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INTRODUCCIÓN

El sueño es un fenómeno

fisiológico que acompaña al ser

humano desde el nacimiento hasta

la muerte (figura 1). Durante el

transcurso de la vida pasamos

cuando menos un tercio dur-

miendo y, a pesar de que

diariamente experimentamos este Figura 1. Distribución del sueño a lo largo
, . , ,. de la vida dei humano, www.sro.org

fenómeno, poco conocemos de el. , a

Por las primeras descripciones mitológicas sabemos que el sueño, su

misteriosa presencia y su función han acompañado a la historia del hombre

desde siempre.

Mitología. Hypnos entre los griegos o Somnus entre los romanos son los

nombres del dios del sueño (figura 2). Hypnos hijo concebido sin pareja por

Nyx, diosa que reinó durante la noche que siguió a la creación del mundo. Nyx,

es hija del Caos, madre de numerosos dioses primordiales y, al parecer,

sucesora de Phanes, el dios creador.

Hypnos tuvo un hermano gemelo, también

concebido sin pareja, Tánatos, la muerte.

Hypnos se unió a Pashitea, una de las

gracias, con quién procreó tres hijos

Icaelus, Morfeo y Fantaso, también

conocidos como los Oniroi u Oneiros.

Según la mitología, Hypnos vive a! oeste,

en el inframundo, en los dominios de

Hades, hijo de Cronos y Rhea. Su morada

Figura 2. Estatua de Hypnos. e s u n palacio construido dentro de una gran
Museo de Almedinilla. Córdoba,
España cueva donde el sol jamás liega, como

tampoco lo hace el canto del gallo que

EM



despierta al resto de mundo. Por lo anterior, Hypnos vive siempre en

tranquilidad, paz y silencio. A un lado de su morada fluye Lete, el río del olvido,

hijo de Eris, la discordia; y a sus orillas crecen amapolas y plantas que liberan

fragancias somníferas. Hypnos lleva, todos los días, agua de Lete a los ojos de

los mortales y junto al perfume de las flores y al suave murmullo de las

lánguidas aguas se convierten en una invitación irresistible a dormir. Cuando

Hypnos camina por su palacio es acompañado, a menudo, por su hermano

gemelo Tánatos, por que cuando un mortal atraviesa la frontera del sueño su

espíritu es reclamado por Tánatos pero también cuando un mortal debe

regresar al mundo para reencarnar le hace beber y baña abundantemente sus

ojos con agua de Lete para que no recuerde sus vidas anteriores-. Cuando

Hypnos descansa ío hace al centro de su palacio, en un lecho de ébano sobre

blandas plumas y rodeado de

cortinas negras (figura 3). Su

sueño' es apacible y plagado de

historias. Es cuidado por sus tres

hijos que son la fuente de todos los

sueños, el grupo es dirigido de

manera leal y devota por Morfeo.

Moríeo brinda a su padre los

ensueños que contienen presencia

humana, . Icelus provee los

ensueños con animales y

Phantasus ofrece el ensueño con

formas inanimadas.
Figura 3. Hypnos y Morfeo en la morada
del primero, www.loggia.com/myth/

Los Oniroi sólo se presentan a los

mortales cuando están dormidos y pueden enviarles sueños, verdaderos y

faisos. Los verdaderos son predicciones que se verificaban, estos son enviados

a través de la compuerta de cuerno o puerta de asta (gate of horn). Los sueños

falsos, son ilusorios y están destinados a engañar, éstos llegan a través de la



compuerta de marfil o puerta de marfil (gate of ivory). El poder de Hypnos se

centra en la capacidad para dominar tanto a dioses como a mortales, ya que

todos necesitamos del sueño para vivir (Fluchaire P, 1994; Diccionario

mitológico, Enciclopedia británica).

La mención del sueño en los textos mitológicos es una forma de conocer el

aspecto poético. Sin embargo, el conocimiento no se ha limitado a eso ya que

la investigación científica realizada desde hace varias décadas nos ha brindado

sólidos conocimientos sobre la fisiología, anatomía y posible función del sueño.

Este conocimiento lo tenemos gracias al arduo trabajo de muchos

investigadores. Una breve semblanza sobre la historia del sueño es una forma

de conocer el avance que hemos tenido.

Historia de la investigación en sueño. Los primeros trabajos científicos

fueron descripciones conductuales tanto de seres humanos como de animales.

De hecho, todo nuestro conocimiento det sueño proviene. de dos

observaciones, la primera conductual y la segunda electroencefalográfica.

Aunque actualmente se comienza a describir a nivel molecular. Las primeras

observaciones conductuales datan de 350 a.C. cuando Aristóteles describió al

sueño como ..."una inhibición del sentido de la percepción para la

conservación" (referido por Edelson E, 1992). En 1846, Edward Binns publicó

el libro "The anatomy of steep". (referido por Edelson E, 1992). En 1863,

Kohlschutter describe la profundidad del sueño en humanos con base en la

intensidad de un estímulo acústico (campanilla) para despertarlos. También

formó una tabla numérica indicando la profundidad del sueño durante la noche,

ya que según sus observaciones, encontró que era más fácil despertar al

principio que al final del sueño. A pesar de no variar la intensidad y frecuencia

del estímulo (refereido en Fischgold H, 1965). En 1868, W. Griesinger sugirió

que las ensoñaciones estaban asociadas con periodos de movimientos

oculares (Griesinger W, 1868; referido por Edelson E, 1992). En 1875, Richard

Catón trabajando con conejos y monos y utilizando un galvanómetro, observó



variaciones de corriente en la "materia gris" las cuales tenían relación con la

conducta (Catón R, 1875). Durante el último tercio de ese siglo, se publicaron

los primeros escritos con detalles anatómicos y clínicos orientados hacia el

determinismo neurofisiológico del sueño. Estos fueron realizados por Gayet en

1875 en Francia y por Mauthner en 1890 en Austria. Estos trabajos muestran

la importancia de áreas mesencefálicas rostrales y de los efectos de las

lesiones que existen en síndromes letárgicos (referido en Bremer F, 1974).

Para finalizar el siglo, en 1899, Sigmund Freud publicó su estudio sobre las

ensoñaciones donde comenta que durante ei sueño, el cerebro se encuentra

muy activo mientras que los músculos del cuerpo están totalmente relajados;

especulando que esto era un mecanismo para prevenir la actuación de los

sueños (referido en Chokroverty S, 1999).

En 1907, Rene Legendre y Henri Piéron

describen la "hipnotoxina" a partir del líquido

cefalorraquídeo de perros privados de sueño;

pero es hasta 1913 cuando Piéron sugiere la

relación entre algunas sustancias química

corporales y el sueño en su.libro Le probléme

physiologique du sommeil (Piéron H, 1913).

Años después, en 1923, Nathaniel Kleitman

muestra que la privación prolongada de sueño

provoca descenso en la temperatura corporal,
, ., , -. , . ., Figura 4, Frederic Bremer,

confusión en la conciencia y desorientación pionero en ,a ¡nvestigadón

(referido en Kleitman N, 1939). Ese mismo año, de la neurofisiología del
• „ . . ,.,.,,. , - i . - , i . ., - sueno.www.wfsrs.org

J.A. MacWilliam describió dos estados de sueno:

el "no alterado" y el "alterado", el segundo lo asoció con incremento en la

presión sanguínea y respiración (MacWilíiam JA, 1923). En 1929, Hans Berger,

Jefe del departamento de neurología del Hospital Estatal de Jena, realiza el

primer registro de actividad eléctrica cerebral en humanos y usa el término

electroencefalograma para referirse a sus registros de actividad eléctrica

TESIS CON
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(Berger H, 1929, 1938). Durante los siguientes 10 años Berger, continuó el

registro de microseñales eléctricas cerebrales con un galvanómetro de

Edelmann y después con un galvanómetro de bobina de Siemens. Las

corrientes que observó apenas rebasaban el nivel de ruido provocado por los

primitivo de lo aparatos. A pesar de ello, logró registrar ondas regulares de 10

ciclos conocidas actualmente como ritmo alfa y demostró que la actividad

eléctrica cerebral se deriva del tejido neuraf. Sí bien al principio sus trabajos no

fueron tomados en consideración por los especialistas, éstos encontraron el

merecido reconocimiento cuando fueron confirmados por dos fisiólogos

reconocidos, Adrían y Matthews, en 1934 (Maas JB, 1998).

