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Cambios en la vigilia y el suefio, relacionados al envejecimiento

evaluados mediante un reto con cafeina en la rata F344
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RESUMEN

Introduccion: Una serie de cambios fisioldgicos ocurren en el ciclo de suefio y vigilia a lo largo de la vida de los animales y seres
humanos. Estos, pueden estar vinculados a modificaciones en sistemas de neurotransmision, en el namero de células que estan
regulando los mecanismos de las fases del dormir y del despertar. Los cambios del suefio en el anciano sano son similares a los
reportados en el insomnio psicofisiolégico o primario. La posibilidad de que el sistema de neurotransmision de las purinas, la
adenosina, participe en estos cambios se investigo en el presente trabajo en donde se utiliz6 un modelo animal. Ratas F344,
machos, fueron evaluadas con registros de suefio y retos con cafeina y vehiculo. Material y métodos: Se estudiaron tres
grupos de animales: ratas jovenes (tres meses); ratas adultas (10 meses) y ratas viejas (20 meses) (N = 10 por grupo). Se les
operd y se les colocaron electrodos fijos en craneo y musculos de la nuca, para registros crénicos de suefio. Una semana
después, se procedit a efectuar los registros basales y a continuacion se procedio a la fase experimental. Esta se hizo en dos
etapas de experimentos. Administracion de cafeina sin privacion de suefio y Administracion de cafeina con privacion de suefio.
Las inyecciones de cafeina (intraperitoneal 1.P.) en dos dosis (10 y 20 mg/kg de peso) o vehiculo (solucién salina), se hicieron en
todos los animales, con una semana de separacién entre maniobra. La inyecciones se hicieron al inicio de la fase luminosa (7:00
h fase de mayor suefio en la rata) o fase de oscuridad (19:00 h fase de mayor actividad). Ademas los tres grupos se sometieron
a privacion de suefio, y la administracion de cafeina y placebo (esto sélo en la fase de inicio de oscuridad). Resultados: Las
ratas viejas fueron mas sensibles al efecto de tipo estimulante de la cafeina, en ambas situaciones de inyeccion en la oscuridad
o luminosidad, ademas la presion de suefio generada por la privacion del dormir, se inhibié con cafeina en ambas dosis, en los
grupos de ratas adultas y viejas, pero no ocurrié lo mismo en las jévenes quienes presentaron rebote de suefio en la fase de
oscuridad de manera independiente de la dosis de cafeina. Conclusién: Lo anterior permite proponer que hay cambios ontogénicos
en el sistema de receptores a adenosina, y que éstos pueden ser por disminucién en el nimero de estos receptores o en los
mecanismos de segundos mensajeros.
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Changes in wakefulness and sleep, associated with aging as assessed by a challenge with caffeine in the rat F344

ABSTRACT

Introduction: A series of physiological changes occur in the cycle of sleep and wakefulness throughout the life of animals and
humans. They can be linked to changes in neurotransmission systems in the number of cells that are the mechanisms
regulating the phases of sleep and waking. The changes of sleep in the healthy elderly are similar to those reported in primary
or psychophysiological insomnia. The possibility that the system of neurotransmission of the purine, adenosine, is involved in
these changes was investigated in this paper where we used an animal model. F344 rats, males were evaluated with sleep logs
and challenges with caffeine and vehicle. Material and methods: We studied three groups of animals: young rats (three
months), adult rats (10 months) and old rats (20 months) (N = 10 per group). They were operated and fixed electrodes were
placed in the skull and neck muscles to record chronic sleep. A week later, it was proceeded to record the baseline and then
proceeded to the pilot phase. This was done in two stages of experiments. Administration of caffeine without sleep deprivation
and administration of caffeine with sleep deprivation. Injections of caffeine (IP) in two doses (10 and 20 mg/kg) or vehicle
(saline) were made in all animals, with a week of separation maneuver. The injections were made at the beginning of the light
phase (7:00 h more sleep phase in rats) or dark phase (19:00 h phase of increased activity). Besides, the three groups were
subjected to sleep deprivation, and the administration of caffeine and placebo (this only during the beginning of darkness).
Results: The old rats were more sensitive to the type of stimulant effect of caffeine in both cases of injection into the darkness
or brightness, plus the pressure generated by the dream of sleep deprivation with caffeine was inhibited in both dose groups in
adult and old rats, but not the same thing happened in the youth who presented sleep rebound during the dark of an independent
in the dose of caffeine. Conclusion: This could indicate ontogenic changes in the system to adenosine receptors, and that
these may be in decline in the number of these receptors or the mechanisms of second messengers.

Key words: Adenosine, sleep, aging, caffeine, sleep deprivation.

