
posterior determinacién de la vigilia y los estados de suefio. Asi, los diferentes
estados del ciclo suefo-vigilia fueron ciegamente analizados por el
experimentador quien desconocia el tratamiento administrado a la rata
correspondiente. Los criterios usados para la determinacién de los estados del
ciclo suefio-vigilia fueron: vigilia, caracterizada por ondas rapidas y de bajo voltaje
en el EEG (35-50 Hz y 40-60 pV) y acentuada actividad del EMG; SOL,
caracterizada por ondas lentas de alto voltaje (0.1-10 Hz y 200-400 pV) y
disminucion de actividad en el EMG; sMOR, identificado por desincronizacion en el
EEG (20-40 Hz y 50-80 uV), presencia de movimientos de extremidades y vibrisas
ademas de pérdida de tono muscular. Después del analisis del registro de suefio
las variables analizadas fueron el tiempo total de vigilia, SOL y sSMOR las cuales
fueron evaluadas cada hora, asimismo se analizaron algunos parametros del
SMOR como el numero total y la duracion media de los episodios y finalmente la

latencia de inicio (intervalo de tiempo entre la infusion de vehiculo o quinina y la
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aparicion del primer episodio de sSMOR). Estas variables fueron analizadas tanto
en el control como en los grupos experimentales.

Al final de los registros de suefio los animales fueron sometidos a una
microinyeccion ICV de azul de metileno con el objetivo de verificar la correcta
implantacion de la canula guia en el ventriculo lateral derecho. Inmediatamente
después fueron sacrificados mediante una sobredosis intraperitoneal de
pentobarbital sédico y se les extrajo el cerebro para observar la tincion del sistema
ventricular cerebral. Las ratas que no presentaron una correcta implantacién en el

ventriculo lateral fueron desechadas del estudio.

e. Privacion de suefio

Otro lote de ratas fue sometido a privacion total de suefio mediante un
procedimiento previamente usado (Franken et al, 1991; Martinez-Vargas et al,
2003) denominado manipulacién gentil. Este procedimiento consisti6 en exponer
constantemente a las ratas a nuevos objetos, cambiarlas a nuevas cajas y
manipularlas suavemente para evitar que presentaran alguna etapa del suefio
durante 24 horas. Las ratas asignadas al grupo control permanecieron sin
manipulaciones y sin cambios en sus condiciones de alojamiento. El grupo privado
de suefio estuvo bajo manipulacién durante 24 horas, el periodo comenzd cuando
las luces se apagaron (20:00 hr) y las ratas fueron privadas durante un periodo de
oscuridad (20:00-08:00 hr) y un periodo de luz (08:00-20:00 hr). Durante el periodo
de oscuridad las ratas fueron observadas con ayuda de una camara de vision
nocturna. El dltimo grupo de ratas también fue privado de suefio bajo el mismo

esquema durante 24 horas pero se recuperé de la privacion al permitirles dormir

~ 50 ~



sin perturbacion durante 4 horas inmediatamente después del término de la
privacion total de suefio (Cuadro 1). Este método de privacion de suefio se utilizo
porque se ha demostrado que es un procedimiento que resulta ser menos
estresante para los animales, ya que se ha demostrado que la manipulacién gentil
no incrementa significativamente los niveles de moléculas que regulan la
respuesta al estrés como la corticosterona (Palchykova et al, 2006; Fenzl et al,

2007).

Cuadro 1. Esquema de los grupos para el anélisis de Cx36 y Cx43 por Western blot

Grupo Control Privacién Recuperacion

N 6 6 6

L Privacion total de suefio
Privacion total de i
durante 24 horas mas

Tratamiento Sin manipulacion suefio durante 24 » .

recuperacion de suefio
horas
durante 4 horas
) 20:00-20:00 hr privacion

Tiempos 20:00-20:00 hr .
20:00-24:00 hr recuperacion

Hora sacrificio 20:00 hr 20:00 hr 24:00 hr

f. Diseccion de las regiones cerebrales

Inmediatamente después de la decapitacion, los cerebros fueron extraidos y
colocados en solucion salina a 4°C para retirar todos los residuos de sangre. La
manipulacion del cerebro se realiz6 en frio y las estructuras que se extrajeron
fueron el puente, hipotalamo anterior y posterior y corteza frontal. La obtencion
del puente se realiz6 basado en una descripcion previa (Montes-Rodriguez et al,
2009) la cual especifica que una vez retirado el cerebelo se puede obtener el

puente mediante dos cortes coronales localizados en el plano antero-posterior,
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uno en la unién del mesencéfalo y el puente y el segundo a nivel de la unidn
pontomedular. Para disecar la corteza frontal retiramos el bulbo olfatorio,
realizamos un corte coronal aproximadamente en la coordenada 1.5 (Bregma) del
plano antero-posterior y un corte horizontal aproximadamente en 5.0 del plano
dorso-ventral para finalmente retirar todas las estructuras subcorticales y obtener
Unicamente la corteza frontal de ambos hemisferios. La obtencion del hipotalamo
se llevo a cabo tomando como referencia antero-posterior al quiasma Optico y al
mesencéfalo, con estos limites se extrajo una muestra de tejido la cual se dividio
para obtener dos bloques correspondientes a la porcién anterior y posterior del
hipotadlamo. En la Figura 10 se pueden observar las regiones disecadas en cada

una de las ratas sacrificadas.
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Figura 10. Diagrama sagital del cerebro de rata en donde se sefialan las estructuras que se
extrajeron para la realizacion del andlisis de Cx36 y Cx43 mediante Western blot. Tomada y
modificada de Paxinos y Watson, 1998. CxF: corteza frontal, HA: hipotdlamo anterior, HP:
hipotalamo posterior, PT: puente.
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g. Western blot

Todas las muestras de cerebro se mantuvieron en congelacién a -70°C hasta el
momento de su procesamiento. Posteriormente las muestras se descongelaron, se
les adiciond buffer de extraccion (buffer de lisis e inhibidores de proteasas) y se
maceraron con un polytron durante 30 segundos. El tejido se incubd en hielo
durante 30 minutos y durante ese tiempo se sometieron a vortex 30 segundos
cada 5 minutos. Todos los tubos se centrifugaron a 13000 rpm por 15 minutos y a
4°C, el sobrenadante se recolectdé en tubos nuevos y se utilizé el kit 2-D Quant
(Amersham Biosciences), el cual esta disefiado para la determinacién precisa de
la concentracién de proteina en muestras destinadas a técnicas de electroforesis.
Para verificar la integridad de las proteinas se hicieron geles SDS-PAGE al 10% y
se tifieron con azul de coomassie (Figura R-1). Para determinar cual era la
cantidad de proteina ideal para cargar en los geles de electroforesis tanto para la
Cx36 como para la Cx43, se realizé una cinética de concentracion con células
Jurkat como control positivo y de esta forma se cargaron diferentes cantidades de
proteina (2.5, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 pg) (Figura R-2). Las membranas se
incubaron con anticuerpo primario para Cx36 (1:300, Abcam, Cambridge MA,
USA. Catalogo AB86408) y otras con el anticuerpo primario para Cx43 (1:500,
Abcam, Cambridge MA, USA. Catalogo AB11370), el anticuerpo secundario
utilizado fue el Anti-rabbit IgG HRP (1:4000, Cell Signaling, Danvers MA, USA.
Catalogo 7074S).

Posteriormente se realizaron geles de poliacrilamida al 15% los cuales se
cargaron con 70 ug de proteina para el analisis de la Cx36 y con 30 ug para

determinar la Cx43. Las proteinas fueron transferidas en camara semi-seca a
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membranas PVDF (Amersham Biosciences) durante 30 minutos a 25 V. Las
membranas fueron bloqueadas con leche al 5% diluida en buffer TBST (TBST: 10
mM Tris—HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, and 0.05% Tween 20) durante 1 hora en
agitacion y a temperatura ambiente, después se lavaron 4 veces con TBST
durante 10 minutos por cada lavado. Las membranas fueron incubadas durante
toda la noche con el anticuerpo primario para Cx36 (1:300, Abcam, Cambridge
MA, USA. Catalogo AB86408) y otras con el anticuerpo primario para Cx43 (1:500,
Abcam, Cambridge MA, USA. Catalogo AB11370) ambos diluidos en una solucion
de TBST con BSA al 5% a 4°C con agitacion. ElI anticuerpo unido
inespecificamente se elimind mediante 4 lavados de 5 minutos cada uno con
TBST. A continuacion las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario
Anti-rabbit IgG HRP (1:4000, Cell Signaling, Danvers MA, USA. Catalogo 7074S)
diluido en TBST y después de 40 minutos se lavaron 2 veces con TBST y 2 veces
con PBS durante 10 minutos por cada lavado y en agitacion constante. La
visualizacion de las bandas de proteina se realizO6 mediante deteccion
quimioluminiscente en placas de rayos x empleando Luminata Forte Western HRP
substrate (Millipore Corporation, Billerica MA, USA). Las bandas obtenidas fueron
analizadas utilizando el software ImageJ 1.44 (National Institutes of Health). El
andlisis estadistico de los datos obtenidos se realiz6 utilizando una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y seguido por una prueba post hoc de Student-

Newman-Keuls o Dunnett.
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RESULTADOS

Los primeros resultados de este trabajo de Tesis se presentan a continuacion
como articulo original ya que se publicaron en la revista Pharmacology
Biochemistry and Behavior, 2009; 94: 250-254. Este articulo aborda la primera
pregunta de esta tesis:

EL BLOQUEO DE LAS SINAPSIS ELECTRICAS ALTERA LA ARQUITECTURA

DEL SUENO DE LA RATA?
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Electrical synapses are formed by gap junctions that allow the direct communication between neurons, the
intercellular transference of ions and small molecules as well as the electrical coupling of the cells. Electrical
coupling in newrons is mediated by the gap junction protein connexin36. There are reports about the
presence of electrical coupling in the sublaterodorsal nucleus and pedunculopontine nucleus, which have
been implicated in the modulation of the rapid eye movement sleep. In the present study, rats were used to
examine the possible changes on the sleep-wake states after intracerebroventricular administration of

E:T:,::dj several doses of quinine, a selective blocker of gap junctions formed by connexin36. The results showed that
Gap junctions qguinine significandy increased the time spent in wakefulness and decreased the time spent in slow wave
Connexins sleep along the 24 h of polygraphic recording. The three doses used of quinine caused a significant decrease
REM sleep of rapid eye movement sleep along the light phase; however, only one dose extended such effect until the

Slow wave sleep
Wakefulness

darkness phase. The changes on sleep-wake states of the rat after the blockage of gap junctions formed by
connexin36 suggest that electrical synapses could contribute to the regulation of sleep-wake states in
concert with the well-known chemical neurotransmission.

@ 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Electrical synapses are characterized by aclose approximation area
(2-4 nm) between the membranes of two neurons. In this approx-
imation area, the cells communicate through gap junctions, which
constitute transmembranal channels formed by proteins called
connexins (Connors and Long, 2004). These channels provide path-
ways of intercellular communication through which ions and small
molecules pass (Giaume and Venance, 1998; Goldberg et al, 1999;
MNiessen et al., 2000). Based on some studies, it has been assumed that
zap junctions formed by connexin3G (Cx36) mediate the electrical
coupling between neurons (Hormuzdi et al, 2001; Chnstie et al,
2005). Therefore, due to recprocity, speed and simplicity, gap
Junction channels can contribute to sharpen neuronal activity by
synchronizing large neuronal populations (for references see Hor-
muzdi et al., 2004; Bennett and Zukin, 2004). The blockade of gap
junction communication can be carried out by a number of factors,
which include intracellular alkalinization, transjunctional voltage and
some compounds like long-chain alcohols, halothane, glycyrrhetinic
acid derivates and oleamide and derivates (Gonzalez-Nieto et al.,
2008; Johnston et al., 1980; Davidson et al., 1986; Boger et al., 1998).
However, it has been demonstrated that quinine, an antimalarial drug,
is capable to block specifically Cx36 gap junctions in a reversible and
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concentration-dependent manner, but it does not affect other gap
junction types (Srinivas et al., 2001).