Las epidemias de encefalitis viral que frecuentemente aparecían durante la

década de 1920 brindaron un camino a Constantin von Ecónomo para mostrar

que los pacientes que morían con insomnio presentaban lesiones inflamatorias

en el hipotálamo anterior mientras que los pacientes que morían con

hipersomnia presentaban lesiones del hipotálamo posterior a nivel del núcleo

oculomotor (von Ecónomo C, 1930). Ese mismo año, Frederic Bremer (figura 4)

desarrolló dos preparaciones con el cerebro de gatos.. Éstas fueron

denominadas el encépale isolé y el cerveau isolé, producidas por un corte de la

unión de la médula oblongata con la médula espinal, el primero, y a nivel

intercoficular, el segundo. En el cerveau isolé, Bremer, describe que el

electrocorticograma de gatos tiene, persistentemente, ondas lentas de 6 a 10

Hz de amplitud regular y ios gatos presentaban pupilas mióticas, similares a tos.

animales que duermen. En tanto que en la preparación encépale isolé el ciclo

sueño vigilia está intacto (figura 5). Concluyendo que el sueño es un estado

pasivo, que aparece como resultado de la ausencia de estímulos externos.

(Bremer F, 1974).

En 1937, Loomis, Harvey y Hobart describieron los resultados obtenidos

después de 30 noches de registro electroencefalográfico en humanos.

Observaron que el sueño está hecho de una serie de estados, cuyos cambios



ocurren espontáneamente, y aparentemente como resultado de un "estímulo

interno". Esto los llevó a proponer que los estados de conciencia estaban

compuestos por cinco niveles (figura 6). Uno le corresponde a la vigilia y los

restantes a diferentes profundidades del sueño (Loomis A, 1937).

rv D

Figura 5. La preparación cerebral denominada cerveau ¡solé (Figura D, área B)
realizada por Bremer en 1935 indujo sueño de ondas lentas corticales con
espigas de gran amplitud (Figura B) y miosis (Figura C).. En contraste, la
preparación denominada encéphale ¡solé (Figura D, área A) indujo actividad
cortical de bajo voltaje (A). Bremer F. Bul!. Acad. R. Med. Belg. 1937; 4:68-86.

FALLA DS ORIGEN
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F/gwra 6. Probablemente el primer hipnograma de humano presentado en
la historia del sueño. Loomis observó que durante las ensoñaciones (D) el
electroencefalograma cambiaba hacia el estado B. Loomis A. J Exp
Psychol. 1937;21:127-144.

En 1939, Ranson realizó una serie de experimentos en monos con el fin de

reproducir los experimentos de von Ecónomo. Sus resultados fueron parciales

ya que no pudo reproducir los efectos observados en el sueño después de la

lesión del hipotálamo anterior (Ranson SW, 1939). Años después, Nauta, en un

artículo que tardó en ver la luz debido a los problemas de la guerra, reproduce

los estudios hechos por von Ecónomo y publica una detallada validación

histológica de las lesiones. Sin embargo, reporta que la lesión de ambas

regiones hipotalámicas en la misma rata no modifica el ciclo sueño vigilia

(Nauta WJH, 1946).



?
reticular act¡vador

En 1944, Hess describió que la

estimulación de bajo voltaje y baja

frecuencia de un núcleo talámico

(massa intermedia) inducía conducta

de sueño en gatos {Hess WR, 1944).

Posteriormente, Monnier mostró que

la estimulación de los núcleos

intralaminares del tálamo induce

sueño y sincronización del electro-

encefalograma, llamándolo sueño

ortodoxo (Monnier M, 1960). En 1949,

aparece una re interpretación a los ^el cerebro humano, www.sro.org

trabajos de Bremer. Moruzzi y Magoun

explican que en el corte que realizó Bremer existe una región necesaria para el

mantenimiento de la. vigilia, y diseñan una serie de experimentos que

culminaron con la postulación de que la formación reticular del tallo cerebral

influye sobre la corteza mediante un sistema de activación para inducir alerta,

llamando a esto el sistema de activación reticular ascendente (figura 7)

(Moruzzi G, 1949).

Algunos años después, en 1952, Nathaniel

Kleitman (figura 8) se interesó en ía activación

cerebral periódica, que según él, se reflejaba en

la cantidad de movimientos oculares, a esto ie

llamó basic rest-activity cycle (BRAC) y

encomendó esta investigación a su estudiante

de doctorado, Eugene Aserinsky. Durante la

investigación Aserinsky observó veloces

movimientos oculares que se presentaban

Figura 8. Dr. Nathaniel repentinamente durante el"sueño. Esto originó
Kleitman, en una foto no m 1953, Uno de los más grandes
fechada, www.wfsrs.org d e s c u b r ¡ m ¡ e n t o s e n | a investigación del sueño;



cuando Nathaniel Kleítman y Eugene Aserinsky describen el sueño de

movimientos oculares rápidos (SMOR).

Durante sus estudios de sueño, observaron periodos de movimientos oculares

caracterizados por ondas de baja amplitud generalmente de 15 a 20 Hz y de 5

a 8 ciclos por segundo. Asociados con este estado encontraron cambios en los

latidos del corazón y fa respiración (figura 9). Cuando se despertaba a los

sujetos durante esta fase, alrededor del 75% describía experiencias muy

vividas en sus ensoñaciones y el 25% restante reportó "la sensación de haber

estado soñando" aunque sin recordar detalles. Cuando los sujetos eran

despertados durante otra fase que no fuera de movimientos oculares rápidos,

sólo 9% describió ensoñaciones y otro 9% la sensación de haber estado

soñando (Aserinsky E, 1953). •

Continuando con el tema, en 1957 Dement y Kleitman describen que el SMOR

es recurrente durante la noche, formando ciclos que van de 90 a 100 minutos.

Estos investigadores propusieron un sistema de cinco etapas para la

clasificación de! sueño: SMOR y sueño sin movimientos oculares, el segundo

fue dividido en cuatro fases (Dement W, 1957). Un año después Dement

muestra el patrón electroencefalográfico de bajo voltaje. (SMOR) durante el

sueño conductual del gato (Dement W, 1958).

Este fenómeno encontrado en el gato fue analizado por Jouvet (figura 10) y un

año después, en 1959, describe uno de los principales fenómenos que se da en

el sueño MOR, la atonía muscular. Casi todos habían asumido que la actividad

muscular transcurría en forma similar a la profundidad del sueño, sin embargo,

este investigador muestra que durante el sueño de ondas lentas había actividad

muscular pero al llegar el SMOR la actividad muscular desaparecía (Jouvet M,

1959). Este descubrimiento fue confirmado dos años después en estudios con

humanos realizado por Ralph Berger (Berger R, 1961). En 1960, Marcet

Monnier descubre el péptido inductor de sueño delta (DSIP), un péptido que
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cuando es inyectado en animales produce sueño e incrementa la cantidad de

sueño MOR (referido en Chokroverty S, 1999). Un año después, en 1961,

Jouvet de nuevo muestra que en el gato existe actividad eléctrica en la región

del puente durante el SMOR y propone que el sueño está compuesto de dos

diferentes estados, el sueño telencefálico (de ondas lentas [SOL]) y el

rombencefálico (sueño paradójico o SMOR) (Jouvet M, 1961). Al año siguiente,

Sterman y Clemente muestran que tanto la estimulación eléctrica de alta y baja

frecuencia en cerebro basal anterior, en la preparación realizada por Moruzzi

así como en gatos normales, inducía la sincronización de! EEG y sueño,

respectivamente (Sterman MB, 1962). Esto fue confirmado aunque por medios

farmacológicos por Hernández-Peón, un año después (Hernández-Peón R,

1963).

Figura 9. Aserinsky y Kleitman demostraron la existencia de movimientos
oculares verticales (RV) y horizontales (RH) durante el sueño. Estos
movimientos oculares estaban asociados a actividad cortical de baja amplitud
(RF), movimientos corporales e incremento en la respiración. Aserinsky E.
Science. 1953; 118:273-274.
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En 1962, Brooks encuentra que la misma actividad eléctrica descrita por Jouvet

en el sueño MOR se observa en el núcleo geniculado lateral (referido en

Chokroverty S, 1999) y casi inmediatamente Evarts completa el episodio

demostrando la presencia de estas ondas en la corteza visual (Evarts EV,

1962). De 1962 a 1964 se describe la presencia de neuronas que contienen

serotonina y noradrenalina en el tallo cerebral (Falck B, 1962; Dahlstrom A,

1964) y por último en 1965, Jouvet muestra las "conductas oníricas" después

de lesionar el puente (referido en Chokroverty S, 1999). Durante los siguientes

años la investigación en sueño se acelera y el

número de descubrimientos se incrementa.