INTRODUCCION de suefio y la profundidad del mismo. Por ejemplo, en
los ancianos de nuestra especie, se observan las siguientes

En diferentes especies de animales se observa un pa-  alteraciones: una latencia de inicié a suefio prolonga-
trén de disminucion en el tiempo total de requerimientos  das; una mayor fragmentacion de suefio, con numero-
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sos despertares y finalmente la terminacidn del episo-
dio de suefio nocturno, mas temprano de su horario con-
vencional.*® En cuanto a la arquitectura de suefio, el
estadio con mayor afectacion es el episodio de suefio
delta (SD) (Estadio I11 'y IV en el ser humano). Final-
mente hay un patrén policiclico, de tal forma que el
suefio y la vigilia se distribuyen de manera irregular a
lo largo de un dia, con episodios discretos de suefio a lo lar-
go del diay episodios prolongados de despertares en la
noche.

Por lo anterior mencionado, se pens6 que el problema
del suefio en el viejo, radicaba en una disminucién del nd-
mero de neuronas, ya sea en las areas vinculadas al inicio
y mantenimiento del suefio o de la regulacion circadiana,
pero esto se descartd, por una serie de estudios en los
cuales se evaluaron los nucleos del hipotalamo anterior,
en especial el Ventral Lateral Pre-Optico (VLPO), en ani-
males jovenes y viejos (rata de tres meses como joven y
viejade 24 meses) y no se encontraron diferencias en cuanto
al nimero de células, el fenotipo neurogquimico de las mis-
mas o0 su capacidad de respuesta.b’” Otro complejo nu-
clear hipotaldmico estudiado fue el nucleo
supraquiasmatico, el cual se ha documentado como el
marcapaso o reloj circadiano endégeno. El estudio en ani-
males de diferentes edades, no indica que este nlcleo se
encuentra con un funcionamiento deficiente en los ani-
males seniles.®?

El mecanismo que se exploré después, se inscribe en
el modelo conocido como “Modelo de los dos proce-
s0s”.1%11 Uno de estos proceso es conocido como “C” de
circadiano, que equivale a los horarios en los cuales las
especies duermen mejor, es decir, con una mayor conso-
lidacion del suefio. Este proceso tiene una gran relevan-
cia en las estrategias de adaptacion entre las especies,
con respecto a sus predadores, en donde se observa que
las presas adoptan episodios opuestos a los animales
que los predan. Por otro lado, el otro proceso es el identi-
ficado con la letra “S”, de suefio. Este es conocido tam-
bién como el proceso homeostéatico. Ya que en la medida
gue mantenemos una calidad de vigilia elevada, acumula-
mos alguna sustancia, o grupo de ellas, o se activa algun
mecanismo, que se acumula al estar despierto, y que se
gasta durante el suefio. En los Gltimos afios, se ha conso-
lidado la hipdtesis, de que el proceso “S”, pueda estar
relacionado con el neurotransmisor conocido como
adenosina.'*1® Esta ultima, tiene varia fuentes de origen
a nivel del sistema nervioso, una de ellas, la ubica como
un producto de la destruccién intracelular del glucégeno
neuronal, con lo cual se establece una relacion entre una
actividad metabdlica que se agota, y una fase de la
quiescencia, en la cual se restituye el material generador
de energia.l’®

La adenosina tiene, ademas, una serie de receptores
en la membrana celular,*# que al ser manipulados con
farmacos, se obtienen induccion de suefio, si son agonistas
de adenosina o la misma adenosina o el fenémeno opues-
to se observa con los antagonistas.?>* Por ejemplo, los
niveles de adenosina se observan elevados a nivel
plasmatico, al inicio del episodio de suefio nocturno en
nuestra especie. En otras especies ocurre 1o mismo como
en la rata, a nivel de tejido cerebral, sélo que esto se ob-
servara al final del periodo de actividad de esta especie
que es la oscuridad. Lo anterior nos sefiala que la adenosina
tiene un patrén de aumento y disminucién, acoplado a
periodos de actividad y reposo, ademas de que éstos son
independientes del ciclo de luz-oscuridad, pero acoplados
al de actividad y reposo.*®