The normal patterns of sleep depend on the complex interaction of
several neurotransmission systems located throughout the brain
Between the multiple neuronal populations related with sleep-wake
states, the pedunculopontine nucleus (PPN) and sublaterodorsal
nucleus (SLD), also called subcoeruleus area, have been implicated
in the control of rapid eye movement sleep (REMs) (Lu et al., 2006).
Recent evidence suggests the presence of electrical synapses in PPN
and SLD. Electrophysiological recordings of PPN and SLD neurons
revealed that some of these are electrically coupled and the molecular
analysis showed gene expression and protein levels of Cx36 in the
mesopontine tegmentum, specifically in the PPN and SLD (Garcia-Rill
et al., 2007; Heister et al.,, 2007).

It has been proposed that the presence of electrical coupling in
both SLD and PPN could be a novel mechanism of action for the
regulation of the sleep-wake states. However, there are no studies
that describe the effects of the blockage in vivo of electrical synapses
on the sleep parameters of the rat. Therefore, the aimof this study was
to determine the changes on the sleep-wake states of the rat after
intracerebroventricular (icv) administration of quinine, a selective
blocker of Cx36 gap junctions.

2. Materials and methods

Male Wistar rats (280-320 g) were used for this study. Animals were
maintained under controlled conditions {12-h light: 12-h darkness)
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and had free access to food and water. All animals were treated
with suitable measures to minimize pain or discomfort according
to regulations specified by the Animal Care and Use Committee of
the National Institute of Neurology and Meurosurgery M.V.S., and
according to the standards of the Mational Institutes of Health of
Mexico.

Quinine hydrochloride was obtained from Sigma. Quinine was
dissolved in 5% {v/v) dimethylsulfoxide purchased from Sigma.

Animals were anesthetized with ketamine (Laboratorios Pisa)
{100 mg/ke, intraperitoneal); afterwards, bipolar electrodes were
implanted in the left sensorimotor cortex for the electroencephalo-
araphic recordings (EEG), in the neck musculature to record the
electromyogram ( EMG) and in the external edge of the frontal bone to
record eye movements (EDG ). The bipolar electrodes were made of
stainless-steel Teflon-coated wires (A-M Systems Inc) (0.005in.
diameter) with uncoated tips. An electrode implanted with a screw
(Small Parts Inc) in the skull was used as an indifferent source of
reference. A stainless-steel guide cannula (Becton Dickinson) was
stereotaxically positioned 1 mm above the right lateral ventricle
(0.8 mm posterior to Bregma, 1.4 mm lateral to midline, 3.6 mm
below the surface of the skull) (Paxinos and Watson, 1998) for drug
administration. Next, electrodes and suide cannula were fixed to a
rectangular plug which was secured to skull with dental acrylic
{Arias). Skin cuts were sutured and gentamicin (Laboratorios Pisa)
was applied in a single intramuscular injection (40 mg/kg) to prevent
posterior infection.

Ratsimplanted with electrodes and guide cannulas were randomly
divided in the following groups: control (n=8) administered with
vehicle (dimethylsulfoxide, 5%), quinine 0.5pM (n=6), quinine
1.0puM (n=0G) and quinine 2.0 pM (n=G6). After a 7 day period of
recovery, rats were connected to an amplifier (BioScience Vector
PSG32) by means of flexible cables so that they could move freelyina
soundproof recording cage (12in.x9in.x9in.). The cages were
equipped with free access to food and water and under controlled
light-dark conditions (8:00-20:00 h light, 20:00-8:00 h dark). Rats
were habituated 48 h to become familiar with these laboratory
conditions. For the icv administration, quinine was dissolved in
vehicle (dimethylsulfoxide, 5%) and a total volume of 5pL was
injected through an injection cannula (Sofic) 1 mm longer than the
guide cannula. Animals were gently hand-restrained and quinine
infusions were made using an injection cannula connected by
polyethylene tube to a 25 pL Hamilton syringe, the infusion rate was
1 pL/min.

Polygraphic recordings and behavioral observation began immedi-
ately after the infusion of ve hicle or quinine { 8:00 h approximately) and
continued during 24 h. The polygraphic recordings were observed on a
computer monitor and stored in the hard drive of a computer provided
with Harmonie software developed by Stellate System for subsequent
analysis of the sleep-wake states. The recording cages contained a video
camera for continuous observation of the rats’ behavior. The video file
was also saved in the computer to help in the posterior determination of
the sleep-wake states. The different states of the slee p-wake cycle were
blindly analyzed by two experimenters who did not know about the
drug treatment. The used criteria were those described previously
{Franco-Pérez et al., 2006). Briefly: wakefulness (W), characterized by
EEG desynchronization and presence of accentuated EMG activity; slow
wave sleep (SWS), characterized by slow waves with high voltage and
decreased EMG activity and rapid eye movement sleep (REMs)
characterized by EEG desynchronization with the presence of rapid
eye movements in the EOG and loss of muscle tone. The variables
analyzed after the determination of sleep-wake states were the
following: total time spent in W, SWS and REMSs, as well as REMs
parameters like number and mean duration of REMs episodes and
latency of REMs onset (time interval between infusion of quinine and
appearance of first REMs episode). These variables were analyzed for
both control and quinine groups.
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For time course of the effects of quinine on W, SWS and REMs we
used a two-way ANOVA followed by a Tukey's post hoc test with both
aroups and time points as factors between subjects. REMs parameters
were compared with one-way ANOVA followed by a Tukey's post hoc
test.

3. Results

The effects of icv administration of three different doses of quinine
(0.5, 1 and 2 pM) on sleep-wake states were evaluated. There are
controversial reports about the availability of quinine in the brain
after systemic administrations. Quinine does not seem to cross the
blood-brain barrier in humans (Silamut et al., 1985). However, it has
been reported that quinine is able to cross the brain barrier with the
help of a blood-brain barrier permeator (Mikov et al., 2004). For this
reason, we attempted to eliminate the possibility that quinine could
be acting on peripheral systems and avoid in this way nonspecific
effects through icv administration of low concentrations. Quinine was
infused in rats at the beginning of light period (infusion time 8:00 h)
and polygraphic recordings were done during 24 h to determine the
effects of quinine across sleep-wake cycle.

In order to determine the time course of the effects of quinine, the
duration of W, SWSand REMs in1 h blocks along 24 h was analyzed. It
was observed that quinine (1 pM ) increased the duration of W mainly
in the first 6 h of light phase; however, the same effect appeared in
some points of dark phase, F (3, 22) =41.25, p=<0.001 (Fig. 1). SWS
was only altered by 1 uM of quinine, the time course analysis showed
a significant decrease at the beginning of light phase and until the
sixth hour of recording: a decrease of SWS at the end of dark phase
was even observed, F (3, 22)=31.20, p<0.001 (Fig. 2). The
experimental groups administered with quinine 0.5 and 2 pM only
showed a slight change in both W and SWS during 2 h after injection
of quinine. The most prominent effect caused by quinine was
observed on REMs because all evaluated doses caused a significant
reduction of this sleep state. Namely, administration of quinine 0.5 pM
reduced REMs during the first 7 h of polygraphic recording. Again, the
major effect was observed after quinine 1pM, which dramatically
reduced the time spent in REMs mainly during the 12 h of the light
phase. On the other hand, quinine 2 uM slightly decreased the time
spent in REMs at the beginning of the light phase, F (3, 22) =41.01,
p<0.001 (Fig. 3).

Some REMs parameters like latency, number and mean duration
of REMs episodes were also analyzed. All doses of quinine
significantly increased the latency of REMs onset, F (3, 22) = 62.56,
p=0.001, and reduced the number of REMs episodes observed
along 24 h, F (3,22) =20.05, p<0.001. The mean duration of REMs
episodes only decreased by the administration of 1 uM of quinine, F
(3,22)=10.93, p=<0.001 (Fig. 4).

4. Discussion

It has been described that quinine has pharmacological properties
capable t affect neurological functions (Juszczak and Swiergiel,
2009). Recently, it was demonstrated that quinine possesses
anticonvulsant effects because intraperitoneal doses between 40
and G0 mg/kg decreased the duration of seizures induced by
pentylenetetrazole (Massiri-Asl et al., 2009). Bostanci and Bagirici
(2007) established that quinine 1pM applied to brain ventricle,
significantly decreased epileptic discharges induced by penicillin.
Importantly, quinine can potentiate the anesthetic effects produced
by sodium pentobarbital {Nassiri-Asl et al., 2009). A previous study
showed that quinine can cause changes in amplitude and power
spectra of hippocampal theta rhythm of the cat (Golebiewski et al.,
2006G). Theta rhythm can be observed specially on W and REMs;
however, there are no studies which describe properly the effects of
quinine on sleep-wake pattern of the rat.
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Fig. 1. Effects of icv administration of quinine on W in rats. The duration of W owas
evaluated hourly throughout one 12 h light: 12 h darkness oycle. The resulis were
compared statistically using a two-veay ANOVA followed by a Tukey's test; *p <0001,
The horizontal black bars on the X-axis represent the dark phase of the opde.

Some data suggest that quinine has indirect effects which could
affect the sleep-wake pattern. It is known that intravenous quinine
administration decreases the plasmatic glucose concentration and
increases plasma insulin levels (Davis et al, 1993). It has been
demonstrated that intraperitoneal ad ministration of insulin is capable
ofdecreasing the total time spent in REMs, probably due to changes in
monoamine concentrations implicated in REMs regulation (Sangiah et
al,, 1982). Onthe other hand, it hasbeen observed thatquinine has the
ability to block different types of potassium currents (Imai et al,
1999). Compounds which block potassium channels prolong depo-
larization and cause an increase on the release of neurotransmitter.
Consequently, quinine is capable to increase the spontaneous release
of glutamate from rat cerebellar slices (Barnes et al,, 1989). Recently,
it was described that bilateral microinjections of glutamate in the rat
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brain significantly increase the time spent in waking and concomi-
tantly decrease the time spent in SWS and REMs {Alam and Mallick,
2008). Thus, although it is possible that quinine exerts its effects by
preventing gap junction-mediated communication between neurons
involved in REMs regulation; it is also possible that quinine causes
changes on sleep-wake states by another indirect mechanism.
Quinine, a drug used for the treatment of malaria and benign
nocturnal leg clamps, closes gap junction channels in a reversible,
concentration-dependent and connexin-specific manner. It has been
demonstrated that in vitro quinine selectively blocked Cx36 gap
junctions and did not have an effect on gap junctions formed by other
connexins (Srnivas et al., 2001). Further evidence of the possible
involvement of gap junctions on the sleep-wake cycle is described in
some reports which indicate that oleamide and anandamide have
sleep-inducing properties because icv injection increases SWS and
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REMs at the expense of W (Cravatt et al., 1995; Murillo-Rodriguez
etal, 1998). Communication between glial cells is mediated by Cx43
gap junctions and can be blocked by oleamide, an endogenous fatty
acid primary amide (Guan et al, 1997) and anandamide, an
endogenous arachidonic acid derivative (Venance et al., 1995). So
far, participation of gap junctions on sleep-wake states has not yet
received enough attention since the research has been focused on
chemical neurotransmission and sleep-inducing molecules.

Many neurons in the mammalian central nervous system
communicate through electrical synapses which are constituted by
membrane-to-membrane appositions called gap junctions (Connors
and Long, 2004, Based on some studies, it has been assumed that
Cx36 gap junctions mediate the electrical coupling between neurons

~ 59 ~

REMs Episodes

control guining 0.5 uM  guinine 1.0 pM  guinine 2.0 pM

REMs Mean duration

1.4
1.2

08 -
06 4
0.4 A
02

Minutes

control guinine 0.5 gM  quining 1.0 uM  quining 2.0 uM

REMs Latency
600 7 *

contral

quinine 0.5 pM  quinine 1.0 pM  quinine 2.0 uM

Fig. 4. REMs parameters after v administration of quinine. Results are expressed as
mean 4+ SEM of 6-8 animals per group. Statistical analysis was carried out by one-way
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(Hormuzdi et al., 2001; Christie et al, 2005). Recent data suggest that
a significant proportion of SLD and PPN neurons are electrically
coupled. Such assertion has been confirmed by electrophysiological
recordings of neighboring PPN neurons suspended in a tetrodotoxin
medium, in which hyperpolarizing pulses delivered to one cell
induced a current in the other cell and vice versa; thus indicating
that such neurons were electrically coupled (Garcia-Rill et al., 2007 ).
We used guinine to block gap junction channels and thus lead a
dysregulation of electrical coupling in brain regions containing Cx36
gap junctions, principally in neurons of the PPN, Our findings indicate
that administration of quinine modifies the architecture of sleep
mainly by altering the duration of REMs. Therefore, we can
hypothesize that a dysregulation of electrical coupling could originate
changes on the sleep-wake states in the rat. Molecular evidence
indicates the presence of both Cx36 gene expression and protein in
SLD nucleus, which were reduced during the developmental decrease
of REMs (Heister et al, 2007). Among the multiple neuronal
populations related with sleep-wake states, the PPN and SLD have
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been implicated in the control of REMs (Lu et al., 2006). This
hypothesis has been supported with reports which indicate that some
PPN neurons show increased rates of firing during W and REMs, but
such firing rate decreases during SWS (Steriade et al., 1990; Datta and
Sywelk, 2002). On the other hand, high levels of c-Fos expression in
SLD after REMs enhancement have been demonstrated (Lu et al.,
2006) and a previous study reported that disinhibition of SLD by
bicuculline induced a REMs-like state (Boissard et al, 2002). Thus, it
has been proposed that the presence of electrical coupling, mediated
by Cx36 gap junctions, in both SLD and PPN could be a novel
mechanism of action for the regulation of the sleep-wake states. In
the present study, Cx36 gap junctions were specifically blocked by
means of icv administration of quinine. According to our findings,
quinine significantly decreased total ime spent in REMs, which was
mainly due to a reduction of REMs episodes. Therefore, results
obtained in this study strongly suggest that modification in the
activity of gap junctions, caused by the effect of quinine, could be
involved in the reduction of the expression of REM sleep.