Todos los estudios de sueño tienen en común

que utilizan la electroencefalografía, así que

en 1968 Alan Rechtschaffen y Anthony Kales

publican el manual para estudios de sueño en

humanos (Rechtschaffen A, 1968) y dos años

después aparece un manual similar para

estudios en la rata (Timo-laria C, 1970).

Durante esos mismos años se publica el Fi9ur* 10. Michael Jouvet,
www. wfsrs. org

manual de las fases de sueño en gatos

(Grahnstedt S, 1980; Ursin 1981).

Sueño en el humano y en la rata. La definición científica de sueño se basa en

características conductuales y criterios fisiológicos. Los criterios conductuales

incluyen 1) disminución o ausencia de movilidad, 2) ojos cerrados, 3) menor

respuesta a los estímulos externos, 4) postura característica y 5) reversibilidad

del estado. (Tobler I, 1995). Los criterios fisiológicos están basados en los

descubrimientos de la electroencefalografía, la electroocuíografía y la

electromiografía.

Sueño en humanos. El ciclo sueño-vigilia en el humano consiste en vigilia,

sueño de ondas lentas (SOL) que se divide en cuatro estados (I, II, III, IV) y
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SMOR. Durante la vigilia, el EEG presenta un patrón de bajo voltaje y alta

frecuencia conocido como ritmo a y (3. El tono muscular es elevado y hay

actividad ocular. Ef sueño lento o sueño no MOR ocupa entre 75 y 80% del

tiempo total de sueño en el adulto. El estado I ocupa entre 3 y 8% del tiempo de

sueño, el EEG presenta ondas de bajo voltaje (50 a 75 uV) y de 5 a 7 Hz de

frecuencia, aparecen las llamadas ondas vértex con una amplitud mayor a 200

uV. El estado II, ocupa 45 a 55%, se presentan los husos de sueño con una

frecuencia de 12 a 14 Hz y una duración mínima de 0.5 segundos, formando 6

o 7 ondas; también aparecen los complejos K que son ondas negativas

seguidas de curvas positivas con duración mayor a medio segundo. El estado

III y IV, o sueño delta, ocupan entre 15 y 20%; se dice que es estado III cuando

se observa por lo menos 20% pero no más de 50% de actividad lenta (2 Hz)

con amplitud promedio de 75 uV en la época. Se dice que es en el estado IV

cuando existe un mínimo de 51% de la actividad previamente descrita para

estado Eli en la época. De manera global se observa que conforme desaparece

la vigilia e inicia el estado I en el electroencefalograma aparece una

disminución de las ondas alfa hasta llegar a ser menos del 50% de una época.

Las ondas alfa son remplazadas por ondas theta (y algunas beta)

acompañadas por algunos movimientos oculares lentos, el tono muscular

disminuye paulatinamente. A los pocos minutos el hipnograma muestra ráfagas

de de espigas de 12 a 16 Hz mezcladas con complejos K, no se observan

movimientos oculares y el tono muscular es menor en comparación al estado I.

Paulatinamente e! sueño progresa a los últimos estados caracterizados por

ondas delta que constituyen entre 20 o más del 50% de una época. Los

estados III y IV son brevemente interrumpidos por episodios de estado I!, el

cual continua con el primer episodio de sueño MOR, 60 a 90 minutos después

de la aparición de sueño (figura 11). {Chokroverty'S. 1999; Carskadon M,

2000).El sueño MOR ocupa entre 20 y 25% del tiempo total de sueño. Con

base en los criterios antes mencionados (EOG, EMG, EEG) puede ser dividido

en dos estados: tónico y fásico. El estado tónico se caracteriza por
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desincronización del EEG, hipertonía o atonía de los principales grupos

musculares y depresión de los reflejos mono o polisinápticos. El estado fásico

es discontinuo y superimpuesto al estado tónico. Se observan espasmos

musculares faciales o en las extremidades, irregularidades cardiacas,

respiratorias y no existe regulación de la temperatura a nivel central

(Chokroverty S. 1999; Carskadon M, 2000).

Su«fio lento MOR

—\̂ ~4-—JU-—JU"—JU—A~~Y—-Jf

EEG

ojo« c»iriríi<Jo« ojo» »toi<Sírfcos

•^s^tWWkt^itfr^^—***** ""••»*

Figura 11. Características electrofisiológicas de la vigilia y los diferentes
estado del sueño en humano. EEG ~ electroencefalograma;
EOG-electrooculograma; ECG-Electrocortico grama; RES-respiración;
EMG-electromiograma. Nicolau MC, Prog. Neurobhl. 2000; 62:379-406.

El primer periodo de sueño MOR aparece después de 90 minutos de iniciado el

sueño y dura solo unos minutos. El sueño del individuo progresa a estado II,

seguido por el estado III y IV antes de iniciar el segundo sueño MOR. Un ciclo

tota! de sueño consiste de la secuencia de sueño no MOR y sueño MOR con

duración aproximada de 90 a 110 minutos. Generalmente se observan durante
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una noche cuatro a seis ciclos de sueño. La duración del sueño MOR se

incrementa conforme transcurre la noche llegando a ser mas amplio durante la

mañana o al final de la noche. En contraste, el sueño lento o no MOR

predomina a principio de la noche (Chokroverty S. 1999; Carskadon M, 2000). '

Sueño en la rata. En la rata, la vigilia se presenta con actividad cortical rápida

(40 Hz), ondas de 60 uV en registros monopolares y hasta 80 uV en bipolares.

Se observa ritmo theta que va de 5 a 9 ciclos por segundo (es) y amplitud

hasta de 200 uV; el EMG es muy activo. Este estado representa alrededor del

20% del ciclo sueño-vigilia. El sueño se divide en SOL (I y II) y MOR; los cuales

forman ciclos con duración aproximada de 10 minutos. El estado I se

caracteriza por ondas corticales de 2 a 10 es y de 400 uV en registros

monopolares, mientras que en bipolares llegan a 350 uV; el EMG disminuye en

amplitud. Esta fase ocupa entre el 15 y 30% del ciclo. Posteriormente transita ai

estado II donde aparecen espigas que se incrementan en número, duración y

amplitud. La frecuencia de las espigas varia de 5 a 15 es; el tono muscular va

desapareciendo. Esta fase ocupa alrededor del 50%. El SMOR está

caracterizado por ondas de baja amplitud (80 uV) y alta frecuencia, se observa

ritmo theta en el hipocampo y el tono muscular está ausente; esta fase de

sueño representa alrededor del 8 a 10% del ciclo (timo-laria C, 1970;

GottesmannC, 1992). . ;

Generadores del electroencefalograma. Los electrodos de superficie en

humanos y los de profundidad que se implantan permanentemente en el cráneo

de animales pueden detectar los cambios de frecuencia y amplitud en las

señales eléctricas que el cerebro genera a lo largo del ciclo sueño vigilia. Las

principales estructuras involucradas son la corteza cerebral, hipocampo,

cerebro basal anterior, tálamo y tronco cerebral.

Corteza. Los primeros estudios fueron realizados por Evarts, demostrando que

la actividad unitaria de neuronas piramidales corticales se reduce cuando el
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sujeto está en SOL y se recupera, hasta un nivel similar a la vigilia, durante el

sueño MOR. En esta fase los patrones son rítmicos en comparación con fa

vigilia. Posteriormente, Hobson demostró que la corteza de asociación del gato

muestra una reducción en su frecuencia de disparo y presenta un patrón de

actividad-reposo durante el SOL. Mientras que durante el sueño MOR su

actividad aumenta en comparación con ta vigilia. Steriade observó menor

actividad* aunque en forma rítmica* en neuronas piramidales corticales durante

el SOL, además que las interneuronas de esta región aumentan

progresivamente su frecuencia de disparo hasta llegar a un máximo durante el

sueño MOR. {ver Drucker-Colín R. 1990).