En la medida que transcurre un episodio del suefio lar-
go, los niveles de adenosina se reducen. En animales priva-
dos de suefio,® se observé que los niveles de adenosina no
disminuyen, hasta que se presentd un episodio largo de sue-
fio. La administracion de adenosina sistémica o con inyec-
ciones intracerebrales en la zona del nucleo ventral ante-
rior del hipotdlamo (VLPO), llevan a un incremento de
somnolencia, y a un aumento en la cantidad de suefio del-
ta.2 También los antagonistas no-selectivos y selectivos
producen un efecto opuesto, esto es alertamiento, y la sen-
sacion de recuperacion de energia o recuperacion. Los efec-
tos descritos previamente son mediados por una serie de
receptores localizados en las membranas celulares. En el
caso del receptor A-1, éste al ser estimulado por su ligando
enddgeno o agonistas, activa un sistema de segundos men-
sajeros (sistema adenenilato ciclasa inhibidora), el cual es
responsable de cambios en la conductancia i6nica, situa-
cién que se explica por la activacion de canales de potasio
y calcio, ambos sensibles a voltaje.?” Los receptores A-1
inhiben las neuronas colinérgicas en el mesencéfalo. Utili-
zando las técnicas de microdidlisis inversa, agregando
adenosina en el hipotdlamo anterior, se observé la induc-
cién de suefio extra, en animales que ya habian tenido epi-
sodios de suefio previos y que estaban, por lo tanto, sin
necesidad de un nuevo episodio de suefio.62

El receptor a adenosina A-2 tiene una menor afini-
dad (Kd) por su ligando end6geno, en comparacion
con los A-1. Este receptor, al estimularse, activa me-
canismos vinculados a la adenilato ciclasa estimulante
(AMPc-¢), que finalmente aumenta los niveles del se-
gundo mensajero, el AMPc. Hay dos subtipos de recep-
tores a adenosina del tipo dos: A2a, A2b. En estudios re-
cientes, se han detectado cambios de los receptores de
adenosina con la edad, a la baja en respuesta, pero esto
no se ha correlacionado con el ciclo suefio y vigilia.?®?

En nuestro grupo, se encontrd que los niveles de
adenosina cerebral extracelular estan por arriba de lo en-
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contrado en las ratas jovenes, empleando el procedimien-
to de microdialisis en animales en libre movimiento.* Por
lo que es de interés el explorar el estado de los receptores
adenosina, como resultado de estos niveles elevados de
adenosina en las ratas viejas.

La cafeina es un antagonista de ambos subtipos de
receptores, tanto en A1l como el A2, aun cuando tienen
maés efecto sobre el receptor A2a.3*® La cafeina es un
agente promotor de la vigilia, con un patrén de alertamiento
gue sigue el modelo dosis-respuesta.®* En humanos sen-
sibles a la xantinas que reciben cafeina en la mafiana, se
produce una disminucion de la banda del espectro deltay
fragmentacién del suefio nocturno. La cafeina es la sus-
tancia que mas se emplea para promover el estado de
despierto, en las condiciones de deficiencia de suefio noc-
turno, durante privacién o poca calidad de suefio noctur-
no. Por ejemplo, después de 49 horas de vigilia prolon-
gadas, se administraron diferentes dosis de cafeina o
placebo, a voluntarios sanos, en un disefio controlado.
Después de la cafeina o placebo se persistié por 12 horas
mas de vigilia, Después de la cafeina, la latencia a suefio,
la calificacion de las escalas de somnolencia, y el tiempo
de reaccidn, mostraron una respuesta de dosis dependien-
te. Las dosis elevadas de cafeina modificaron hacia el
alertamiento los parametros estudiados, en comparacién
con la administracion de placebo.®¢-38

La administracion de cafeina no solo afecta a la
adenosina, ni tampoco actda en exclusiva en el nicleo
VLPO. La administracién de cafeina y la evaluacion con
autorradiografias y el empleo de [14C]-des-oxi glucosa
mostré un aumento en la utilizacién de glucosa en la cor-
teza cerebral en la rata. A la dosis de 1 mg/kg hay activa-
cién del nucleo caudado, los nicleos del rafé pontino y del
Locus Coeruleus en médula oblongada. Después de 2.5 a
5.0 mg/kg. La activacion se generaliza a otros compo-
nentes del sistema nigro estriatal, que transmite con
dopamina, el tallamo ventral tegmental y areas de la amig-
dala pontina. Es pues factible que sistemas de
neurotransmision como la dopamina, serotonina y
norepinefrina, sean activados por cafeina.®“! Estos sis-
temas y las regiones activadas por cafeina, son parte de
las estructuras que intervienen en los mecanismos de la
reaccion de despertar, de la atencion, y del mantenimien-
to ténico de lavigilia.*?

Una manera de evaluar la funcionalidad del sistema
de adenosina a lo largo de la vida de un animal es me-
diante el reto farmacolégico con cafeina, y medir los
efectos en las variables del suefio y vigilia. La pregun-
ta a contestar fue: ;Hay cambios en el patron de res-
puesta de alertamiento de la cafeina con la edad en la
rata? En caso de que la respuesta sea afirmativa, la si-
guiente pregunta seria: ¢si uno de los mecanismos de esto

es la sensibilidad y/o el namero de receptores? Para
contestar a ambas preguntas se disefi6 el presente es-
tudio. En el cual se administro cafeina en diferentes
dosis y placebo, a ratas jovenes, de edad adulta y an-
cianas. La hipotesis central del presente trabajo fue
que la sensibilidad hacia la cafeina en su efecto de in-
ducir vigilia, aumenta con la edad.