Modafinil is used for the treatment of narcolepsy, shift work sleep
disorder and excessive daytime sleepiness associated with obstructive
sleep apnea, because it has the capability to promote W in patients
(Kumar, 2008). It has been described that modafinil modifies
electrical coupling between neurons of some brain areas (Urbano
et al, 2007; Garcia-Rill et al, 2007; Beck et al., 2008). Therefore, this
suggests that modifications of electrical coupling in the regions
related to modulation of sleep-wake states and enriched with Cx36
gap junctions, can promote changes on sleep-wake states. Neverthe-
less, mechanisms by which electrical coupling disruption can alter
sleep-wake cycle are still not clear. The results shown in this paper
provide additional information indicating that selective blockade of
Cx36 gap junctions by quinine can modify the normal sleep pattern of
the rat. Indeed, these findings support both the participation of Cx36
gap junctions in structures related to sleep regulation and the
hypothesis that electrical coupling plays an important role in the
modulation of sleep-walke states.

Finally, we can confirm that changes of slee p-wake statesof the rat
observed after icv administration of quinine are not due to vehicle
used (dimethylsulfoxide), because it has been reported that 5%
dimethylsulfoxide treatment did not have significant effects on sleep
pattern of the rat (Cavas et al., 2005). In conclusion, the results of this
study demonstrate that blockage of Cx36 gap junctions produces
changes on the sleep-wake states in rats.
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LA PRIVACION TOTAL DE SUENO Y/O EL CONSIGUIENTE REBOTE DE

SUENO CAMBIAN LA EXPRESION DE LA CX36 Y CX43 EN EL CEREBRO?

a) Estandarizacion del método de Western blot

El primer paso realizado en esta etapa del proyecto fue monitorear la integridad de

las proteinas por medio de la tincion de los geles SDS-PAGE con azul de

coomassie. En estos geles se observo ausencia de degradacion ademas de una

muy buena nitidez y resolucion en las bandas; asimismo, con estos geles se

verific6 que cantidades equivalentes de proteina habian sido cargadas en cada

uno de los pozos y asi pudieron tomarse en cuenta como control de carga (Figura

R-1).
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Figura R-1. Geles SDS-PAGE cargados con muestras de diferentes regiones del cerebro y tefiidos
con azul de coomassie. Se observa la integridad de las proteinas gracias a la nitidez y resolucion

de las bandas.
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Después de varios ensayos fallidos en la deteccién de la Cx36 y Cx43 se procedio
a realizar una curva de concentracion proteica con un control positivo para Cx’s.
Es decir, se utilizaron células Jurkat para encontrar la cantidad de proteina
necesaria que pudiera ser revelada por los anticuerpos. Se utilizaron 9 cantidades
diferentes de proteina y para la Cx36 se observd que solo podia ser detectada a
grandes concentraciones es decir solo con 50, 60 y 70 ug de proteina. Caso
contrario sucedio con la Cx43, ya que esta isoforma se detecté ligeramente desde
concentraciones tan bajas como 10 pg y la intensidad de la deteccion
quimioluminiscente fue aumentando conforme se increment6 la cantidad de
proteina cargada en cada carril (Figura R-2). Gracias a este ensayo se pudo
establecer que las concentraciones proteicas ideales para evaluar los grupos

experimentales serian 70 y 30 ug para la Cx36 y Cx43 respectivamente.

CXx36 = - —

2.5ug
5.0 ug
10ug
20 ug
30ug
40 pg

50 ug
60 pg
70ug

1 2 3 45 67 89

©CINOOTRAWNRE

I
Cx43 = e ———

Figura R-2. Curva de concentracion proteica en células Jurkat. La membrana superior representa a
la Cx36 y la inferior a la Cx43. A la derecha se muestra el nimero de carril y la cantidad de
proteina utilizada en cada caso.Cx36 (1:300, Abcam), Cx43 (1:300, Abcam), anticuerpo secundario
Anti-rabbit IgG HRP (1:4000, Cell Signaling).
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b) Niveles basales de Cx36 y Cx43 en diferentes regiones del cerebro

Los niveles proteicos de Cx36 mostraron claras variaciones dependiendo de la
region analizada. En la corteza frontal practicamente no se detect6 esta proteina y
los niveles mas bajos fueron observados en el puente en relacion con la expresion
registrada en ambas regiones del hipotdlamo. De esta forma, estadisticamente se
determindé que los niveles tanto en el hipotdlamo anterior como posterior son

significativamente mas altos en comparacion con el puente y la corteza frontal

(Figura R-3).
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Figura R-3. Variaciones regionales de la expresion de Cx36 en ratas adultas. En la parte inferior se
muestran membranas representativas de tres muestras por region obtenidas mediante Western
blot. Los datos son presentados como la media £+ eem de las unidades arbitrarias (u.a.) de
densitometria. El asterisco indica que son estadisticamente diferentes con respecto al puente y la
corteza frontal, Student-Newman-Keuls P < 0.05. HA: hipotdlamo anterior, HP: hipotalamo
posterior, CxF: corteza frontal.

Por otro lado, la expresion de Cx43 fue mas homogénea en todas las muestras
analizadas y por lo tanto el analisis estadistico no mostré ninguna diferencia

significativa entre las regiones (Figura R-4).
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Figura R-4. Variaciones regionales de la expresion de Cx43 en ratas adultas. En la parte inferior se
muestran membranas representativas de tres muestras por region obtenidas mediante Western
blot. Los datos son presentados como la media £+ eem de las unidades arbitrarias (u.a.) de
densitometria. El analisis estadistico no mostré diferencia significativa alguna. HA: hipotalamo
anterior, HP: hipotalamo posterior, CxF: corteza frontal.

b) Niveles de Cx36 y Cx43 después de la privacién total de suefio

Aunqgue los niveles de Cx36 fueron bajos en el puente, la privacién total de suefio
durante 24 horas no alteré a dicha proteina, sin embargo en el rebote de suefio se
observé una ligera disminucion no significativa del 21% + 10.6% con respecto al
control (Figura R-5a). Interesantemente, en las dos regiones analizadas del
hipocampo se notd practicamente el mismo efecto. En el hipotalamo anterior los
niveles de Cx36 disminuyeron significativamente 38% + 5% en el grupo privado de
suefio y 56% * 6.3% en las ratas a las cuales se les permitid la recuperaciéon
(Figura R-5b). En el hipotdlamo posterior la disminuciéon fue mas remarcada ya

gue en los dos grupos experimentales la Cx36 disminuyd significativamente (69%
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+ 4.4% privacion total de suefio; 70% + 4.2% recuperacion de suefio) con respecto

al control (Figura R-5c).
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c) Hipotalamo posterior
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Figura R-5. Efectos de la privacion total de suefio y de la recuperacion de suefio sobre los niveles
proteicos de Cx36 en diferentes regiones del cerebro. En la parte inferior de cada grafico se
muestran membranas representativas de tres muestras por grupo obtenidas mediante Western
blot. Los datos son presentados como la media + eem del porcentaje de densidad 6ptica (D.O.)
relativo al grupo control. El asterisco indica que las diferencias son estadisticamente significativas
con respecto al grupo control, Dunnett P < 0.05. C: control, TSD: privacién total de suefio, SR:
rebote de suefio.

El analisis de Cx43 mostré una directriz diferente en comparacion con la otra
isoforma evaluada. En el puente, no se encontré significancia en el analisis
estadistico con respecto al grupo control; sin embargo, el grupo con rebote de
suefio presentd un incremento del 31% +12.5% aungue como se menciond, no es
significativo (Figura R-6a). En el hipotalamo anterior no se encontraron cambios ni
alguna tendencia que resaltar (Figura R-6b). Por el contrario, en el hipotalamo
posterior se encontraron resultados parecidos a los observados en el puente; sin
embargo, el incremento de los niveles proteicos de Cx43 detectado en el grupo
con rebote de suefio fue de un 33% + 8.4% el cual resultd ser estadisticamente

significativo con respecto al grupo control (Figura R-6c¢). Finalmente, en la corteza
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frontal se observo que en los dos grupos experimentales existen incrementos de la
Cx43 (44% + 10.7 privacién total de suefo; 43% + 18.3 recuperacion de suefio)
pero sorpresivamente no fueron estadisticamente significativos segun las pruebas

no paramétricas utilizadas (Figura R-6d).
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c) Hipotalamo posterior
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Figura R-6. Efectos de la privacion total de suefio y de la recuperacion de suefio sobre los niveles
proteicos de Cx43 en diferentes regiones del cerebro. En la parte inferior de cada grafico se
muestran membranas representativas de tres muestras por grupo obtenidas mediante Western
blot. Los datos son presentados como la media + eem del porcentaje de densidad 6ptica (D.O.)
relativo al grupo control. El asterisco indica que las diferencias son estadisticamente significativas
con respecto al grupo control, Dunnett P < 0.05. C: control, TSD: privacién total de suefio, SR:
rebote de suefio.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

a) El bloqueo de las sinapsis eléctricas cambia la arquitectura del suefio de
la rata

A lo largo de muchos afos se han realizado una gran cantidad de trabajos para
tratar de determinar las estructuras cerebrales y la naturaleza neuroquimica de los
sistemas de neurotransmision involucrados en la regulacion de la vigilia y el
suefio. Asi, el suefio parece ser un fendmeno altamente regulado porque se han
propuesto diferentes niveles de control desde genéticos hasta las interacciones
reciprocas llevadas a cabo por redes neuronales centrales. Es indudable el papel
del suefio en procesos como conservacion de energia, funcion inmune,
metabolismo cerebral, aprendizaje, memoria y sinaptogénesis entre otros, por
consiguiente es de suma importancia conocer los mecanismos cerebrales que
subyacen a que un individuo se mantenga despierto, dormido o que pase de una
etapa de suefio a otra.

Este proyecto se propuso analizar la participacion de las sinapsis eléctricas como
un probable mecanismo subyacente a la regulacion del ciclo suefio-vigilia, por lo
tanto el primer razonamiento para abordar dicho problema fue evaluar los efectos
del bloqueo de las sinapsis eléctricas, mediante la microinyeccion ICV de quinina,
sobre el ciclo suefio-vigilia de la rata.