Hipocampo. En esta estructura se puede recoger el ritmo theta durante la

vigilia activa y el sueño MOR. Se distinguen cuatro tipos de actividad. Ef

primero, proviene de las células piramidales y granulares de la región superior

del hipocampo y def giro o fascia dentada. Estas células aumentan su actividad

durante el SOL y la diminuyen en vigilia y sueño MOR. El segundo tipo de

actividad proviene de las células theta conocidas así por estar asociadas con la

generación de este ritmo. El tercer ritmo, se encuentra en las neuronas de las

fibras aferentes al hipocampo como la vía perforante o las fibras comisurates

hipocampales. Debido a que responden con un patrón de descarga similar a las

células de Renshaw de la médula espinal se supone que son interneuronas que

reducen su actividad durante la vigilia y el sueño MOR. Por último,

encontrarnos las células de lugar (place ceüs), las cuales aumentan su

frecuencia de disparo durante el sueño MOR {Drucker-Colín R. 1990).

Cerebro basal anterior. Esta región incluye el área preóptica en donde se ha

observado, al iguaf que las células de la banda diagonal de Broca, de la

sustancia innominada y el globo pálido, descargas de mayor frecuencia durante

el SOL en comparación con la vigilia o el sueño MOR. Estas células aumentan

su frecuencia de disparo entre 1 a 5 segundos antes de que se observen

signos de sincronización del EEG. Esto sugiere que intervienen en la
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sincronización de! EEG aunque no se puede asegurar que faciliten el SOL. Por

último, en el núcleo accumbens, un área involucrada en los procesos de

adicción y recompensa, se ha mostrado que sus neuronas descargan

preferentemente durante la vigilia y el sueño MOR. (ver Drucker-Colin R. 1990).

Tálamo. Los estudios realizados por Hess y Monnier mostraron que la

estimulación de los núcleos de la masa intermedia o de los núcleos

intralaminares del tálamo inducen SOL. Posteriormente, Steriade, describió los

mecanismos por los cuales el tálamo genera los husos de sueño (spindles) que

aparecen durante el SOL. La propuesta se basa en la actividad de las neuronas

de los núcleos específicos talámicos. Las neuronas del núcleo reticular talámico

y del tálamo presentan oscilaciones de actividad, mismas que están acopiadas

en forma invertida. Cuando fas células del primero descargan, las del segundo

están silentes y viceversa. Las neuronas colinérgicas del área mesopontina

peribranquial inhiben la aparición de los husos de! sueño, hiperpolarizando a

las neuronas del núcleo reticular. Estas neuronas colinérgicas reducen su

actividad espontánea sólo unos milisegundos antes y durante la aparición de

los husos de sueño, (ver Drucker-Colín R. 1990).

Tronco cerebral. Moruzzi y Magoun fueron tos primeros en demostrar que la

activación de la formación reticular del tronco cerebral induce desincronización

del EEG. Posteriormente se demostró que las células de ia formación reticular

mesencefálica aumentan su frecuencia de disparo unos milisegundos antes y

durante los periodos de desiricronización del EEG tanto en la vigilia como en ei

sueño MOR. Además, la actividad unitaria de las células de la formación

reticular póntina (FRP) aumenta durante ta vigilia activa y el sueño MOR. Por

contraparte, la estimulación eléctrica y colinérgia de esta región produce

desincronización del EEG. Las neuronas que forman el complejo del rafe y del

locus coeruleus inervan regiones corticales. Actualmente se sabe que la

actividad unitaria de estas células se reduce durante el sueño lento y

prácticamente desaparece durante el sueño MOR. Esto sugiere que la
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presencia de ondas lentas en el EEG dependen, al menos en parte, de la

activación del cerebro basal anterior y de estructuras tatámicas (ver Drucker-

ColínR. 1990).

Tono postura!. Las primeras descripciones fueron realizadas por Jouvet, quien

mediante lesión del tercio caudal del locus coeruleus en el gato, indujo

supresión de la atonía muscular durante el sueño paradójico. Esta lesión

permitió observar la expresión de una conducta alucinatoria "de miedo y

defensa contra un enemigo imaginario" en el gato. Por lo anterior se pensó que

el locus coeruleus controlaba la atonía muscular. Recientemente se ha

demostrado que la lesión que induce atonía muscular se localiza ventralmente

a este núcleo. La estimulación colinérgica de esta región induce atonía sin

inducir sueño MOR. Se propone que estas neuronas son las encargadas de la

atonía ya que proyectan sus fibras axonales hacia el tracto del tegmento

reticular lateral y hacen sinápsis con neuronas del núcleo magnocelular y

núcleo paramediano. Estos núcleos proyectan sus axones por el tracto retículo

espinal ventrolateral hacia diferentes niveles de la medula espinal haciendo

sinápsis con interneuronas inhibitorias que al parecer utilizan glicina como

neurotransmisor {ver Drucker-Colín R. 1990).

A pesar de los grandes avances antes descritos en ia fisiología del sueño, una

de las principales preguntas persiste, ésta es ¿cual es la función del sueño?

Este tema se ha tratado de diseccionar mediante diversas propuestas

cristalizadas como teorías cuya función es dar una explicación plausible a este

fenómeno. A continuación, describo la teoría neurotrófica del sueño, como

marco de referencia al tema de esta tesis.

Teoría neurotrófica del sueño. Las teorías que buscan explicar fa función del

sueño se clasifican en dos grandes familias: las que postulan que el sueño

sirve para las funciones corporales y las que se enfocan al postulado de que el

sueño sirve para mantener, reparar o consolidar sinápsis o circuitos

neuronales. El principal problema asociado con las teorías enfocadas hacia la
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función corporal es su incapacidad para explicar el porque la necesidad de

perder la vigilia para realizar un"reparación" corporal. En contraste, y según fa

teoría neurotrófica, si el sueño sirve para estimular y preservar las sinápsis

necesarias para la sobrevivencia del organismo pero que fueron

insuficientemente estimuladas durante la vigilia, entonces se entiende la

necesidad de detener los mecanismos que mantienen la vigilia. (Krueger JM.

1993).

El principal argumento en el que se basa la teoría neurotrófica del sueño es la

organización funcional del cerebro tomando como punto angular la teoría

propuesta por Edelman (Edetman GE, 1987) conocida como Darwinismo

neurona! y cuyos principales argumentos son:

• Las conexiones macroscópicas dentro del cerebro están

codificadas genéticamente. ,

• Las conexiones microscópicas se desarrollan por mecanismos

epigenéticos.

• En organismos adultos, las conexiones específicas entre

neuronas son dinámicas y dependientes de uso.

• Las conexiones dependientes de uso promueven la formación de

grupos neuronales, que son la unidad fundamental de

organización cerebral.

A estos puntos, James Kruger (figura 12) autor de la teoría neurotrófica del

sueño {Krueger JM, 1993,1995) añade que:

• La actividad cerebral desarrollada durante la vigilia promueve la

estimulación desproporcionada de algunas sinápsis mientras que

otras sinápsis también necesarias para la sobrevivencia del

organismo no son suficientemente estimulados.

• El sueño serviría para brindar un modelo de estimulación neuronal

• que ayude a preservar sinápsis críticas para la sobrevivencia pero

insuficientemente estimuladas durante la vigilia.



19

• La estimulación neuronal sería dependiente de la síntesis de

sustancias, principalmente factores de crecimiento (citocinas), los

cuales a su vez serían sintetizados dependiendo de la necesidad

de su uso, Las sustancias generadas servirán para inducir

oscilaciones de actividad neuronal cuya función será mantener,

diseñar, rediseñar y preservar la sinápsis.

• El uso de sinápsis favorecerá la formación de grupos neurónales.

Las proyecciones anatómicas entre grupos neurónales les permitirá formar

elementos de "alto orden" los cuales serán los coordinadores globales para

ingresar al sueño.

Figura 12. James
Krueger, autor de la
teoría neurotrófica
del sueño.
www.sro.org

A nivel de grupo neuronal, los factores de crecimiento

sintetizados pueden interactuar con más de un grupo y

sus efectos podrán diferir dependiendo del' grupo

neuronal. A nivel celular, los efectos moleculares de las

sustancias sintetizadas pueden ser en la inducción de la

síntesis de canales iónicos específicos o moléculas

críticas para la "necesidad" sináptica. Esta teoría sugiere

que la somnolencia es un estado que se da como

resultado de que varios grupos neurónales entrarán en

sueño, y el sueño aparece % cuando un número

"suficiente" de grupos neurónales se sincronizan.