MATERIAL Y METODO

Se estudiaron ratas macho de la variedad F344, obte-
nidas del proveedor (National Institute of Aging-USA).
Los animales llegaron al bioterio en las condiciones re-
queridas para su estudio y en tres grupos: ratas jovenes
(tres meses); ratas adultas (10 meses) y ratas ancianas
(20 meses). Los grupos estuvieron conformados por 10
animales en cada uno de ellos. Se les permitié adaptarse
a las condiciones del bioterio anexo al laboratorio por una
semana. Durante este periodo los animales permanecie-
ron en condiciones constantes del ciclo luz oscuridad (12-
12), iniciando a las 7:00 h la fase luminosa y terminando a
las 19:00 h. La temperatura se mantuvo regulada a 25 °C,
y se les proporcion6 agua y alimento Ad libitum. Desde
que llegaron hasta el momento de la instrumentacion qui-
rargica, se permitio que estuvieran cinco animales por caja.
En todo momento se siguieron las normas éticas para el
manejo de animales experimentales.

Los animales fueron implantados para registr6 créni-
co de suefio, bajo el siguiente procedimiento: Bajo aneste-
sia general, mediante una mezcla de agentes
farmacol6gicos (acepromacina [0.75 mg mg/kg], Xilasina
[2.5 mg/kg, y ketamina [22 mg/kg]), mismos que se admi-
nistraron de manera intramuscular. Se coloc6 al animal
dormido en el estereotaxico y se procedio a la implanta-
cién de electrodos de craneo, los cuales son tornillos mi-
niatura que tienen cables aislados. Los tornillos se inser-
taron 2 mm a ambos lados de la linea central, por fuera
del seno venoso sagital, y 3 mm delante de Bregma (cor-
teza frontal). Los otros dos electrodos se colocaron 6 mm
atras de bregma (corteza occipital). Estos cuatro elec-
trodos recolectaron la sefial electroencefalogréfica
(EEG), derivando los electrodos entre si por regiones
(Vg., frontal con frontal, derecho e izquierdo). La acti-
vidad muscular (electromiograma-EMG) se midié con dos
alambres blindados y con las puntas libres, insertados de
manera bilateral en los musculos de la nuca. Los seis alam-
bres fueron soldados a un conector de amfenol, que se
fijo al craneo con cemento dental del tipo acrilico. Se sutur6
la herida de la piel de craneo, y se permitié la recupe-
racién de los animales por dos semanas. En esta fase
posquirurgica, los animales fueron colocados de mane-
ra individual, con lo cual se minimiza la posibilidad de
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que entre si se retiren la preparacion quirdrgica. Las
cajas de almacenamiento fueron de plexiglas, transpa-
rente y en todo el proceso se cuido6 de que la tempera-
tura, agua y alimento fueran como en la fase
prequirdrgica. Antes de iniciar los registros de suefio
basales se examin6 a los animales en el area de im-
plantacidn, por signos de infeccién, misma que no se
detect6 en ninguno de ellos.

Registros polisomnograficos-medidas
basales de suefio

Dos semanas después de la cirugia se inicio la fase
de adaptacion a las condiciones de registro de suefio,
para esto al conector fijo (del tipo “hembra”) en el
craneo de los animales se le inserto otro conector “ma-
cho”, del cual surge la “trenza” de cables, que van a
los sistemas de registro digitales. Por 48 horas no se
hizo ningln registro, s6lo se les permiti6é adaptarse a
esas nuevas condiciones. Los registros basales se
Ilevaron a cabo de manera inmediata, por dos dias con-
tinuos, y al calificar esas 48 horas, se hizo un promedio
de las variables de suefio que funcionaron como el basal
0 la linea base de comparacidn del antes y después de las
maniobras que se llevaron a cabo. Al tercer dia de estu-
dio, se les privo de suefio por seis horas de las 13:00 h a
las 19:00 h, mediante la manipulacion gentil de los ani-
males, sin permitir que durmieran, durante este proceso,
los animales permanecieron conectados al polisomnégrafo,
para constatar la validez de la maniobra de privacion de
suefio. Al finalizar la misma, se permitio un registro ex-
tra de 12 horas en la fase de oscuridad, para evaluar el
fendmeno de recuperacion ante la privacion moderada
de suefio.