La quinina es un alcaloide natural con propiedades antipiréticas, antipaludicas y
analgésicas. Este compuesto era principalmente empleado en el tratamiento de la
malaria hasta que fue sustituido por otros medicamentos sintéticos mas eficaces,
sin embargo aun se puede utilizar en el tratamiento de la malaria resistente, los

calambres nocturnos en las piernas y la artritis. Aunque el mecanismo de accion
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de la quinina aun no estd completamente determinado, se ha propuesto que
involucra la inhibicién de la cristalizacién del grupo hemo libre, lo cual facilita su
agregacion y acumulacion citotéxica llevando a la muerte al parasito causante de
la malaria. Asimismo, la quinina parece reducir la frecuencia y severidad de los
calambres nocturnos mediante la disminucion de la excitabilidad de la placa
motora terminal y la reduccién de la contractilidad muscular (Mandal et al, 1995).
Interesantemente se ha descrito en humanos que la quinina administrada a dosis
altas tiene propiedades farmacologicas capaces de afectar la vision, el oido y
ocasionalmente desencadenar psicosis y confusion (Juszczak y Swiergel, 2009).
Ademas, esta demostrado que en modelos animales la quinina posee propiedades
anticonvulsivas ya que se ha observado que dosis entre 40-60 mg/kg disminuyen
la duracion de las crisis inducidas por pentilenetetrazol (Nassiri-Asl et al, 2009).
Asimismo, Bostanci y Bagirici (2007) establecieron que la quinina aplicada
directamente en los ventriculos laterales significativamente inhibe las descargas
epilépticas inducidas por penicilina. Por otro lado, se ha sefialado que la aplicacion
experimental de este farmaco puede causar cambios en el EEG, especialmente en
el ritmo theta observado durante la vigilia y el SMOR (Golebiewski et al, 2006) y
que incluso puede potenciar los efectos anestésicos producidos por el
pentobarbital sédico (Nassiri-Asl et al, 2009). Todos estos estudios indican que la
quinina puede tener efectos significativos en el SNC, sin embargo aun no se
describian especificamente los efectos de la quinina sobre los parametros del ciclo
suefo-vigilia de la rata.

En el presente estudio demostramos principalmente que la quinina incrementa de

manera significativa el tiempo total de vigilia y disminuye tanto el SOL como el
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SMOR a lo largo de 24 horas. Se ha demostrado que la quinina bloquea las
uniones estrechas de una forma reversible, dependiente de la concentracion y
especifica, ya que selectivamente bloquea uniones estrechas formadas por Cx36 y
no tiene efecto en los canales formados por otros tipos de Cx’s (Srinivas et al,
2001). Aungue el mecanismo de accion de la quinina ain no esta completamente
determinado, se ha propuesto que este compuesto puede atravesar la membrana
celular en su forma no cargada y enlazarse a los canales en su forma cargada
después de la adicion de un protdn en el medio acuoso intracelular. Asi, la
elevacion del pH extracelular incrementa la concentracion de la forma no
protonada e incrementa la tasa de bloqueo de la quinina mientras que el
incremento del pH intracelular reduce la forma catidénica de la quinina en el
citoplasma y origina un efecto opuesto. Todo esto sugiere que el sitio de enlace de
la quinina esté localizado intracelularmente (Srinivas et al, 2001).

Existe evidencia indirecta sobre la posible participacion de las uniones estrechas
en el ciclo suefio-vigilia, ya que existen reportes los cuales indican que la oleamida
y la anandamida tienen propiedades inductoras de suefio porque su
microinyeccién ICV incrementa el SOL y el SMOR a expensas de la vigilia (Cravatt
et al, 1995; Murillo-Rodriguez et al, 1998). Se ha determinado que estas moléculas
tienen la capacidad de bloguear uniones estrechas formadas por Cx43 las cuales
se localizan principalmente en células gliales y son un elemento primordial en la
comunicacion entre dichas células (Guan et al, 1997; Venance et al, 1995).
Muchas neuronas en el SNC de mamiferos se comunican a través de sinapsis
eléctricas, pero a diferencia de las células gliales dichas sinapsis estan

constituidas por uniones estrechas formadas principalmente por Cx36. Se ha
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propuesto que esta proteina regula las sinapsis eléctricas mediante un proceso
definido por la capacidad de las neuronas de acoplarse eléctricamente para
permitir que los potenciales de accion pasen sin el retraso sinaptico que existe en
las sinapsis quimicas, todo esto gracias al contacto citoplasmético directo mediado
por uniones estrechas (Hormuzdi et al, 2001; Christie et al, 2005). El acoplamiento
eléctrico también promueve la sincronizacion del potencial de membrana a través
de las células ya que por medio de las uniones estrechas pasa una corriente que
es proporcional a la diferencia de potencial y de esta forma tiende a igualar el
voltaje entre las células acopladas (Vervaeke et al, 2010). Algunos datos sugieren
que una proporcion significativa de neuronas del SLD y PPT estén eléctricamente
acopladas. Tal aseveracién ha sido confirmada por registros electrofisiol6gicos
pareados de neuronas vecinas del PPT, las cuales fueron suspendidas en un
medio con tetrodotoxina (inhibidor de canales de sodio) para desactivar a las
sinapsis quimicas y en los cuales se observd que los impulsos hiperpolarizantes
aplicados a una célula inducian una corriente hiperpolarizante en la otra célula y
viceversa, esto llevo a la conclusién que las neuronas de estos nucleos estaban
eléctricamente acopladas (Garcia-Rill et al, 2007). En este estudio utilizamos
quinina para bloguear canales de uniones estrechas formados por Cx36 y de esta
forma provocar una desregulacion del acoplamiento eléctrico en el cerebro
principalmente en neuronas del PPT. Los resultados obtenidos indican que la
administracion de quinina modifica considerablemente la arquitectura del suefio de
la rata, principalmente disminuyendo la duracion total del SMOR a lo largo de 24
horas. Esto, ha permitido plantear la hipétesis que el acoplamiento eléctrico en las

neuronas podria ser un mecanismo que participe en la regulacion del ciclo suefio-
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vigilia de la rata. Existe evidencia molecular acerca de la expresién génica y
proteica de Cx36 en el nacleo SLD. Entre las poblaciones neuronales hasta ahora
relacionadas con la regulacion del suefio, tanto el PPT como el SLD han sido
implicados en la modulacion del SMOR (Lu et al, 2006). Esta hipotesis ha sido
apoyada por reportes los cuales han demostrado que las neuronas del PPT
muestran elevadas tasas de disparo durante la vigilia y el SMOR vy dichas tasas
disminuyen durante el SOL (Steriade et al, 1990; Datta y Sywek, 2002). Por otra
parte, se han observado neuronas inmunoreactivas a c-Fos en el nucleo SLD
después del incremento de sMOR originado por la exposicibn a 3 horas de
oscuridad durante la mafana (periodo de luz) (Lu et al, 2006), ademas otro estudio
previo reportd que la desinhibicion del SLD por la aplicacion de bicuculina, un
antagonista GABAérgico, induce con una latencia muy corta un estado similar al
SMOR (Boissard et al, 2002). Con estos argumentos, se ha propuesto que la
presencia de acoplamiento eléctrico mediado por uniones estrechas formadas por
Cx36 en el SLD y PPT, podria ser un mecanismo participativo en la regulacién del
SMOR, sin embargo este mecanismo aun no ha sido completamente esclarecido.
Gracias a los resultados obtenidos en este estudio se puede sugerir que la
modificacién de la actividad de las uniones estrechas en el SNC originada por la
quinina, podria estar fuertemente involucrada en la reduccién de la expresion del
SMOR en la rata.

El modafinil es un farmaco utilizado para el tratamiento de la narcolepsia, trastorno
del suefio por turnos de trabajo y la somnolencia diurna excesiva asociada con
apnea obstructiva del suefio gracias a su capacidad para promover la vigilia en los

pacientes (Kumar, 2008). Interesantemente se ha descrito que el modafinil
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modifica el acoplamiento eléctrico entre neuronas de algunas regiones del cerebro
(Urbano et al, 2007; Garcia-Rill et al, 2007; Beck et al, 2008). Asi, esto sugiere que
los cambios del acoplamiento eléctrico en algunas regiones del SNC podrian
promover cambios en los estados del suefio y la vigilia. Aunque los mecanismos
por los cuales el desajuste del acoplamiento eléctrico puede alterar la duracion y la
alternancia entre la vigilia y el suefio aun no estan claros, los resultados mostrados
en este trabajo pueden proporcionar informacién basica para el desarrollo de
posteriores estudios y también plantea la hip6tesis que el acoplamiento eléctrico
mediado por Cx36 puede jugar un papel determinante en la modulacion del ciclo
suefo-vigilia de la rata.

En este trabajo la quinina ejerce los efectos descritos mediante el bloqueo de
uniones estrechas formadas por Cx36 en el cerebro gracias a las dosis utilizadas y
la via de administracién ICV. Por otro lado, algunos datos sugieren que este
farmaco administrado sistémicamente en altas concentraciones podria estar
afectando la arquitectura del suefio de la rata. Es conocido que la administracion
intravenosa de quinina disminuye la concentracién de glucosa plasmatica y como
consecuencia incrementa los niveles plasméticos de insulina (Davis et al, 1993).
En relacién, se ha demostrado que una dosis Unica intraperitoneal de insulina es
capaz de disminuir hasta el 44% del tiempo total en sMOR, por el contrario
incrementar el SOL y no causar alteracion significativa de la vigilia (Sangiah et al,
1982). Estos estudios podrian permitirnos especular que debido a las altas
cantidades de quinina administradas, pequefias concentraciones de dicha
sustancia podrian estar alcanzando el cerebro, modificar la comunicacion a través

de las uniones estrechas y de esta forma alterar el ciclo suefio-vigilia de la rata.
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Sin embargo hasta la fecha no se ha podido determinar especificamente si la

quinina puede o no atravesar la barrera hematoencefélica.

b) La privacion total y el rebote de suefio modifica los niveles proteicos de
Cx36 y Cx43 en algunas regiones del cerebro de larata

Las uniones estrechas son agrupaciones de canales intercelulares que permiten la
difusion directa de iones y pequefias moléculas como metabolitos y segundos
mensajeros entre las neuronas adyacentes. Estos canales intercelulares estan
formados por el acoplamiento de ensambles hexaméricos denominados
conexones los cuales a su vez estdn formados por subunidades proteicas
llamadas Cx’s (Evans y Martin, 2002; Maeda y Tsukihara, 2011). La familia de los
genes que codifican para Cx's est4 formada por 20 genes en el raton y 21 en el
genoma humano. Estas proteinas estan expresadas en todos los tejidos excepto
el musculo esquelético, eritrocitos y células espermaticas maduras. Una variedad
de isoformas de Cx's han sido reportadas en el SNC donde diferentes tipos
celulares a menudo expresan diferentes isoformas de Cx’s (Nagy y Rash, 2000;
Nagy y Rash, 2003; Nagy et al, 2004; Rackauskas et al, 2010). En 1998,
Condorelli y colaboradores demostraron por primera vez que la Cx36 se expresa
en neuronas del cerebro con un patron amplio y complejo. El primer analisis de
hibridacién in situ en cerebros de rata demostré6 que esta Cx se expresa
fuertemente en la oliva inferior, bulbo olfatorio, hipocampo y varios nucleos del
tallo cerebral tanto en la etapa postnatal como adulta. Asimismo, experimentos

con neurotoxinas microinyectadas en el hipocampo o en la oliva inferior
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confirmaron la localizacién neuronal de la Cx36 (Condorelli et al, 1998; Belluardo
et al, 2000).

Uno de los primeros objetivos en esta parte del proyecto fue analizar bajo
condiciones control los niveles basales de dos isoformas de Cx’s en diferentes
regiones del cerebro y en general se determind que los niveles proteicos basales
de Cx36 varian considerablemente dependiendo de la region analizada. De esta
forma, se observd que los niveles encontrados en el hipotdlamo son
significativamente mas altos cuando se comparan con el puente y la corteza
frontal. Estos resultados concuerdan con estudios previos que describieron mas
detalladamente la distribucién de la Cx36 en el SNC y confirmaron que el
hipotadlamo es una de las &reas cerebrales con una expresion moderada de dicha
proteina, porque aunque el porcentaje de neuronas inmunoreactivas a Cx36 y la
intensidad de tincién por célula no es homogénea, la vasta mayoria de los grupos
neuronales del hipotalamo expresa Cx36 (Condorelli et al, 2000).