Tirosínas cinasas. La teoría neurotrófica del sueño sugiere que los factores de

•crecimiento, que pertenecen a la familia de las citocinas, son algunas de las

moléculas implicadas en los procesos funcionales del sueño. Las citocinas son

una superfamilia de polipéptidos conformada por ocho subfamilias. Una de

estas subfamilias está integrada, por ¡os factores de crecimiento (Ebadi M,

1997). Los factores de crecimiento al igual que la mayoría de las citocinas

tienen como receptores proteínas con actividad de tirosina cinasa (figura 13).
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Es decir que cuando el factor de crecimiento se une al receptor promueve la

transferencia de un grupo fosfato al dominio intraceiular del receptor.

Esta fosforilación provo-

ca la activación de

segundos mensajeros y

la fosforilación de

proteínas en el núcleo.

La fosforilación de

proteínas juega un papel

central en la regulación

de muchos procesos

celulares. Los procesos

deseñalización activados

NEUROTRANSMrTTERS

ACTION POIENTIAL

i FACTORS

PHVSIOIOGICAI Ef FECTS

por tirosina cinasas (PC) Figura 13. Integración de ios diferentes tipos de
son reversiblemente con- receptores con enzimas intracelutares. Hunter T,

Cell. 80:225-236. 1995

trolados por las pro-

teínas fosfatases (PF). Las últimas estimaciones apuntan que en el humano

existen alrededor de 2000 genes de PC y 1000 de PF (Hunter T, 1994). Las PC

se dividen en tres grandes familias de acuerdo al aminoácido en que se

fosforilan: serina/treonina cinasas, tirosina cinasas y recientemente un nuevo

grupo denominad dual ya que se puede fosforilar en ambos aminoácidos

(serina, treonina o tirosina) (Girault J-A, 1993).

Receptores con actividad de tirosina cinasa. La fosforilación de proteínas en

sitios de serina y treonina fue establecida a mediados de 1960 y consolidada en

la década de 1970. Sin embargo, la fosforilación de proteínas en el aminoácido

tirosina fue descubierta hasta 1979 mediante estudios con virus tumorales,

poliomavirus, virus del sarcoma de Rous y virus de la leucemia de Abelson

(Hunter y Sefton 1980). Su presencia ha sido descrita y demostrada en varios
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Figura 14. Gráfica que muestra la distribución de receptores con actividad de
tirosina cinasa en e1 cerebro de rata. Girault, J~A,, Neurochem. Int. 1993;
23:1-25.

tejidos, incluyendo el cerebro (figura 14). La actividad de estas proteínas, así

como el tipo de virus que a través de los cuales se encontraron, sugirió casi

inmediatamente el postulado de que la fosforilación en tirosina juega un papel

importante en el crecimiento, sobrevivencia celular, en el cambio morfológico y

cáncer. Esto fue parcialmente confirmado con el descubrimiento de los

receptores para factores de crecimiento (Girault, J-A, 1993).Los receptores

para factores de crecimiento son receptores que se fosforilan en el aminoácido

tirosina y muestran una topología más o menos similar entre ellos. Ésta

consiste en que al exterior tienen con una larga cadena de aminoácidos con un

sitio de unión glucosilado, una región transmembranal hidrofóbica y una región

citoplásmica que contiene cuando menos un dominio con actividad catalítica de

tirosina cinasa.

T-7CTC -

fALLA DE ORIGEN
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La unión del factor de crecimiento a la cadena larga exterior, acarrea cambios

conformacionales del dominio extracelular e induce la oligomerización del

receptor. La oligomerización del receptor permite la transmisión de un cambio

conformacional del dominio extracelular hacia el dominio citopfásmico sin

requerir alteraciones en la posición de los aminoácidos del dominio

transmembranal (figura 15). La oligomerización de los receptores es un

fenómeno universal entre los receptores para factores de crecimiento.

Posteriormente a la oligomerización se produce la endocitosis del complejo

factor de crecimiento-receptor para el recidamiento del receptor {Hunter T,

1995).

Los receptores a factores de crecimiento se les considera sumamente

complejos debido a que pueden llegar a activar hasta 10 tipos diferentes de

enzimas intraceluiares que normalmente forman parte de su sistema de

segundos mensajeros (Hunter T, 1995; Hackel PO, 1999; Heldin CH, 1999). En

este sentido, estudios in vitro han mostrado algo muy interesante y esto es que

dos receptores (factor de crecimiento epidérmico y factor de crecimiento

derivado de plaquetas ) tienen casi las mismas enzimas intraceluiares como

segundos mensajeros, esto ha motivado el desarrollo de muchos estudios (casi

todos in vitro) para conocer el papel de cada uno de estos receptores en la

fisiología celular (Levitzki A, 1995).

Factor de crecimiento epidérmico (EGF). Fue aislado en 1962 de glándulas

submaxilares de ratones como un contaminante del factor de crecimiento

nervioso (NGF). El EGF mostró capacidad para inducir apertura precoz de ojos

y aparición, de incisivos en ratones como resultado de la estimulación del

crecimiento epidérmico y de la queratinización (Cohén, 1962). Posteriormente,

la denominada urogastrona, que inhibe la secreción de ácidos gástricos en la

mucosa intestinal y que fue aislada a partir de orina humana, se identificó como

EGF(GregoryH, 1975).

TESIS CON
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Figura 15. Representación esquemática de algunos miembros de la familia
de receptores a factores de crecimiento. EGFR=receptor al factor de
crecimiento epidérmico; PDGFR-receptor al factor de crecimiento derivado
de plaquetas; INSR^receptor a insulina; NGFR-receptor al factor de
crecimiento nervioso; PGFR=receptor al factor de crecimiento a fibroblastos.
Schenk PW, Snaar-Jagalska E. Biochem Biophysica Acta. 1999; 1449:1-
24.

El EGF es un polipéptido de 53 aminoácidos, de los cuales seis son cisteínas

que forman tres puentes disulfuro. Estos puentes dtsulfuro le confieren

importantes características para mantener su actividad biológica. Su peso es de

6045 daltones. En ratones, ei precursor del EGF es una molécula de 1217

aminoácidos con 66% de homología con el precursor de EGF humano. El EGF
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El EGF junto a otras moléculas forma una familia de factores de crecimiento

debido a ia estructura molecular de todos ellos y a que todos aunque con

diferente afinidad se unen ai receptor para EGF. La familia está compuesta por

el factor de crecimiento transformante (TGF) a, la amfiregulina (AR), el factor

de crecimiento similar al EGF unido a heparina (HB-EGF), la betacelulina (BTC)

y el factor de diferenciación heregulina (NDF/HRG) (Hackel PO, 1999).

Se ha demostrado ampliamente la presencia del ARNm para EGF en varias

regiones del cerebro de ratones desde el día 14 embrional. Estas cifras se

incrementan paulatinamente hasta llegar a las que tendrán de adultos a los 2

meses en hembras y a los 3 meses en machos. En ratones adultos la

concentración de EGF en suero se encuentra en el orden de 350 a 400 pg/ml y

en plasma es menor a 5 ng/ml (Perheentupa J, 1985). En humanos ia

concentración de EGF en suero es de aproximadamente 780 pg/ml en hombres

y 604 pg/ml en mujeres. Las cifras plasmáticas oscilan en el rango de 1 a 5

ng/ml (Joh T, 1986). En orina la concentración es de 70 a 80 ng/ml entre los 2 y

20 años de edad; de 30-50 ng/ml entre los 30 y 55 años y menos de 20 ng/ml a

los 70 años (Mattila AL. 1986).

El EGF es sintetizado en la glándula submaxilar, riñon, páncreas, intestino

delgado, glándula pituitaria y cerebro. También se encuentra en fluidos

corporales como saliva, sangre, líquido cefalorraquídeo, líquido amniótico,

fluidos prostéticos, jugo pancreático y leche {Carpenter G, 1990), En el cerebro

se encuentra en el cerebro anterior y medio, así como en áreas pálidas. El EGF

fue detectado, por radíoinmunoanálisis, en concentraciones que oscilan entre

0.33 a 0.99 ng/g de peso húmedo en cerebro adulto de rata: 0.99 taflo cerebral,

0.56 hipocampo, 0.48 cerebelo, 0.33 diencéfalo y telencefalo (Schaudies RP,

1989).
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El EGF, como otros factores de crecimiento, puede actuar de manera autócrina

(sobre la misma célula que lo produce), de manera parácrina (sobre las células

adyacentes) o endocrina (en tejidos distantes).