Administracion de cafeina

Una semana después de los registros de suefio basales
y de la privacion de seis horas de suefio (basal sin cafeina
o0 salina), se procedio a las inyecciones de cafeina o solu-
cion salina. Los animales recibieron cafeina en dosis de
10y 20 mg/kg de peso, y solucién salina, en un disefio
de cuadrados latinos, aleatorizado, en donde todas las
ratas fueron eyectadas con las dos dosis de cafeina 'y
el vehiculo aun cuando no en el mismo orden de asigna-
cion, lo anterior para detectar la posibilidad de un efecto
residual de cafeina en las inyecciones de vehiculo. Entre
una inyecciény los registros de suefio posteriores se mar-
c6 un intervalo de una semana. Las inyecciones se admi-
nistraron 30 minutos antes del inicio de la fase de oscuri-
dad de los animales (periodo de actividad), y se procedio
a un registro de 12 horas en esta fase de oscuridad. Dos

semanas después de esta fase, los animales repitieron el
esquema de inyecciones, pero en esta ocasion, media hora
antes del inicio de la fase luminosa (7:00 h) y de suefio de
las ratas,

Una tercera maniobra experimental se hizo con los
animales privados de suefio, por seis horas, de las 13:00 a
las 19:00 h, y la inyeccion de cafeina o de vehiculo se hizo
a las 18:30 h. Y se permitié un registro de suefio de 12
horas en el periodo de oscuridad.

Analisis de los datos de sueio

Se utilizaron derivaciones EEG contra-laterales de los elec-
trodos frontales y occipitales, para la adquisicion de la sefial
EEG. Esta fue filtrada a 70 Hz (filtro de baja frecuencia) y a
0.3 Hz (filtro de bajas frecuencias). Se empled un equipo
Grass como amplificador y pre-amplificador, con un muestreo
continuo de 128 Hz. El cual se almacend en una unidad de
disco dptico. Se efectud la calificacién de los estadios del
suefio de manera manual, por un técnico que desconocio
el tipo de estudio que se realizaba y, por lo tanto, se le consi-
der6 “ciego” a las maniobras experimentales. Un programa
para calificar y hacer los procedimientos estadisticos corres-
pondientes fue empleado. Se trata del programa Icelus, de-
sarrollado por la Sleep Research Society (Mark Opp). Este
programa califica en épocas polisomnograficas del12 segun-
dos, estas épocas se despliegan en el monitor de una OC, y
es ahi que el técnico hace la decisién sobre el estadio que
predomina en esos 12 segundos.

La vigilia se identificé por la presencia de la
desincronizacién EEG, y una actividad muscular elevada; el
suefio de ondas lentas, por una amplitud mayor de las on-
das EEG, y un tono muscular bajo o inmdvil., El suefio de
movimientos oculares rapidos (MOR), se identifico por la
presencia en el EEG de una actividad theta regular, acopla-
da a una atonia muscular. La cantidad de tiempo que los
animales permanecen en estas tres fases (Vg., vigilia, sue-
fio de ondas lentas y suefio MOR), fue determinadas para
las 48 h, de registro basal, y luego promediadas para obte-
ner un registro basal tipo de cada animal de 24 h. Se deter-
mino el indice entre la actividad o vigilia y de suefio, en los
periodos de oscuridad y luminosidad. El analisis de los es-
pectro de las bandas de frecuencia se calculé utilizando un
programa ICELUS, que trabaja con frecuencias rapidas y
emplea la transformada rapida de Fourier.

Una vez que se tuvo todo los registros de suefio calificados y
terminado el estudio, se abrieron los codigos de los registros de
suefio calificados, y se procedid a dos tipos de comparacion. Por
un lado cada grupo de ratas contra si mismas, en un basal y las
maniobras efectuadas intragrupo. En un segundo analisis se pro-
cedi6 a un analisis de varianza de dos vias comparando los gru-
pos entre si y lamaniobra farmacolégica administrada, Se utilizo
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Figura 1. Administracion diurna de cafeina en ratas jovenes. A. % Vigilia. B. % Suefio delta. C. % Suefio de movimientos oculares rapidos.
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Figura 2. Administracion nocturna de cafeina en Ratas jovenes. A. % Vigilia. B. % Suefio delta. C. % Suefio de movimientos oculares rapidos.
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Figura 3. Administracion diurna de cafeina en ratas adultas. A. % Vigilia. B. % Suefio delta. C. % Suefio de movimientos oculares rapidos.

ademas del ANOVA de dos vias una prueba de “t” de Student
como anélisis post hoc, con la correccién de Bonferroni. La
significancia estadistica se fijo para una p < 0.05.

RESULTADOS

Administracion de cafeina
en animales jovenes

La administracion nocturna, asi como la diurna cafeina
y sus efectos se muestran en las figuras 1y 2. Se observo
una respuesta dependiente de la dosis, tanto en el estar
despierto como las variables de suefio. El estar despierto
se aumentd, sobre todo, con ambas dosis de cafeina en

comparacion con la inyeccion de vehiculo. (ANOVA de
Dos-vias: Tiempo x Tratamiento: F = 3.54; p < 0.04
y F = 8.85, p < 0.006), al mismo tiempo se observd una
reduccion del tiempo de suefio delta (Tiempo: F = 2.96;
p <0.06 y Tratamiento: F = 8.53; p < 0.007) y del suefio
de movimientos oculares rapidos (MOR) (F =6.06; p <0.008
y tratamiento F = 7.9; p < 0.009).