Hasta ahora no existen estudios los cuales hayan determinado los niveles de
dicha proteina exclusivamente en el puente, la Unica aproximacién que se tiene ha
establecido que algunos nucleos del tallo cerebral y mesencéfalo también
expresan moderadamente Cx36 (Condorelli et al, 2000). Sin embargo, los niveles
que nosotros detectamos mediante western blot en una seccién del tallo cerebral
(puente) de ratas adultas fueron muy bajos. Esto puede estar relacionado
indirectamente con algunos estudios realizados especificamente en algunos
nacleos pontinos como el Locus Coeruleus y el SubCoeruleus. Se ha demostrado
que los anticuerpos contra Cx36 producen una alta densidad de

inmunofluorescencia al dia 7 postnatal en el Locus Coeruleus de rata, de tal
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manera que las regiones inmunopositivas claramente delinean la zona rica en
cuerpos celulares de dicho nucleo. Por el contrario, en la rata adulta la densidad
de tincién es marcadamente reducida en comparacion con los primeros dias
postnatales (Rash et al, 2007). Otro estudio revelé6 mediante western blot que los
niveles proteicos de Cx36 en el SubCoeruleus son significativamente diferentes
con la edad, es decir que al dia 30 existe una reduccion considerable en relacion
con el dia 10 postnatal (Heister y cols, 2007). Esto podria estar explicando los
bajos niveles de Cx36 que nosotros detectamos, ya que nuestras muestras del
puente fueron obtenidas de cerebros de ratas adultas.

Por otra parte, el método de western blot que utilizamos practicamente no detecto
algun indicio de Cx36 en la corteza frontal. Los primeros estudios de hibridacién in
situ revelaron que existe variacion en la densidad de células inmunoreactivas al
ARNmM de la Cx36 en las diferentes capas corticales, en resumen la reactividad
esta ausente en las capas superficiales pero muestra su mayor densidad en las
capas IV, V y VI y este patrén es similar en las cortezas cingulada y retrospenial
(Condorelli et al, 2000). Estudios mas recientes realizados en la corteza
somatosensorial primaria de ratas han detectado mayor nimero de neuronas
inmunotefidas con anticuerpo para Cx36 e inmunoperoxidasa en la capa V
durante los primeros dias del desarrollo postnatal pero dicha inmunoreactividad se
reduce después del dia 15 y permanece en niveles muy bajos en individuos
adultos (Liu y Jones, 2003; Ma et al, 2011). Aunque dichos hallazgos no han sido
propiamente encontrados en la corteza que nosotros aislamos y analizamos, se
podria inferir que un fendbmeno similar se presenta en la corteza frontal ya que

generalmente existe el consenso de que el acoplamiento eléctrico por medio de
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uniones estrechas formadas por Cx36 es extenso en la corteza cerebral durante la
etapa embrionaria y postnatal primaria pero declina rapidamente durante el
desarrollo postnatal tardio y la etapa adulta.

Por muchos afios, la Unica demostracion de uniones intercelulares entre la glia de
mamiferos habia sido limitada a la evidencia descrita por microscopia electrénica
la cual identific6 placas de uniones estrechas y particulas intramembranales
presentes en las uniones astrociticas y en las uniones entre oligodendrocitos y
astrocitos (Dermietzel et al, 1978; Massa y Mugnaini, 1982). Posteriormente, se
reportd que los astrocitos estan funcionalmente acoplados a otros astrocitos y a
oligodendrocitos por medio de uniones estrechas. Esto pudo ser posible gracias a
diversas observaciones como la transferencia intercelular de colorantes de bajo
peso molecular y electrofisiolégicas como la respuesta del potencial de membrana
astrocitico después de la inyeccién de pulsos de corriente despolarizantes e
hiperpolarizantes en la célula vecina (Gutnick et al, 1981; Kettenmann and
Ransom, 1988; Meme et al, 2009). Estudios de inmunohistoquimica han
identificado y localizado a las Cx’s expresadas por los astrocitos. Ahora esta bien
documentado que la Cx43 es expresada principalmente por estas células en el
SNC desde el desarrollo temprano y que es la proteina formadora de uniones
estrechas méas abundante en el cerebro de roedores adultos (Dermietzel et al,
1989; Yamamoto et al, 1990; Giaume et al, 1991; Nagy y Rash, 2000). Lo anterior
sustenta los resultados obtenidos en este proyecto respecto a los niveles basales
de Cx43 en el cerebro de rata adulta. Es decir, nuestros resultados indican que la
Cx43 es facilmente detectable aun con cantidades relativamente pequefias de

proteina total utilizada en la electroforesis (10 ug comparada con los 50 pg de

~78 ~



proteina necesarios para detectar la Cx36). Mas aun, la expresion de Cx43 fue
mas homogénea en todas las regiones analizadas y por lo tanto el analisis
estadistico no mostro ninguna diferencia significativa.

Las Cx’s son una familia de proteinas cuya funcion en el cerebro aun no esta
totalmente determinada, incluso la participacion sobre el ciclo suefo-vigilia ha
recibido muy poca atencion. Existe el consenso que la funcion de estas proteinas
puede variar dependiendo de la isoforma y del tipo celular en donde se expresa,
por esta razon nos enfocamos en describir las variaciones de los niveles proteicos
de una isoforma neuronal (Cx36) y otra astrocitica (Cx43). Todo esto con el
objetivo de tratar de establecer una posible correlacion entre dichas proteinas y la
presencia prolongada de vigilia o la recuperacion del suefio. Este objetivo esta
justificado por el estudio previo el cual indic6 que el bloqueo de las uniones
estrechas formadas por Cx36 suprime el suefio e incrementa significativamente la
vigilia, por lo tanto se plante6 hipétesis que la Cx36 podria estar participando en la
modulacién del suefio y que la expresién de dicha proteina podria disminuir con la
vigilia prolongada e incrementar durante el rebote de suefio.

Con este fin analizamos varias regiones cerebrales entre ellas el hipotdlamo el
cual dividimos en una porcion anterior la cual incluye a los principales nucleos
promotores del SOL localizados en el area predptica como el area predptica
ventrolateral y el nucleo preéptico medio asi como una porcion posterior
conteniendo al hipotalamo lateral y el ndcleo tuberomamilar, ambas aéreas
promotoras de vigilia. El presente estudio indica que la expresion proteica de
Cx36 en ambas porciones del hipotalamo disminuye su nivel después de la

privacion total de suefio e incluso dicho nivel se mantiene disminuido con la
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recuperacion de suefio. Aunque se ha propuesto que los animales adultos
expresan relativamente bajos niveles de Cx36, se ha observado que estos pueden
ser alterados por diferentes drogas (cocaina, anfetaminas) (McCracken et al,
2005a; McCracken et al, 2005b) y condiciones ambientales experimentales como
la exposicion a oscuridad total durante 1 y 7 dias (Kihara et al, 2006). En la
mayoria de los genes para Cx's se han identificado varios sitios de regulacion
transcripcional, especialmente en el gene de raton para Cx36 se han identificado
sitios de unién para proteinas regulatorias y factores de transcripcion como RXR,
COUP, NMyc, AP-1, Oct-1 y CREB (Cicirata et al, 2000). Existen muy pocos
reportes acerca de los efectos de la manipulacidon del ciclo suefio-vigilia sobre la
expresion de los mencionados factores de transcripcion. Interesantemente se ha
reportado que los niveles de expresion de CREB disminuyen en el hipocampo
después de 8 y 48 horas de privacion de suefio (Guzman-Marin et al, 2006), no
obstante otro estudio demostr6 que no existe variacion en el &rea preoptica
después de la privacion de suefio pero la expresion de CREB si disminuye durante
el periodo de recuperacion (Dentico et al, 2009). Esto podria estar explicando
parcialmente la disminucion de los niveles proteicos de Cx36, sin embargo aunque
la regulacion a nivel transcripcional es un componente principal y determinante en
la expresion génica de las Cx’s es indudable que se necesitan mas estudios para
determinar que otros mecanismos postranscripcionales y postraduccionales
pueden también estar influenciando el nivel de expresion durante la privacion total
de suefio y la recuperacion. Tanto en el hipotalamo como en otras regiones del
cerebro la presencia de uniones estrechas formadas por Cx36 promueven la

sincronizacion neuronal gracias al acoplamiento eléctrico (Long et al, 2005;
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Hormuzdi et al, 2001; Landisman et al, 2002). Asi, la disminucion de Cx36 en el
hipotdlamo provocada por la privacion total de suefio probablemente esté
acompafiada por reducciones del acoplamiento eléctrico neuronal, lo que
probablemente derivaria de manera global en alteraciones funcionales y
especificamente en desincronizacion de la actividad neuronal en esta area del
cerebro.

Por otro lado, nuestros resultados indican que la Cx43 no se ve alterada con la
privacion de suefio pero sus niveles se incrementan practicamente en todas las
regiones analizadas cuando las ratas presentan un periodo de recuperacion. La
Cx43 es una de las proteinas constituyentes de uniones estrechas méas abundante
y ampliamente expresada en el SNC y ha sido el tema principal de muchos
estudios debido a que su expresion se encuentra frecuentemente alterada en una
gran variedad de condiciones patoldgicas (para referencias ver Chew et al, 2010).
Aunque los mecanismos moleculares especificos de cada tipo celular para regular
la transcripcion de la Cx43 aun no estan del todo entendidos, varios estudios han
llevado a una mejor comprension de la participacion de algunas moléculas en la
regulacion de su expresion. De esta forma, se ha propuesto que existen varios
factores de transcripcién y sustancias biolégicas que regulan la expresiéon de Cx43
y entre ellos podemos mencionar a Sp1, AP-1, Wnt-11, AMP ciclico, retinoides y
angiotensina Il entre otros (Ai et al, 2000; Tanmahasamut y Sidell, 2005; Oyamada
et al, 2005). Bajo este topico, Lewis y colaboradores (2006) demostraron que la
expresion proteica de Cx43, demostrada mediante western blot, se incrementa en
células de la pituitaria anterior después de la incubacion por 4 horas con diferentes

concentraciones de adenosina. La adenosina en el SNC funciona como un
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neuromodulador y sus efectos hipnogénicos son conocidos desde hace mucho
tiempo ya que se ha reportado repetidamente que la administracién sistémica y
central origina efectos sedantes e inductores de suefio (Basheer et al, 2004). Se
ha planteado que la adenosina es el mediador clave de la somnolencia que se
presenta después de la vigilia prolongada, ya que esta ampliamente documentado
que la privacion total de suefio por periodos largos de tiempo causa un incremento
progresivo de la concentracion de adenosina en la corteza frontal y el cerebro
anterior basal, la cual disminuye lentamente con el periodo de recuperacién de
suefio (Kalinchuk et al, 2011). Estos estudios podrian estar justificando el
incremento en la expresion de Cx43 encontrado en varias regiones del cerebro de
rata después de la privacién total de suefio. Es decir, que al incrementarse los
niveles de adenosina y al ser esta una molécula activadora de la transcripcion de
Cx43, entonces probablemente podrian verse beneficiados los niveles de
expresion de dicha proteina. En el SNC Ila Cx43 estd asociada
predominantemente con los astrocitos, estas células gliales se acoplan por medio
de dichos canales formando una red funcional la cual proporciona un soporte
metabolico y tréfico a las neuronas mediante la liberacion de ATP y la regulacion
de las concentraciones extracelulares de glutamato, moléculas de sefalizacion
ademas de iones como potasio, calcio y sodio. Kang y colaboradores (2008)
proporcionaron la primera evidencia de que el ATP puede liberarse a través de
canales formados por Cx43. Las imagenes de bioluminiscencia del ATP en
combinacion con registros de canales sencillos mostraron que la liberacion de ATP
coincide con las aperturas del canal y que esta ausente cuando el canal de Cx43

esta cerrado. Aunque estas observaciones se realizaron en células C6, este
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mismo estudio identific6 canales de Cx43 en la membrana de astrocitos
hipocampales con las mismas caracteristicas que los expresados en las células
C6.

En general, la mayoria de las teorias han asumido que el suefio tiene la misma
funcién en todos los animales, es decir sugieren un papel determinante en la
conservacion de energia y en la recuperacion del SNC. Sin embargo, hasta ahora
solo existe un reporte el cual ha determinado los niveles de ATP durante el suefio.
Este estudio mostr6 que los niveles de ATP se mantienen en un estado de
equilibrio durante el periodo de vigilia pero dichos niveles exhiben un incremento
considerable en las horas iniciales de suefio. Asimismo, este incremento es
dependiente de la cantidad de suefio y no de la hora del dia, ya que la privacion
total de suefio mediante manipulacion gentil bloquea el incremento de ATP
mostrado por el grupo control y retarda su aparicion hasta el periodo de
recuperacion de suefio (Dworak et al, 2010). Integrando nuestros resultados con
todos estos reportes podemos proponer que el incremento de la expresion de
Cx43 observado durante la recuperacién del suefio probablemente esté
relacionado con el incremento en la liberacion de ATP, ya que aungque
seguramente existen otros mecanismos, los canales formados por Cx43 podrian
ser una de las principales vias de liberacion de esta molécula energética.