EGFR. El EGFR es el receptor para el EGF. Es una proteína transmembranal

de 170 kDa, de ios cuales 130 kDa corresponden a una cadena polipeptídica y

ef resto a otigosacáridos. El receptor maduro está compuesto de 1186

aminoácidos y presenta cuatro dominios, un dominio extracelular donde se une

el EGF (que es un segmento de 621 aminoácidos), un _ segmento

transmembranal hidrofóbico de 23 aminoácidos, un segmento próxima! al

citoplasma de 542 aminoácidos donde se une el ATP y un segmento

citoplásmico terminal donde ocurre la fosforilación (figura 16 y 19). La unión del

EGF al dominio extracelular estimula fa actividad de tirosina cinasa provocando

la autofosforilación del receptor a nivel intracelular y la activación de diversos

vías de segundos mensajeros (figura 16). Similar a otros factores de

crecimiento, la unión del EGF a su receptor va seguida de cambios en la

morfología de la superficie celular, lo que conlleva la internalización

(endocitosis) del complejo EGF-receptor provocando un decremento de la

densidad de receptores. La familia de receptores al EGFR está compuesta por

los receptores Neu/ErbB-2/HER2, ErbB-3/HER3, y ErbB-4/HER4, que son

estructural mente similares al EGFR. (Hackei PO. 1999). Se ha detectado la

presencia de receptores para EGF, desde el día 15 embrionario teniendo un

incremento el día 19; estas cifras disminuyen progresivamente hasta el día

postnatal 11, para posteriormente incrementar hasta las cifras que mantendrán

de adultos (Gómez-Pinilia F, 1988). Estudios de inmunolocalización,

autoradiografía e inmunohistoquímica realizados en el cerebro de ratas adultas

muestran la presencia de EGFR en neuronas y menos en astrocitos.

Principalmente en regiones corticales (capas IV y V), hipocampo (giro dentado

y CA), amígdala, sustancia negra, caudoputamen, estriado, zonas ventriculares

y subventriculares y cerebro basal anterior (Quirion R, 1988; Wiedermann CJ,

1988; Plata-Salaman CR. 1991).
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Efectos en neuronas. En

cerebros embrionarios el EGF

promueve el crecimiento y actúa

como un mitógeno sobre

neuronas. Estimula el crecimiento, L-T-65* PKC

sobrevivencia, proliferación de
. LK-721 ATP

neuronas en retina, epitelio . .1_.,._J_ -Y-W2

.MWeGrb2(nia¡or)
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olfatorio y en mesencéfalo. En

cerebros adultos promueve el

crecimiento, maduración y
-Y-11T3 Shc(malor)rSlic:Grij2comp1ex,PLOyl

sobrevivencia de neuronas. Se ha

sugerido que los efectos

observados en neuronas, pueden

ser el resultado no únicamente de Figura 16. Representación esquemática
la acción directa de este factor de del receptor a EGF (EGFR)ysus

potenciales enzimas intracelulares
crecimiento sobre ellas sino acopladas a este receptor. Arregui CO.

también de un efecto secundario a N™™»™ * * . 2000¡ 25:95-105.

través de las células gliales, esto

realizado in vitro. Las células gliales pueden liberar factores neurotróficos en

respuesta a EGF y/o ejercer los efectos a través de una interacción glia-

neurona. (CarpenterG, 1990).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). En comparación con

el EGF, del PDGF sabemos poco. Es un polipéptido de 30 kDa que fue

identificado en 1974 simultáneamente por N. Kohler y R. Ross en plaquetas

humanas como un potente mitógeno para fibroblastos, osteoblastos, células del

músculo liso y gliales. (Kohier N, 1974; Ross R, 1974). Existen tres isoformas

de PDGF, las homodiméricas (PDGF-AA, BB) y la heterodimérica (PDGF-AB).

Las tres son resultado de la unión por medio de puentes disulfuro de dos

cadenas polipeptídicas denominadas como A y B (figura 17) (Claesson Welsh
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L, 1994). Tanto el PDGF como su receptor (PDGFR) se encuentran en

fibroblastos, células de leyclig, células endotetiales, cerebro, útero, mama, ojo y

células sanguíneas. En el cerebro, se localiza, principalmente en corteza,

estriado, hipocampo, tálamo, sustancia negra, cerebelo, tallo cerebral,

hipotáiamo, pituitaria y medula espinal. (Yeh Hj, 1991; Sasahará M, 1991).

Evidencias in vitro sugieren que el PDGF promueve ei crecimiento neurítico, la

sobrevivencia de neuronas, estimulan la quimiotaxis, el metabolismo y la

proliferación celular. (Claesson WL, 1994; Heldin CH, 1999). La eliminación de

los genes que producen las cadenas que forman ei PDGF o de sus receptores

provoca la muerte de ratones durante la etapa embrionaria, en el caso de la

cadena B y receptor B; y la muerte a las tres semanas posteriores al nacimiento

en el caso de la cadena A y receptor a. Las alteraciones observadas son en el

desarrollo de los ríñones, venas y arterias, pulmones y malformaciones

cerebrales (Heldin CH, 1999).

PDGFR. Se han descrito dos receptores para el PDGF, denominados como

PDGFR-a y PDGFR-p con diferentes afinidades a cada una de las isoformas de

PDGF. Al PDGFR-p se le unen el PDGF-BB con una alta afinidad (Kd 0.5 nM) y

el PDGF-AB con baja afinidad {Kd 2.5 nM) en tanto que para el PDGF-AA no se

ha descrito afinidad. Para el PDGFR-a se le unen las tres ¡soformas con

afinidades similares {Kd 0.1-0.5 nM). Ambos receptores se encuentran en las

mismas regiones cerebrales (Oumesmar NB, 1997; Heldin CH, 1999).

El PDGFR-a está formado por 1063 aminoácidos en tanto que el PDGFR-p

contiene 1067 aminoácidos. Los precursores de estos receptores provenientes

del retículo plasmático pesan 140,000 y 160,000 Daltons y mediante el

proceso de maduración o glucosilación llegan a pesar 170,000 y 190,000. El
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PDGPi
dominio extracelular está dividido en

cinco subdominios semejantes a

tnmunoglobuünas, de los cuales tres

están unidos por puentes disulfuro,

mismos que están involucrados en la

capacidad de unión del PDGF. Un

rasgo único es que el dominio de

cinasa intraceluiar está separado de la

membrana por un segmento de 100

aminoácidos dando lugar, al parecer,

a dos dominios de cinasa (figura 15,

18 y 19) (Claesson WL, 1994; Heldin

CH, 1999). La unión del PDGF a su

Figura 17. ' Representación reCeptor induce la ditnerización del
esquemática de los tres tipos de
PDGF que se unen a los tres tipos segundo tanto in vivo como in vitro.
de receptores a PDGF. Arregui CO. Dependiendo de la isoforma del
Neurochem Res. 2000; 25:95-105

PDGF se forman los homo o

heterodímeros del receptor. Para el PDGF-AA se induce los homodímeros

PDGFR-aa, en tanto que para el PDGF-AB induce PDGFR-aá y PDGFR-ap y

por último el PDGF-BB induce los tres tipos de dímeros (aa,ap,pp). La

activación de este receptor se realiza por medio de la unión del ligando a su

receptor, continua con la dimerización, la activación del dominio de cinasa del

receptor, la activación de varias vías de segundos mensajeros (figura 18) y el

cambio de conformación finaliza con la internalización del complejo (Claesson

WL, 1994; Heldin CH, 1999).

Como se describió previamente, una de las características comunes en estos

dos receptores (PDGFR y EGFR) es la utilización de casi las mismas enzimas

intracelulares como sus principales vías de segundos mensajeros. Éstas son la

PI3K, MAPK, Ser y Jak/Stat, su fosforilación al parecer tiene el objetivo de
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transmitir al núcleo neuronal las señales del exterior (Claesson WL, 1994;

Heldin CH, 1999; Soderling TR 2000; Sweatt JD, 2001)

PI3K. Es conocida como fosfatidil

inosito! 3 cinasa. Esta enzima está

compuesta de dos unidades, la

catalítica denominada p110 y la

subunidad regulatoria p85 (figura

19). Se le ha involucrado en la

reorganización de los filamentos de

actina, . quimiotaxis, crecimiento y

antiapoptosis (Scherik PW, 1999;

Offen D, 2000).

MAPK-ERK. La activación de esta

vía, una de las principales, sino es . c. .o _ _ . . . ...
r v Figura 18. Representación esquemática

que la principal (figura 19), se lleva a del receptor a PDGF (PDGFR) y sus
cabo mediante la protefna Grb2 que P°te^les f*to™ intracelutaresy * acopladas a este receptor. Arregui CO.

se une a la proteína Sos y activa a Ñeurochem Res. 2000; 25:95-105.