Lo mismo ocurri6 durante la administracion diurna de
café. El tiempo de vigilia se observo, por arriba con res-
pecto al registro basal (Tiempo: F = 3.25; p <009 y trata-
miento: F = 3.98; p < 0.003). En paralelo se observé una
disminucién de suefio delta (Time: F = 3.86; p < 0.003 y
Tratamiento: F = 3.97; p = 0.03) y suefio MOR, pero sin
que éste llegara a niveles significativos (Tiempo: F =5.76;
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p <0.001y Tratamiento: F = 2.95; p <0.07). Las diferen-
cias estadisticas se observaron principalmente entre las
dosis de cafeinay el vehiculo, pero no entre la dosis baja
y la alta de cafeina (Figuras 3y 4).

Administracién de cafeina
en animales adultos

La administracion nocturna de cafeina produjo un au-
mento en vigiliay la reduccion del suefio de las variables
tanto en la noche como al dia siguiente en la vigilia (Figu-
ras 5y 6). La eleccion nocturna incremento la vigilia y
ambas fases de suefio, delta y suefio MOR. Las ANOVAS
para la inyeccidn nocturna que fue significativa se mues-

tran a continuacion. (Tiempo: F = 4.02; p < 0.02 y trata-
miento: F=19.9; p<0.001) y unareduccién en SD (Tiem-
po: F=4.14; p=0.02 y Tratamiento: F = 22.06; p <0.0001)
y del suefio MOR (Tiempo: F = 1.98; p < 0.16 y Trata-
miento: F =4.04; p <0.05). Lo mismo se observé durante
laadministracion de cafeina al inicio del periodo luminoso,
pero sin ser significativas las diferencias.

Administracion de cafeina
en ratas viejas

Esta maniobra dio como resultado un aumento del
estado de alerta y como una baja en ambas variables
de suefio, en ambas fases de inyecciones (Vg., Diur-
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nas/Nocturnas) (Figuras 7 y 8). Variables nocturnas,
(Tiempo: F=4.24; p<0.02 y tratamiento: F = 10.0; p < 0.004)
y una reduccion en SD (Tiempo: F = 3.97; p < 0.03;
tratamiento: F = 8.49; p = 0.007) y suefio MOR (Tiem-
po: F =3.48; p <0.04 y Tratamiento: F = 9.96;
p < 0.004). ElI mismo nivel de cambio se observo en la
fase luminosa. Mayor tiempo despierto para las dos
dosis de cafeina (Tiempo: F = 14.02; p < 0.0001 y tra-
tamiento: F =29.38; p <0.0001) y una reduccion en las
dos fases de suefio. Suefio Delta (Tiempo: F = 21.9;
p < 0.0001 y Tratamiento: F = 12.85; p < 0.0001) y
suefio MOR (Tiempo: F = 5.95; p <0.003 y Tratamiento:
F =28.9; p<0.0001).

La administracién de cafeina
en los tres grupos

La comparacion entre los tres grupos de edades dife-
rentes, cuando recibieron cafeina al inicio del periodo lu-
minoso mostro una clara diferencia del efecto alertante
hacia los animales viejos. La vigilia se aumento en las
ratas Viejas en las dos dosis de cafeina. La cafeinal0 mg
(Tiempo: F=12.89; p<0.001y Edad: F = 14.03;
p < 0.001) y para cafeina 20 mg (Tiempo: F=6.77; p < 0.005
y Edad: F = 9.13; p < 0.006). EI SD baj6 en ambas dosis
de cafeina en las ratas Viejas. Al administrar cafeina 10

mg (Tiempo: F = 15.02; p<0.001 y Edad: F = 17.8;
p < 0.001) y cafeina 20 mg (Time: F =5.78; p <0.009 y
Edad: F =6.88; p <0.01).

Finalmente el suefio MOR estuvo afectado en parale-
lo al SD, con una disminucidn con las dosis de cafeina de
10 mg (Tiempo: F=5.65; p<0.01y Edad: F=4.9; p<0.03)
y de cafeina 20 mg (Tiempo: F = 2.43; p < 0.1y Edad):
F = 5.8; p < 0.02). Estos fueron mayormente afectados
en comparacién con los otros dos grupos (Figuras 7 y 8).
Ambas dosis de cafeina aumentaron los tiempos de vigilia
y redujeron ambas fases de suefio, las dos situaciones de
administracion de cafeina.