Todos los datos obtenidos en este estudio sugieren que la alteracion de la
comunicacion por medio de uniones estrechas en las neuronas puede ser un
mecanismo por el cual se produzcan cambios importantes en la arquitectura del

suefo de la rata.

~ 83 ~



La privacién y recuperacion de suefio alteran de manera heterogénea la expresion
de dos isoformas de Cx’s en el SNC. La privacion total de suefio disminuye la
expresion de Cx36, dicha disminuciéon podria estar modificando el acoplamiento
eléctrico y la sincronizacion neuronal, lo que se podria estar traduciendo en
alteraciones de la memoria, aprendizaje (Bissiere et al, 2011) e incluso cambios en
locomocion (Zlomuzika et al, 2011). Por otra parte, la recuperacion de suefio
incrementa la expresion de Cx43 y este hallazgo podria estar relacionado con el
incremento y liberacion de ATP reportado durante el suefio.

Todo esto proporciona evidencia de que las sinapsis eléctricas establecidas por
uniones estrechas formadas de Cx36 pueden estar facilitando la alternancia de los
estados del ciclo suefio-vigilia y que no solo la Cx36 sino también la Cx43 pueden
ser modificadas de manera diversa por la alteracion de la homeostasis del suefio.
Este trabajo de tesis aporta datos novedosos y abre la posibilidad de realizar
nuevos estudios los cuales traten de responder algunas preguntas especificas
como el efecto del bloqueo de las uniones estrechas después de la privacion total
de suefio y el analisis de la expresibn de Cx’s después de un periodo mas

prolongado de recuperacion de suefio.
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Estimado Dr. Franco:

El Comité Editorial ha decidido aceptar para publicacién su manuscrito intitulado:
“Principales neurotransmisores involucrados en la regulacién del ciclo suefio-
vigilia”, el cual aparecerd publicado préximamente. Sin embargo, vamos a necesitar
recibir el manuscrito en idioma inglés. A continuacion le enviamos una explicacidn al
respecto.

La Revista de Investigacién Clinica inicia una nueva era a partir del numero 4 de 2009 en
que se convierte en el drgano oficial de los Institutos Nacionales de Salud. Con este
cambio la Revista tendrd mas fuerza e incrementard seguramente el material de alta
calidad para publicacién. Uno de los cambios que estamos haciendo es que mientras la
Revista seguird publicindose en Espafiol en su forma impresa, la vamos a publicar en
inglés por via electrénica, con el objetivo de que el inglés sea la cara de la Revista hacia el
resto del mundo, lo que esperamos repercuta en incrementar la difusién internacional de
nuestros articulos y el factor de impacto.

Hemos considerado varias opciones logisticas para alcanzar este objetivo.
Desafortunadamente, dada la grave crisis por la que atraviesa el pais (y el mundo entero),
es imposible que la Revista cubra los costos que representaria la traduccién de los
manuscritos. Aunado a esto, es probable que la traduccién hecha por personas ajenas al
articulo no resulte de la entera satisfaccion de los autores, los cuales tendrian que
invertir tiempo en revisiones y correcciones que resulten peor que hacer la traduccion
directamente. Por este motivo, estamos solicitando la cooperacién de los autores como
usted que tienen un manuscrito ya aceptado para publicacién en idioma Espafiol. El
manuscrito se va a publicar como tal, pero le pedimos que haga favor de hacernos llegar el
manuscrito en idioma inglés, para su publicacién electrénica. Sabemos que esto representa
trabajo, pero dado el record de publicaciones que tiene usted en inglés, suponemos que
puede hacerlo sin mucho problema. Sin embargo, si prefiere enviarlo a traducir con algin
profesional en traduccién, nosotros podriamos proporcionarle algunos nombres de
personas que pueden hacer esto por un precio razonable.

Como el articulo en inglés debe aparecer en la version electrénica al mismo tiempo que la
impresa, no podemos programar el nimero en que se va a publicar su manuscrito hasta no
tener la versién en inglés, por lo que le solicitamos que nos la envie a la brevedad posible.

Gracias por contribuir con La Revista. Esperamos contar nuevamente con su

valiosa colaboracion.
Atentamente,

-

Dr. Carlos Cruz
Editor Asociado
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Resumen

La actividad neuronal en el sistema nervioso central experimenta una gran variedad de cambios
electrofisiolégicos a lo largo del ciclo suefo-vigilia. Estos cambios son modulados por una compleja
interaccion entre multiples sistemas neuroquimicamente distintos localizados a lo largo del cerebro.
Dentro del tallo cerebral e hipotalamo existen varias poblaciones neuronales que promueven la
vigilia mediante la accion de diferentes neurotransmisores como noradrenalina, serotonina,
histamina y orexina. Estos sistemas actian de manera conjunta en la generaciéon y mantenimiento
de la vigilia, sin embargo aunque cada uno contribuye de manera Unica ninguno de estos parece
ser absolutamente necesario, ya que la vigilia no se inhibe completamente en la ausencia de
alguno de ellos. En contraste, neuronas localizadas en nucleos especificos del hipotalamo y el tallo
cerebral estan involucradas en la iniciacion y mantenimiento del suefio. Estas neuronas contienen
neurotransmisores como acetilcolina y GABA, las cuales proyectan y modulan la actividad de los
ndcleos involucrados en la regulaciéon de la vigilia. Recientemente se han propuesto modelos que
establecen que el suefio es modulado por “interruptores flip-flop”, los cuales constituyen circuitos
neuronales con caracteristicas neuroquimicas diferentes y que interactdan regulando la iniciacién y
el mantenimiento de los diferentes estados del ciclo suefio-vigilia. Esta revisibn se basa en
estudios farmacoldgicos, electrofisiolégicos y neuroquimicos con el objetivo de sefalar y analizar
los principales neurotransmisores y las estructuras cerebrales hasta ahora involucradas en la

regulacion de la vigilia y las diferentes etapas del suefio.

PALABRAS CLAVE: Acetilcolina, Adenosina, GABA, Histamina, Noradrenalina, Orexina,

Serotonina, Suefio, Vigilia.
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Abreviaturas

5-HT- serotonina

ACh - acetilcolina

APVL - area preoptica ventrolateral

CAB - cerebro anterior basal

EEG - electroencefalograma

GABA - acido gama amino butirico

HIS - histamina

HL - hipotalamo lateral

ICV - intracerebroventricular

LC - locus coeruleus

LDT - ndcleo laterodorsal tegmental

NA - noradrenalina

no MOR - suefio de no movimientos oculares rapidos
NPOM - nucleo predptico medio

NR - nucleos del rafé

NTM - nlcleo tuberomamilar

ORX - orexina

PPT - nacleo pedunculopontino tegmental
REM - rapid eye movements

REM-on - neuronas promotoras de sSMOR
REM:-off - neuronas inhibidoras de SsMOR
SMOR - suefio de movimientos oculares rapidos
SNC - sistema nervioso central

SOL - suefio de ondas lentas
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Introduccion

El suefio es un estado funcional natural caracterizado por una reduccion de la actividad motora
voluntaria, incremento del umbral de respuesta a estimulos externos y postura estereotipica. Las
diferentes etapas del suefio y la vigilia presentan patrones conductuales, bioquimicos y
electrofisiologicos especificos. Incluso, a partir de los registros del EEG se pueden diferenciar a las
diferentes etapas del suefio gracias a la presencia o ausencia de los llamados ritmos cerebrales, 1)
ritmo delta (0.5 - 3.9 Hz), 2) ritmo theta (4 — 7.9 Hz), 3) ritmo alfa (8 — 12.9 Hz), 4) ritmo beta (13 —
19.9 Hz) y 5) ritmo gamma (20 — 100 Hz). El suefio normal en el humano comprende dos estados,
el sMOR o también llamado suefio REM y el suefio no MOR convencionalmente subdividido en tres
etapas. En la etapa 1 del suefio no MOR, el EEG presenta actividad de bajo voltaje y una
frecuencia que combina ritmos alfa y theta. En la etapa 2, la actividad cerebral es
predominantemente theta, son caracteristicos de esta fase los husos de suefio (brotes de 0.5 a 2
segundos de actividad beta) y los complejos K (ondas bifasicas de gran amplitud). Finalmente, la
etapa 3 se caracteriza por presentar actividad delta de gran voltaje, los investigadores a menudo
se refieren a esta etapa como SOL, suefio delta o suefio profundo. Por otra parte, el suefio en
modelos experimentales como la rata ha sido dividido solamente en SOL y sSMOR. En los registros
corticales se ha notado que el SOL esta caracterizado por actividad delta de gran amplitud
mientras que en el SMOR se observan ondas rapidas y de bajo voltaje paradojicamente similares a
las presentes durante la vigilia (Figura 1). Y como lo describieran por primera vez Aserinsky y
Kleitman®, el SMOR también se distingue por la presencia de movimientos oculares rapidos y la
ausencia de tono muscular.

A lo largo de la historia se han realizado una gran cantidad de trabajos para tratar de determinar
las estructuras cerebrales y los sistemas de neurotransmisores involucrados en la regulacion de la
vigilia y el suefio. Incluso, se conocen varias moléculas como péptidos, citocinas y algunas de
naturaleza lipidica las cuales modifican el suefio y que se han denominado factores inductores de
suefio’. Esta revision tiene el objetivo de sefialar y analizar los principales neurotransmisores y las
estructuras cerebrales involucradas en la regulacion del ciclo suefo-vigilia. Asimismo, se hace una

integracion de los diferentes neurotransmisores en modelos previamente descritos los cuales
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consisten en circuitos neuronales con caracteristicas neuroquimicas diferentes y que interactan
modulando la generacién o la inhibicion de los diferentes estados del ciclo suefio-vigilia.

NA

La demostracién histoquimica en los afios 60°s de la presencia de neuronas noradrenérgicas,
especificamente en un nicleo pontino denominado LC, permitié a Jouvet y colaboradores realizar
trabajos pioneros en la regulacion del suefio y la vigilia. Dichos estudios demostraron que las
lesiones electroliticas del LC podian interrumpir el SMOR e incluso dependiendo de la extension de
la lesién se podia eliminar completamente dicho estado. Estos resultados han sido sujetos de
revision ya que no ha sido posible reproducir tales resultados mediante métodos mas finos de
lesion del LC. Posteriormente, se determind que el LC es el sitio principal de proyecciones
eferentes a la mayoria de las estructuras del cerebro anterior que son inervadas por neuronas
noradrenérgicas®”. Las neuronas de este nicleo exhiben actividad dependiente del estado, es
decir las tasas de disparo mas altas se observan durante la vigilia, tasas casi nulas durante el SOL
y el cese completo de la tasa de disparo durante el sSMOR>®. Se ha propuesto que las neuronas
noradrenérgicas del LC son un elemento principal en la regulacién de la vigilia y los despertares.
Los estudios farmacolégicos que utilizan diversos agentes para manipular la neurotransmisién
noradrenérgica han mostrado que la infusién directa de NA asi como la de los agonistas fenilefrina,
isoproterenol y clenbuterol en regiones inervadas por neuronas noradrenérgicas como el area
septal medial y el NPOM, produce incrementos del tiempo total de vigilia7'8. También se ha
determinado que las drogas que antagonizan a los receptores noradrenérgicos, como el prazosin,
yohimbina y propranolol incrementan la actividad de ondas lentas en el EEG® y el tiempo total de
SMOR en ratas™. Las drogas que estimulan la liberacion o bloquean la recaptura de NA
incrementan o prolongan la vigilia y son usadas para tratar la hipersomnolencia. De estas, el
modafinil es la mas usada recientemente ya que es un agente promotor de la vigilia y esta
autorizada para su uso en pacientes con somnolencia excesiva asociada con narcolepsia,
sindrome de apnea obstructiva de suefio y desorden de suefio por turnos de trabajoll. Todos estos

estudios han sugerido que la NA juega un papel importante en la regulacion de la vigilia.
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5-HT

Las neuronas serotoninérgicas estan distribuidas principalmente en los NR, los cuales son grupos
de neuronas que se extienden a lo largo del tallo cerebral y proyectan a diferentes regiones del
cerebro. A finales de los afios sesentas este neurotransmisor se involucré en la generacion de
suefio a partir de los trabajos pioneros de Jouvet™. Inicialmente se consideré gue participaba
Unicamente en la regulacién del SOL debido a que la inhibicién de la sintesis de 5-HT y la
destruccion de neuronas del NR originaba un estado de insomnio total. Esta apreciaciéon ha
cambiado debido a todos los estudios realizados desde entonces en modelos experimentales como
gatos y ratas. En ambas especies, la tasa de disparo de las neuronas serotoninérgicas y la
concentracién de 5-HT extracelular en el rafé dorsal es consistentemente mas alta durante la
vigilia, disminuye progresivamente a lo largo del SOL y alcanza su minimo nivel durante el
sMOR™". Se ha propuesto que este sistema participa en el mantenimiento de la vigilia, dicha
afirmacién ha sido apoyada por estudios farmacol6gicos en los cuales se observé que la
administracion sistémica de agonistas del receptor 5-HT (1A) como 8-OH-DPAT y RU-24969,

15,16

incrementan la vigilia y reducen el SOL y sMOR™ ", Asimismo, la activacion de diferentes subtipos

de receptores serotoninérgicos en el rafé dorsal por medio de diferentes agentes como CP-94253,

LP-44 y m-CPBG origina predominantemente supresion del sMOR"™*°

. Por otra parte, se ha
determinado que la reduccién en la neurotransmisién serotoninérgica mediante la administracion
de antagonistas como ritanserina, MDL-100907, RO-4368554 y S-32006 incrementa el SOL y

disminuye la vigilia®?#

. El origen de los cambios en la actividad serotoninérgica en los NR a lo
largo del ciclo suefio vigilia aun no esta claramente definido. Sin embargo, se ha propuesto que
dicha actividad es regulada por mecanismos GABAergicos que involucran a los receptores 5-
HT(2C)*® y por la accién de neuropéptidos como las orexinas mediante mecanismos excitatorios
directos e inhibitorios indirectos®”.