Ras y posteriormente a Raf, e! cual a

su vez activa fa proteíná cinasa activadora de mitógenos (MAPK). Esta vía está

relacionada con el crecimiento celular, migración y diferenciación (Schenk PW,

1999; Sweatt JD, 2001).

Src. Se caracterizan por la presencia de dominios SH2 y SH3 en el sitio

catalítico. Son una familia con muchos miembros, que se puede translocar muy

rápidamente hacia el núcleo, después de su activación (figura 19). Estas

proteínas han sido involucradas en la reorganización del citoesqueleto, dolor,

alcoholismo, inmunidad, memoria (Fyn), crecimiento, movimiento celular y

cáncer (Schenk PW, 1999; Soderling TR, 2000).
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Jak2/Stat. Es una familia compuesta de siete miembros, hasta ahora. Después

de la fosforilación del receptor, el. complejo Jak/stat se dimeriza y se transloca

ai núcleo para activar factores de transcripción (figura 19). Se les ha implicado

en procesos como cáncer, inflamación, inmunidad, enfermedades

neurodegenerativas y obesidad (Schenk PW, 1999; Heldin CH, 1999; Soderling

TR, 2000). Hasta la fecha nadie ha reportado efecto alguno sobre el patrón de

sueño de cualquiera de estas moléculas o como consecuencia del bloqueo de

receptores '••• .

PKM» EOf

Figura 19. Diagrama genera! que muestra las enzimas intracelulares o
segundos mensajeros acoplados a los receptores a PQGF y EGF. Schenk
PW. Biochem Biophysica Acta. 1999; 1449:1-24.
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SIDA

El síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una pandemia que se ha

extendido rápidamente, constituyéndose una de las principales causas de

mortalidad a nivel mundial. Fue descrita en 1981 por Michel S. Gottlied como

un padecimiento caracterizado por depresión de la inmunidad mediada por

células, seguida de la aparición de infecciones oportunistas por agentes

infecciosos poco usuales.

El virus que causa el

sida es conocido

como virus de la

inmunodeficiencia hu-

mana (VIH). Es un

miembro de la familia

de los lentivirus, que

a su vez han sido

ligados a enferme-

dades inmunológicas

y del sistema nervio-

so central con largos

periodos de incuba-

ción (Fauci AS.1993).

El VIH requiere del

aparato genético del

huésped para repli-

carse. El virus tiene

dos copias de ARN

de cadena única y

con sentido positivo,

es decir, puede actuar

env

pal
o pfüsi:
*

•*£>:•

Figura 20. Esquema que muestra al virus d$l sida y tres
de los principales genes: gag, pool y env. Estos genes
codifican ios principales componentes estructurales y
funcionales del virus. Env codifica las proteínas gp120
y gp41, Gag codifica a las proteínas de la
nucleocápside p55, p40, p24, p17 y p7. Pol codifica a
las proteínas p66 y p51 que forman la transcriptasa
reversa, p11 una proteasayp32 una integrQsa,

como ARN mensajero. La longitud del ARN es alrededor
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de las 10 mil bases. Las proteínas encontradas dentro de la nucfeocápside del

virus se les denomina p7 (7,000 daltones) y p9 (9,000 daltones) y se

encuentran unidas a! ARN viral, funcionando como moléculas protectoras

contra la acción de la ribonucleasas. Junto a éstas se encuentra la p31

(endonucleasa/integrasa) y la p51/p66 (transcriptasa reversa). Rodeando al

ARN está la nucleocápside vira! compuesta por la proteína p24, que es la mas

abundante; rodeando ai núcleo se.encuentra otra capa de proteínas o envoltura

viral formada por la p17. Por último, se encuentra la cápside vira! donde se

encuentran dos glucoproteínas (gp) 120 y 41, conocidas como gp120 y gp41,

las cuales unidas se les conoce como gp160 (figura 20) (ver Sánchez-Atavez

M, 1999),

E! proceso viral comienza con la unión del VIH a las células inmunes

cooperadoras y a las líneas celulares monoctto/macrófago. Esta unión se

realiza mediante la gp120 del virus y las moiéculas CD4 de las células inmunes

además de algunos cofactores (figura

21). Al formarse el complejo gp120-CD4

se realiza la ínternalización del complejo

{virus anticuerpo). Después de esta

unión, e! núcleo viral entra a la célula

donde libera las dos cadenas idénticas

de ARN. La información Viral contenida

en el ARN es transcrita a ADN por medio

de la transcriptasa reversa dependiente

de ,a pól iza. Esta enzima hace una %£ f^SZSS TJTH 'y
copia de ADN de una sola cadena, elementos correceptores.

después se realiza la destrucción de !a

cadena de ARN por la ARNasa viral, y la polimerasa usa de nuevo el ADN

como plantilla y hace una copia complementaria, formando así un ADN de

doble cadena. Este ADN migra al núcleo y es integrado al genoma del huésped

a través de una integrasa. (ver Sánchez-Alavez M, 1999).

ttowpwr
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Demencia, HlVgp120 y sueño. En 1989, Atkinson describió un complejo

demencia! asociado al SIDA (DAS) de tipo subcortical en el que interviene un

deterioro neuropsicológico demostrable por la lentitud de los movimientos, del

control motor, la atención y la resolución de problemas aritméticos y de

ejecución visoespacial. La prevalencia de la DAS varia ampliamente, ya que

sólo 3% de los pacientes adultos tiene como primera manifestación de la

infección alteraciones neuropsicológicas; mientras que en estados avanzados

de la enfermedad la cifra oscila entre 20 y 30% de los pacientes adultos y 50%

de pediátricos. El tiempo medio de sobrevivencia es de seis meses (Epstein LG

1988; Portegies P, 1994; McArthur JC, 1999). Además de estos cambios

neuropsicológicos, se han descrito en algunos pacientes alteraciones en !a

arquitectura del sueño desde los primeros estadios de la infección por HÍV y en

la mayoría en estados avanzados. Por ejemplo, incremento y distribución

anormal de sueño lento en la segunda mitad de la noche, decremento y

fragmentación en el tiempo total de sueño y somnolencia diurna (Kubicki

S.1988; Norman SE, 1990; Darko DF, 1995, White JL, 1995). Sin embargo,

hasta la fecha no se ha podido demostrar que las neuronas sean infectadas por

el VIH, por lo que se cree que los síntomas neurológicos que presentan los

pacientes con sida pueden deberse a) algún factor derivado del virus con

capacidad de difundir en el entorno neuronal y que actúe en forma indirecta; es

decir, que afecta a la microglía y ésta libere moléculas potencialmente tóxicas,

como alguna subfamilia de citocinas (factor de necrosis tumoral a o

interleucinas) o b) mecanismo directo, donde dicho factor soluble se una a

algún receptor (CXCR4, CCR5).

Una protefna que podría actuar por las dos vías propuestas y que está bajo

estudio debido a los efectos neurológicos que produce es la gtucoprotefna 120.

Estudios in vitro utilizando fa glucoproteína gp120 derivada de! virus de la

inmunodeficiencia humana (HIVgp12Ó) han mostrado su capacidad neurotóxica

en cultivos de neuronas de hipocampo y corteza. Mientras que en estudios in

vivo se ha observado la capacidad de !a HlVgp120 de llegar al cerebro después



34

i?,

Mv.:

de ser inyectadas por vía sistémica

en ratas, provocar distrofia " y

modificaciones en la arborización de

neuronas piramidales de la corteza,

neurotoxicidad en neuronas del

hipocampo, retardo en el desarrollo

de conductas motoras y alteraciones

en tareas de aprendizaje y memoria.

(Hili JM, 1993;Brenneman DE, 1994).