Las diferencias fueron entre el grupo de ratas viejas y
los otros dos grupos.

Cuando la cafeina se administré a los tres grupos al
inicio de la oscuridad (la fase de actividad de las ratas)
también pudo apreciarse una diferencia significativa y
gradual en los animales viejos (Figuras 9y 10). La vigi-
lia se aumentd en las ratas adultas y viejas, con cafeina
10 mg (Tiempo: F = 15.85; p<0.0001 y Edad: F = 3.3;
p < 0.03) pero no se observan diferencias entre los gru-
pos con cafeina 20 mg en el estado de alertamiento
(Tiempo: F=32.7; p<0.001y Edad: F=2.33; p=0.09).
No se observaron cambios en SD en la comparacion de
los tres grupos en la inyeccion nocturna. El efecto sobre
el suefio MOR, fue diferenciado en funcién de la edad
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Tabla 1

Privacion total de suefio (6 h) y administracion de cafeina al inicio de la fase de oscuridad (N = 6 animales por grupo)

Basal Salina 10 mg cafeina 20 mg cafeina

Jovenes

SMOR 3.09+1.3 5.25 + 2.5% 20+18 3.6 +3.9

SD 21.5+4.7 33.3 £ 5.3* 38.0 £ 7.6** 175 + 8.6

Vigilia 75.3+6.06 61.3 £ 7.6** 59.9 + 8.1** 78.7 £+ 125
Adultas

SMOR 1.32+0.6 5.05 + 3.4* 192 + 1.6 29+19

SD 20.76 +4.9 25.8 £ 12.2 19.28 £ 5.2 20.72 £ 5.3

Vigilia 779155 69.08 + 15.06 78.79 £ 6.5 76.4 £ 6.7
Viejas

SMOR 1.79+0.9 2.68 + 3.8 6.3 + 4.3* 57 47

SD 20+4.3 36.9 + 6.8** 32.6 + 8.9* 32.4 + 8.9*

Vigilia 78.1+5.1 60.3 + 9.4** 60.9 + 12.5* 62.2 + 13.0*

* p < 0.05 Student ‘t” test; ** p < 0.01

nuevamente las ratas viejas tuvieron una mayor supre-
sién de los otros dos grupos. La cafeina 10 mg (Tiempo:
F=11.47;p<0.001y Edad: 6.14; p <0.003) y cafeina
20 mg (Tiempo: F=16.73; p<0.001y Edad: F=7.77;
p <0.001).

Efectos de la privacion de suefio

Después de seis horas de privacién de suefio total,
se permitié la recuperacion de los animales por 12 ho-

ras los observaron diferencias en la recuperacion en
los tres grupos de animales, utilizando las variables de
arquitectura de suefio. En la tabla 1 se muestran los
valores del fenémeno de la recuperacion a la privacion
de suefio en los tres grupos de animales, por las tres
dosis de inyecciones: Salina, 10 mg y 20 mg de cafeina.
Los animales jovenes después de la inyeccidn de ve-
hiculo mostraron un aumento significativo tanto de sue-
fio delta como un suefio MOR, ademas de una baja en
el nimero de despertares. Cuando recibieron cafeina
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en ambas dosis, si bien se redujeron los tiempos de suefio
comparados con solucion Salina, no llegaron hacer sig-
nificativo.

Los animales de edad media presentan una recupera-
cién ala privacion de suefio principalmente en suefio MOR,
con laadministracion del vehiculo. Las dos dosis de cafeina
impidieron un incremento de la misma magnitud que la
observada en a los animales jévenes. Finalmente los ani-
males viejos, después de la privacién de suefio y la admi-
nistracion del vehiculo mostraron un increment6 no signi-
ficativo de las variables de suefio, mientras que ambas
dosis de cafeina fueron suficientes para suprimir el au-
mento de las fases de suefio como lo observado en los
animales jovenes.

DISCUSION

Los principales hallazgos de este estudio fueron los
siguientes:

1. Reduccion, en un modelo dosis dependiente de las va-
riables de suefio en los tres grupos con las dos dosis de
cafeina, en comparacién con la inyeccion de solucién
salina.

2. Un efecto significativo de la café en el dependiente
de la edad, con una mayor induccion de vigilia en los
animales viejos en comparacién con los otros dos
grupos.

3. Un efecto supresor del incremento de suefio como

resultado de la privacion del mismo como al admi-
nistrar cafeina en los animales de edad media y
viejos.
El principal hallazgo es la modificacién al mecanismo
de alertamiento inducido por cafeina con las ratas vie-
jas, y que se aprecia ya en sus inicios en las ratas
adultas. Lo anterior apunta a que, en funcion de que el
efecto alertante de cafeina es mediado por el bloqueo
de los receptores a adenosina, a que exista un defecto
0 baja de actividad de este sistema en la medida que la
rata envejece.