ACh

La importancia del sistema colinérgico en la generacion del sMOR fue documentada desde la

década de los sesentas. Herndndez-Pe6n fue el primero en proponer que el sistema colinérgico

estaba implicado en la generacion del suefio ya que demostré que la estimulacion de diferentes
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areas del cerebro con cristales de ACh originaba secuencias completas de suefio, es decir
episodios de SOL seguidos de sMOR. Estudios mas recientes han demostrado que existen
importantes grupos de neuronas colinérgicas en el CAB y también en el tallo cerebral, estas Gltimas
agrupadas en los nacleos PPT y LDT. Estudios electrofisiolégicos en el CAB, PPT y LDT mostraron
gue las neuronas colinérgicas descargan a tasas significativamente mas altas durante la vigilia y el

SMOR en comparacion con el SOL*>?°

. Algunos reportes han encontrado mediante microdidlisis
que la liberacion de ACh en el CAB y en otras regiones como la corteza y el tAlamo es mas
elevada durante la vigilia y el SMOR, es decir durante los estados con mayor activacion cortical®’ 2.
También, se ha demostrado que la administracién oral de donepezil, el cual inhibe el metabolismo
de la ACh, aumenta los niveles de ACh y por consiguiente el tiempo total de vigiliazg. Los estudios
farmacolégicos han permitido determinar que la microinyeccion de agonistas colinérgicos del tipo
muscarinicos (M) como oxotremorina y carbacol o neostigmina, un inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa, en la formacién reticular pontina incrementa el tiempo total de sMOR®*%,
Asimismo, este efecto puede ser bloqueado por el efecto antagénico de la metoctramina sobre los
receptores M2 y M4*°. El papel de los receptores nicotinicos sobre la generacion del sMOR es
controversial ya que se ha descrito que la microinyeccién de nicotina en la formacién reticular
pontina incrementa el sSMOR®*, sin embargo recientemente se determino que la administracion
sistémica cronica lleva a la disminucién de SOL y sSMOR asi como al incremento de vigilia®*.
Durante muchos afios se planteo la hipétesis que las neuronas colinérgicas del tallo cerebral tenian
un papel primordial sobre la atonia muscular presente en el SMOR®, sin embargo estudios
recientes han demostrado que la medula supraolivar la cual contiene neuronas glutamatérgicas
que proyectan hacia el asta ventral de la medula espinal es un elemento primordial del circuito
regulador de la atonia muscular del SMOR®®.

GABA

Desde los trabajos de Krnjevic y colaboradores, es bien conocido que el GABA es el principal
neurotransmisor inhibitorio y que se localiza ampliamente a lo largo del SNC. Los primeros trabajos

que intentaron relacionar al GABA con el suefio fueron realizados a finales de los afios sesentas y

principios de los setentas y en los cuales mostraron que el incremento central de GABA por medio
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de su infusién ICV principalmente aumentaba el SOL e inducia una caida de sMOR. En la
actualidad es bien sabido que en el hipotalamo, especificamente en el NPOM y en el APVL,
existen neuronas GABAérgicas las cuales exhiben un patrén especifico de descarga elevada
durante el SOL y sMOR®*"*®, Estas zonas inervan multiples regiones promotoras de la vigilia,
incluyendo el LC, rafé dorsal, NTM, PPT/LDT vy el area perifornical del HL. Se ha planteado que
estas neuronas GABAérgicas pueden promover el suefio por medio de la inhibicion de los sistemas

involucrados en la vigilia y los despertares®*°

. Las benzodiacepinas son utilizadas para tratar al
insomnio ya que incrementan la sefializacion GABAérgica y de esta forma promueven un efecto
hipnético caracterizado por disminucién de la vigilia, incremento del tiempo total de SOL y

disminucién de la latencia de aparicion del SOL*"**

. Aungue estos farmacos han sido ampliamente
usados, provocan varios efectos secundarios que incluyen alteraciones en la arquitectura del
suefio por la reduccion de sMOR, problemas en la memoria y sindrome de abstinencia. Existe un
grupo de hipnoéticos no-benzodiacepinicos y que se unen al receptor GABA, como el zolpidem y la
zopiclona los cuales han demostrado una eficacia hipnética43 similar a las benzodiacepinas
ademas de un excelente perfil de seguridad; es decir, estos farmacos generalmente causan menos
alteraciones secundarias en la arquitectura normal del suefio y en la memoria®. Estudios
experimentales han demostrado la accion promotora del GABA sobre el suefio mediante el uso de
algunas sustancias agonistas y antagonistas de este neurotransmisor. Lancel y cols* encontraron
un incremento de SOL y sMOR después de la aplicacién de muscimol. Mas recientemente, se
describié que la administracion intraperitoneal en ratones de un nuevo agonista GABAérgico, el E-
6199, promueven un incremento del SOL*, este mismo efecto se ha observado después de la
infusién directa en el hipotdlamo de otro agonista GABAérgico denominado gaboxadol*’. Por el
contrario, el CGP-36742 cuya accion principal es antagonizar a los receptores GABAg y GABA,
incrementa el tiempo total de vigilia y disminuye el SOL®. Todos estos datos sugieren que la
inhibicion GABAGérgica efectuada principalmente sobre los ndcleos promotores de vigilia es un
mecanismo determinante que contribuye a la generacion de episodios de suefio, principalmente

SOL.
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HIS
Las neuronas histaminérgicas en el cerebro de mamiferos estan localizadas en el area
hipotalamica posterior, concentradas particularmente en el NTM y desde esta region mandan sus

4950 De manera similar a las neuronas

axones hacia practicamente todo el sistema nervioso central
del LC y del rafé dorsal, las neuronas histaminérgicas del NTM estan activas solamente durante la
vigilia, cesan el disparo antes de la aparicion de ondas lentas en el EEG y permanecen silentes
durante el SOL y sMOR>"®? Existen 3 tipos de receptores histaminérgicos expresados en el
cerebro y farmacolégicamente se ha demostrado que la estimulacion de los tipos H1 y H2 favorece

la aparicion de vigilia a expensas del SOL y sMOR>***

. En contraste, los tratamientos que actdan
como antagonistas de los receptores H1 o que inhiben especificamente la accion de la HIS-
descarboxilasa originan una disminucién significativa de la vigila y de la latencia al SOL asi como

un incremento del tiempo total de SOL y sMOR®>>®®

. Se ha determinado que los receptores H3
controlan la actividad de las neuronas histaminérgicas por medio de la autoinhibicion
presinépticaSO. A causa de que los H3 controlan la sintesis, liberacién y recaptura de HIS, se ha
propuesto que el mantenimiento de la vigilia podria estar modulado por dichos receptores y sus
ligandos®’. De esta forma, se ha descrito que los antagonistas de los H3, tioperamida y ciproxifano
incrementan la vigilia y los ritmos rapidos corticales del EEG. Por el contrario, la administracion de
un agonista de los receptores H3, como el imetit, aumenta el SOL y atenda en forma dosis-
dependiente el incremento de vigilia originado por el ciproxifano58. Estos datos sustentan la
hip6tesis de que los antagonistas de los H3 incrementan la concentracion de HIS sinaptica lo que a
su vez activa a los receptores postsinapticos H1 promoviendo la vigilia. Todos estos resultados
indican que las neuronas histaminérgicas tienen un papel determinante en los mecanismos de
mantenimiento de la vigilia.

ORX

Las ORX A y B son moléculas de naturaleza peptidica las cuales fueron recientemente
descubiertas y relacionadas con la promocion y mantenimiento de la vigilia. Dichos péptidos fueron

59,60

descubiertos simultdneamente en 1998 por dos grupos de investigadores™", posteriormente se

describieron como neuropeptidos sintetizados por un grupo de neuronas principalmente localizadas
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en el HL y en menor proporcién en el posterior y dorsomedial ademas del nicleo perifornical®.
Estas neuronas orexinérgicas proyectan y activan nlcleos histaminérgicos, noradrenérgicos,
serotoninérgicos y colinérgicos del hipotalamo y tallo cerebral y de esta forma mantienen y
consolidan los episodios de vigiliaﬁz. Recientemente se ha observado en registros
electrofisiolégicos in vivo que las neuronas orexinérgicas exhiben una descarga ténica altamente
especifica de la vigilia, virtualmente cesan la tasa de disparo en el SOL, durante el sMOR
permanecen relativamente silentes e incrementan su disparo antes del final del episodio de
sMOR®*®. La primera relacion entre las ORX y la narcolepsia, un trastorno del suefio caracterizado
por somnolencia excesiva e intrusiones de sMOR durante la vigilia, se originé a partir de un estudio
realizado en caninos narcolépticos que revel6 una mutacién en el gene que codifica para el
receptor 2 de la ORX®. Posteriormente, se describié6 que en humanos afectados existe una
disminucién significativa de la expresién del receptor 1 para ORX®, asi como una reduccién en el

nimero de neuronas orexinérgicas®’®

. Se ha demostrado que las neuronas noradrenérgicas del
LC reciben una densa inervacion orexinérgica y ademas responden a la aplicacion de ORX A
incrementando su tasa de disparoeg, asimismo la administracion de ORX A, B o el [Alall]orexin-B,
un agonista selectivo del receptor tipo 2, incrementa significativamente la duracion de la vigilia

hasta en un 150% y también disminuye la duracién del SOL y SMOR®™

. Por el contrario, el
almorexanto, un antagonista orexinérgico que se une a ambos receptores, tiene la capacidad de
promover el suefio ya que incrementa el SOL y el SMOR a expensas de la vigilia71.

Adenosina

Aunqgue no es considerado propiamente como un neurotransmisor, la adenosina funciona como un
neuromodulador en el sistema nervioso central ya que tiene la capacidad de inhibir la actividad
neuronal y la liberacién del neurotransmisor. Se ha descrito que las concentraciones de adenosina
en el cerebro incrementan significativamente durante la privacion y fragmentacion del suefio y
dichas concentraciones disminuyen lentamente durante el periodo de recuperacion de suefio’"®,
Estos datos sugieren que la adenosina es un factor endégeno involucrado en la homeostasis del

suefio ya que probablemente promueve la hipersomnolencia presentada después de la vigilia

prolongada. Algunos estimulantes como la cafeina, teofilina y paraxantina actlan como
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antagonistas de los receptores para adenosina y de esta forma promueven significativamente la
vigilia y proporcionalmente reducen el SOL y sMOR’". Recientemente se propuso que la
adenosina tiene un papel funcional en el control de la activaciébn orexinérgica, ya que la
microinyeccion en el HL del antagonista de los receptores Al, el DPX, produce un incremento
significativo de la vigilia con una reduccién concomitante del SOL y SMOR. Por otra parte, ha sido
descrito que la administracion de adenosina o de farmacos agonistas de los receptores para
adenosina, originan un aumento de SOL y retraso de sMOR tanto en ratas como en humanos. La
perfusion de adenosina en nudcleos colinérgicos e histaminérgicos como el LDT y el NTM
respectivamente, produce una disminucion de la vigilia ademas de un incremento significativo del
SOL y sSMOR’""®, Asi, estos estudios sugieren que el efecto inductor de suefio de la adenosina
podria depender en parte de la inhibicidn de los sistemas promotores de vigilia en el cerebro.