En nuestro laboratorio se ha reportado previamente
gue la medicidn de adenosina extracelular en los nicleos
del hipotalamo anterior, mostraron una mayor cantidad de
adenosina en las ratas viejas en comparacion de los otros
dos grupos.®® La posibilidad de que algunos cambios en el
namero o afinidad de los receptores para adenosina, sera
corroborado de manera parcial para los receptores A-1
gue se han encontrado disminuidos en el hipocampo de
animales viejos. Una especulacion de los resultados del
presente trabajo puede ser que los animales viejos posean
menos receptores o menor actividad de los mismos, tam-

bién es posible que se observen al mismo tiempo estas
dos posibilidades.

Ya se ha mencionado que el café también puede
afectar otros sistemas del neurotransmisor, ademas de
laadenosina. Por ejemplo, se ha reportado un aumento
de adrenalina, después de su administracion en seres
humanos*-¢ el mecanismo sobre la eleccion de des-
pertar se puede haber reforzado, por una liberacion de
acetilcolina.*’* Se tienen referencias de que cafeina
activa ciertas estructuras del sistema nervioso central,
como son el nucleo caudado, esto explica el aumento
de la actividad motora en animales que reciben cafeina,
también hay un aumento en los ndcleos del rafé y del
Locus Coeruleus.** Después de la administracion de
2.5 a5 mg/kg de cafeina, la activacion metabdlica seré
generalizada a otros componentes del sistema
nigroestriatal, tallamo, areas ventrales tegmentales de
la amigdala. Todo lo anterior se correlaciona con los
fenébmenos conductuales y de suefio reportados con
cafeina, y apoya una serie de efectos diferentes, de
cafeina, ademas del ya mencionado para la adenosina.
Todos ellos actian en la promocidn del estado de des-
pierto.

La privacion de suefio se comporté como lo ya repor-
tado por otros investigadores, esto es una supresién del
suefio MOR, y del suefio delta, pero, sobre todo, en ani-
males jovenes. Las ratas del primer dia tuvieron un efec-
to moderado sobre la supresién del aumento de suefio por
privacion del mismo. Mientras que en las ratas viejas la
cafeina en ambas dosis suprimid el fenémenos de rebote
de suefio.

También se mencion6 ya que mediante la técnica de
microdialisis en ratas viejas, la produccién de este
neurotransmisor, se encontrd elevada durante la vigilia.
Al mismo tiempo, cuando los animales fueron privados de
suefio y se midi6 adenosina se pudo comprobar que los
animales viejos tenian varios érdenes de magnitud de
adenosina, por arriba de las ratas jovenes. La pregunta
que sigue es: ¢como es posible que teniendo méas adenosina,
se duerma en peores condiciones? En un estudio recien-
te, los niveles de actividad y cantidad de los receptores A-
1, se encontraron disminuidos de tal manera que si esto se
corrobora, la elevacién de adenosina podria ser el resulta-
do de unaregulacion hacia abajo, y cambios en la sensibi-
lidad de los receptores adenosina como resultado del ex-
ceso de adenosina.>>%®

La dieta baja en calorias se ha propuesto como un
agente que retrasa los procesos de envejecimiento, pero
por su grupo, por estar interesado en los eventos relacio-
nados con suefio y vejez, nos decidimos estudiar animales
viejos con dieta normal y viejos con dieta baja en calorias.
La hipdtesis de trabajo fue que si estos animales tenian
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dieta hipocal6rica, como protectora del envejecimiento,
era posible entonces asesorar este efecto y por lo conoci-
do que es el proceso de disminucion de la cantidad y cali-
dad de suefio se estudiaron ratas viejas, de 21 meses de
edad, machos, F344. La reduccion en calorias a lo largo
de la vida de los animales fue de 60%. Se estudiaron cua-
tro grupos de ratas jovenes y viejas; ademas con dieta
baja en calorias y dieta normal. Los resultados mostraron
que el proceso de envejecimiento del suefio no se ve afec-
tado por este tipo de dieta.>”*® Lo cual puede llevar a
pensar en un programa de envejecimiento obligado del
cerebro.

CONCLUSIONES

La adenosina es una de las moléculas que intervienen
en la profundidad de dormir y al mismo tiempo en el res-
tablecimiento de los niveles de energia cerebral, la detec-
cion de este fendmeno, y més adelante la correccién o
modificacion de los diferentes receptores para inducir
suefio en el sistema de adenosina u otros, puede brindar
posibilidades terapéuticas, quiza para enfermedades
neurodegenerativas y neuropsiquiatricas, las cuales pue-
dan verse beneficiadas con suefio realmente profundo y

reparado.
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