En general, existen muchas moléculas que tienen la capacidad de modificar el suefio e incluso se
ha propuesto que no solo esta regulado por sinapsis quimicas sino también por sinapsis
eléctricas’, sin embargo los sustratos quimicos y neuronales hasta ahora mencionados y
resumidos en la Tabla 1, son los principales blancos de farmacos estimulantes e hipnéticos.
Integracion de los sistemas neuroquimicos en modelos “flip-flop” para la regulacion del
SOL y el sSMOR

Para poder entender como se regula el suefio es necesario tener en consideracion las
interacciones reciprocas entre los distintos sistemas de vigilia y los ndcleos promotores del suefio.
Una serie de grupos neuronales monoaminérgicos los cuales podemos denominar sistemas de
vigilia estan localizados en el LC (NA), los NR (5-HT) y el NTM (HIS). Las neuronas de dichos
ndcleos comparten la caracteristica que su tasa de disparo es mayor durante la vigilia, va
disminuyendo durante el SOL y practicamente dejan de descargar durante el SMOR. La alta
actividad de los ndcleos monoaminérgicos durante la vigilia modula la actividad del NPOM vy el
APVL, los cuales son regiones GABAérgicas que promueven principalmente el SOL. Por el
contrario, durante el SOL estos nucleos descargan rapidamente y dado que su naturaleza es
GABAérgica, inhiben a los grupos monoaminérgicos. Saper®® denominé a esta interaccién

reciproca como “interruptor flip-flop”, ya que es un circuito de retroalimentacion que genera dos
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posibles patrones de descarga. Este interruptor puede ayudar a producir transiciones entre la vigilia
y el SOL e incluso se ha propuesto que es estabilizado por las neuronas del HL (ORX) las cuales
pueden excitar a los sistemas promotores de vigilia y de esta forma asegurar la prevalencia de la
vigilia (Figura 2).

Por otra parte, uno de los principales temas a elucidar ha sido la neuromodulacion del sMOR. El
primer modelo acerca de la regulacion del sMOR enfatiz6 las interacciones entre neuronas
colinérgicas de la formacién reticular especificamente del campo tegmental gigantocelular y
neuronas monoaminérgicas del LC (NA) y del NR (5-HT). De esta forma, Hobson®' y colaboradores
en 1975 propusieron un modelo de interaccién reciproca basado en la existencia de un circuito
generador de sMOR. Este modelo estaba sustentado en el hecho que durante el sSMOR las
neuronas colinérgicas, denominadas REM-on por su capacidad de promover el sMOR,
incrementan su tasa de disparo mientras que las neuronas monoaminérgicas, denominadas REM-
off por inhibir la aparicion del sMOR, practicamente cesan su actividad. Ciertamente, se propuso
que durante la vigilia el sistema monoaminérgico estaba ténicamente activo, de esta forma tenia la
capacidad de inhibir la actividad del sistema colinérgico y finalmente impedir la aparicién de sMOR.
Por el contrario, durante el SOL la inhibicibn monoaminérgica disminuia permitiendo cierta
excitacion colinérgica la cual alcanzaba sus picos maximos al comienzo del sMOR. Asi, se
promovia la generacién de sMOR mediante la inactivacion del LC y NR y la activacion de los
ndcleos colinérgicos del tallo cerebral (Figura 3A).

En contraste a este primer modelo el cual enfatizaba principalmente interacciones de neuronas
monoaminérgicas y colinérgicas, en el 2006 se propuso un nuevo modelo en donde el principal
mecanismo para la generacién de sMOR afiadia interacciones reciprocas entre poblaciones de
neuronas GABAérgicas REM-on y REM-off localizadas en el tegmento mesopontino. Gracias al uso
de trazadores anterogrados se identificaron regiones REM-off (inhibidoras de sMOR) localizadas
en la parte ventrolateral de la sustancia gris periacueductal y en el tegmento pontino lateral, asi
como regiones REM-on (promotoras de sMOR) situadas en el niicleo sublaterodorsal y en la region
precoeruleus. Aunque en este modelo las neuronas colinérgicas del PPT y LDT vy las

monoaminergicas del LC y el NR no son los elementos centrales, aun conservan un importante

~ 107 ~



papel modulador tanto en la generacién como inhibicién del SMOR respectivamente®. En general,
este modelo plantea que durante la vigilia las neuronas orexinérgicas del HL estan activas y
pueden excitar regiones REM-off (GABA, NA, 5-HT) impidiendo asi la aparicion de sMOR. Durante
el SOL, al estar activas regiones GABAérgicas como el APVL se permite la inhibicion de las
regiones REM-off, al estar inactivas se libera la inhibicion de las regiones REM-on (GABA, ACh) y
de esta forma se permitiria la generacion de un episodio de SMOR (Figura 3B).

Conclusiones

Gracias al descubrimiento del EEG, el cual marco el comienzo de la era cientifica en la
investigacién del suefio, se establecieron las bases para la identificacion de las diferentes etapas
del suefio. A partir de ese hecho, se han conducido una gran cantidad de estudios los cuales han
generado un progreso significativo en el conocimiento de los mecanismos neuronales que regulan
principalmente a la vigilia, SOL y sSMOR. Es ahora aceptado que la modulacién de dichos estados
involucra a una serie de grupos neuronales neuroquimicamente distintos y localizados a lo largo
del cerebro. Basicamente, en el hipotalamo y tallo cerebral existen multiples sistemas neuronales
(NA, 5-HT, HIS, ORX) que se activan para promover y mantener la vigilia. La actividad de estos
sistemas promotores de vigilia es regulada por poblaciones de neuronas promotoras de suefio
(GABA) localizadas en el hipotdlamo y que activamente participan en la iniciacién del SOL. A su
vez, existe evidencia que indica que ciertos nucleos pontinos (GABA, ACh) interactlan
reciprocamente promoviendo el sMOR. Asi, podemos decir que las inhibiciones mutuas entre los
diferentes sistemas promotores de vigilia y de suefio SOL y sSMOR son necesarias para regular el
ciclo suefio-vigilia. Finalmente, el suefio parece ser un fenédmeno altamente regulado ya que se
han propuesto diferentes niveles de control desde genéticos hasta los procesos mencionados en
esta revisién y que son llevados a cabo por redes neuronales centrales. Es indudable el papel del
suefio en procesos como conservacion de energia, funcidbn inmune, metabolismo cerebral,
aprendizaje, memoria y sinaptogénesis entre otros, por consiguiente creemos que es de suma
importancia conocer los mecanismos cerebrales que subyacen a que un individuo se mantenga

despierto, dormido o que pase de una etapa de suefio a otra.
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PIES DE FIGURAS

Figura 1. Registro poligrafico de rata adulta en el cual se muestran la actividad cortical (EEG), del
musculo del cuello (EMG) y movimientos oculares (EOG), asi como la postura tipica de la rata en
cada etapa. Durante la vigilia el EEG muestra predominantemente actividad de bajo voltaje (40-60
HV) y alta frecuencia (30-50 Hz). Durante el SOL se presentan ondas de baja frecuencia (0.1-10
Hz) y gran amplitud (200-400 pV). En el SMOR el EEG consiste de ondas de alta frecuencia (20-40

Hz) baja amplitud (50-80 uV). Tomada de los registros de nuestro laboratorio.

Figura 2. Regulacion de la vigilia y el SOL mediante un modelo propuesto previamente por Sapergo.
A) La vigilia es generada por el incremento en la actividad de los nacleos monoaminérgicos (NA, 5-
HT, HIS) que a su vez modulan la actividad GABAérgica del APVL y NPOM. En esta fase las
neuronas orexinérgicas del HL (ORX) sirven para estimular la actividad monoaminérgica y asegurar
la prevalencia de la vigilia. B) Por el contrario, durante el suefio las neuronas GABAérgicas del
APVL y NPOM inhiben a los nlcleos monaminérgicos y a las neuronas orexinérgicas promoviendo
la aparicion del SOL. Rellenos en gris: nucleos activos, rellenos en blanco: nicleos inactivos. (-)
inhibicién, (+) estimulacién. APVL: area predptica ventrolateral, NPOM: nacleo predptico medio,

HL: hipotalamo lateral, LC: locus coeruleus, NR: nucleos del rafé, NTM: nucleo tuberomamilar.

Figura 3. Principales modelos para la regulacién del sMOR. A) Primer modelo propuesto por
Hobson y cols®® en 1975 en el cual la generacion del sMOR se basa Unicamente en la interaccién
reciproca autoregulatoria entre grupos neuronales colinérgicos (REM-on) y monoaminérgicos
(REM-off). B) Modelo propuesto en 2006 por Lu y cols®. Las regiones REM-off fueron identificadas
por la convergencia de entradas desde las neuronas orexinérgicas del HL y GABAérgicas del
APVL. Las neuronas REM-off tienen una interaccion inhibitoria mutua con neuronas REM-on, es
decir que cuando se inactivan las regiones REM-off se libera la inhibicion de los grupos REM-on y
de esta forma se genera un episodio de sMOR. NR: nucleos del rafé, LC: locus coeruleus, FR:
formacion reticular, HL: hipotdlamo lateral, APVL: area predptica ventrolateral, SGPvl: porcidn

ventrolateral de la sustancia gris periacueductal, TPL: tegmento pontino lateral, PPT: nlcleo
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pedunculopontino tegmental, LDT: nlcleo laterodorsal tegmental, SLD: ndcleo sublaterodorsal, PC:

ndcleo precoeruleus.

Tabla 1. Principales neurotransmisores que participan en la regulacion del ciclo suefio-vigilia y el
efecto de algunos agonistas y antagonistas. MM Aumento, YNV disminucién 'y © minima o

casi nula tasa de disparo en dichas neuronas en cada etapa de suefio. ® Simboliza un aumento y
¥ un decremento del tiempo transcurrido en dicha etapa de suefio como respuesta a la aplicacion
de la sustancia mencionada. LC: locus coeruleus, NR: nucleos del rafé, NTM: ndcleo
tuberomamilar, HL: hipotédlamo lateral, PPT: nlcleo pedunculopontino tegmental, LDT: nucleo
laterodorsal tegmental, CAB: cerebro anterior basal, APVL: &rea predptica ventrolateral, NPOM:

nucleo predptico medio.
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Tabla 1

NA

Ubicacién: AP Vigilia
Lc Ydd o osoL
Receptores: Q <sMOR
Adrenérgicos c.
5-HT MM Vigilia
Ubicacion: N2V A SOL
NR Il sMmoR
Receptores:
5-HT,.
Ubicacion: MM Vigilia
NTM Y soL
Receptores: o sMOR
HyHa,Hs
O ; M Vigilia
Ubicacién: NN SOL
HL
Receptores: © sMOR

HCRTR1, HCRTR2

ACh
Ubicacién: Vigilia
PPT/LTD/CAB soL
Receptores: sMOR
nicotinicas— nAChR
muscarinicos — mAChR

GABA
Ubicacién: Vigilia
APVL/NPOM soL

Receptores: sMOR
GABA, GABA, GABA,

Adenosina
Ubicacién:
En todo el cerebro
Receptores:
A1,A2a,A2b, A3

Fenilefrina,
Isoproterenol,
Clenbuterol,
Modafinil

8-OHDPAT,
RU24969,
CP-94253,
CP-44,
m-CPBG

2-TEA
Histamina

[Alall]orexin-B

Nicotina,
Oxotremorina,
carbacol ,
neostigmina

Benzodiacepinas,
Zolpidem,
Zopiclona
Muscimol,

Gaboxadol,
E-6199

CPA,
Adenosina
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SoL
sMOR

Prazosin,
Yohimbina
Propranalol

Ritanserina,
MDL-100907,
RO-4368554,
$-32006

Pirilamina,
Difenidramina,
Cipraheptadina

Almorexanto

Metoctramina

Bicuculina,
CGP 36742

Cafeina,
Paraxantina,
DPX,
Teofilina
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