Investigaciones realizadas y publica-

das por nuestro grupo han mostrado

que la administración crónica (en el

ventrículo lateral) de HlVgp120 y de

gp 120 derivada del virus de la

inmunodeficiencia felina (F!Vgp120)

producen alteraciones conductuales

y electrofisiológicas. Los estudios

realizados en nuestro laboratorio

muestran que la administración

crónica de HIVgp120 y FIVgp120 en

ratas incrementa el porcentaje de •

vigilia y. sueño lento 1, mientras que
Figura 22. Cambios en el patrón de

disminuye sueño lento 2 y el sueño sueño asociados con la administración
MOR (figura 22). Además, ambas crónica de HIVgp120 y FIVgp120 en

ratas. Sánchez-Alavez M Neurobiol.
proteínas deterioran la ejecución de Q¡S 2000'7:384-394.

ratas en el laberinto de Barnes

(Sánchez-Álavez M, 2000). En estudios electrofisiológicos, la HlVgpi 20

disminuye la inducción y el mantenimiento de la potenciación a largo plazo

(LTP) mientras que la FIVgp120 produce cambios en la latencia de potenciales

evocados corticales y visuales. Además, ambas proteínas disminuyen la
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producción de AMPc en hipocampo (Prospero-García O, 1999; Galicia O, 2000;

Sánchez-Alavez M, 2000).
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Esta gama de alteraciones

conductuates, fisiológicas y

bioquímicas que produce la

administración de HIVgpi20 y

FIVgp120 en ratas ha sido

propuestas como un modelo

de las manifestaciones neuro-

psiquiátricas y neuropatológi-

cas asociadas con el sida

(Brenneman, 1994; Sánchez-

Alavez M, 2000). Pero los

efectos crónicos van prece-

didos por efectos agudos que

pueden ser determinados in- Figura 23 La aómm¡stración aguda de

mediatamente después de FIVgp12O disminuye el sueño lento 2 y el
sueño MOR en ratas. Prospero-Garcia O.

una soia inyección de estas Brain Res 1Q99; 836:203-209..

proteínas. En este sentido, se

ha reportado que la administración aguda de 100 ng de FIVgp120 disminuye el

sueño lento 2 y el sueño MOR (figura 23) (Prospero-García O, 1994, 1999).

Por el contrario, la administración intracerebroventricular de HIVgp120 (100 ng)

en ratas incrementa el sueño de ondas de lentas y sueño MOR. (Opp MR,

1996). Profundizando en los. efectos agudos de estas proteínas encontramos

que estudios in vitro han mostrado que la administración aguda de HIVgp120 a

cultivos neuronaíes produce alteraciones en enzimas intracelulares. Lannuzel

en 1997 y Meoucci en 1998, por separado, reportaron que dosis picomolares

de HIVgp120 alteran la fisiología interna de las neuronas mediante la rápida y

sostenida activación de una enzima ¡ntraceluiar denominada proteína cinasa

TESIS COI
FALLA DE OBIGEN



activadora d& mitógenos (MAPK-ERK) (figura 24). (Lannuzeí A, 1997; Meoucci

0,1998)

COOH MIV-0P120

Figura 24. Modelo del posible mecanismo de
acción. y la posible interacción entre las
quimocinas y ¡a HIVgp120. Asencio BC TINS.
1999; 22:504-512.
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HIPÓTESIS

1) Los factores de crecimiento participan en la generación del sueño.

2) La MAPK-ERK media ¡as alteraciones del sueño inducidas por la

HIVgp120.

OBJETIVOS

Objetivos que la primera hipótesis persigue:

a) Bloquear los receptores a factores de crecimiento y

evaluar el efecto agudo sobre el sueño.

b) Evaluar la función de las principales vías de

segundos mensajeros acoplados a estos receptores

en la generación del sueño. Para esto utilizaremos

inhibidores de cada una de las siguientes proteínas

cinasas: MAPK-ERK, Src, JAK2/Stat y PI3K.

Objetivos que la segunda hipótesis persigue:

c) Validar el efecto agudo de la HIVgp120 sobre el

sueño en ratas.

d) Evaluar si el efecto agudo de la HIVgp120 sobre el

sueño es inhibido por el bloqueo de la activación de

fa MAPK-ERK.
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MÉTODOS

Se utilizaron 160 ratas macho de la cepa Wistár con peso entre 250-300 g. Las

ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (1 ml/kg) para implantarles, por

cirugía estereotáxica, un grupo de microelectrodos para registro convencional

de sueño. Uno de los electrodos se ubicó en la región frontal, que fue la tierra.

Dos en las regiones parietales que funcionaron como electrodos de registro de

la actividad eléctrica cortical y dos electrodos que se insertaron en los músculos

de la nuca para obtener el tono muscular. Además de los electrodos, se insertó

una cánula de acero inoxidable (G23) dirigida a! ventrículo lateral (L1.0 mm,

AP:0.9 mm, P:3.8 mm, referente a bregma) para administración de los

fármacos. Los electrodos y la cánula fueron fijados al cráneo de la rata

mediante cemento dental. Una vez terminada la cirugía, las ratas

permanecieron en cajas individuales de plexiglás (36 x 27 x 19 cm) cuando

menos una semana para recuperación. Todas las ratas estuvieron bajo ciclo luz

oscuridad 12:12 (luz 8:00 am) y con acceso a agua y alimento ad übitum. Una

vez recuperadas de la cirugía, todas las ratas fueron manipuladas gentilmente y

se simuló las condiciones de inyección ICV. Se corroboró el libre paso de 5 jal

de solución salina para estar seguros de la posición de la cánula en el

ventrículo y solamente las ratas con cánula permeable (libre flujo de la

solución) fueron incluidas en la siguiente fase experimenta!. Las ratas incluidas

fueron habituadas a las condiciones de registro de sueño cuando menos

durante las 24 horas previas al experimento.

El día del experimento fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes

tratamientos. Para conocer el papel de los receptores a EGF y PDGF así como

algunos de sus segundos mensajeros se utilizo: Genisteína (Inhibidor no

específico de receptores con actividad de tirosina cinasa) n=11¡ AG1296

(PDGFR) n=14; AG1478 y Compuesto 56 (EGFR) n=19; Tirfostina A (control

negativo para genisteína y compuestos AG) n=5; PD98059 y U0126 (MAPK-

ERK) n=15; Herbimicína A (Src no específico) y PP1 (Src específico) n=14, PP3

(control negativo para PP2) n=5; AG490 (Jak2/Stat) n=14; Wortmanína (no
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específico PI3K) y LY294002 (específico PI3K) n=15. Para conocer el papel de

la MAPK en las alteraciones agudas del sueño producidas por la HIVgp120 se

formaron los siguientes grupos: HlVgp120 n.=8; HIVgp120 hervida (100 °C

durante 30 minutos para inactivar la proteína) n=7; U0126 (inhibidor de la

MAPK-ERK) n=5¡ U0126 + HIVgp120, n=6; SB202190 (p38-MAPK) n=6 y

SB202190 + HIVgp120 n=9.

Todos los fármacos fueron diluidos en dimetilsutfóxido (DMSO) como vehículo,

a excepción de la HIVgp120 que fue diluida en solución salina. El volumen

inyectado en todos los casos fue de 5jil. El grupo control recibió únicamente 5^1

DMSO. Este grupo fue comparado con el clásico grupo control que recibió 5jil

de solución salina, o una combinación de ambos (2.5fif solución salina + 2.5nl

DMSO) esto con el fin de determinar posibles efectos del DMSO. Además, se

realizaron experimentos adicionales para determinar posibles efectos de la

estructura química de los compuestos utilzados. Por lo anterior se usaron los

compuestos Tirfostina A, que es un control negativo, para los compuestos AG y.

PP3, un control negativo, para ios compuestos PP. Todos los fármacos fueron

administrados a través de la cánula al ventrículo lateral utilizando una jeringa

Hamilton. El tiempo de inyección fue cuando menos de 5 minutos.

Inmediatamente después de inyectado el fármaco se inicio el registro

electroencefalográfico con duración de cuatro horas (10:00 a 14:00). Durante

este lapso las ratas fueron vigiladas por el experimentador a través de la

ventana de cada cámara sonoamortiguada para determinar posibles efectos

conductuales de los tratamientos. Los registros obtenidos fueron calificados

visualmente en épocas de 15 segundos y tomando en consideración las fases

antes descritas (introducción) y denominadas: vigilia (V); sueño de ondas lentas

1 (SOL1); sueño de ondas lentas 2 (SOL2) y sueño de movimientos oculares

rápidos (SMOR).

Los parámetros obtenidos después de la calificación de los registros fueron:

tiempo total de cada fase (en minutos y en porcentaje); frecuencias, latencias y
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duraciones promedio de cada fase. Los resultados obtenidos fueron analizados

utilizando Anova (one-way) seguida de comparaciones múltiples utilizando la

prueba de Bonferroni. Únicamente las frecuencias fueron comparadas,

estadísticamente con la prueba de Kruskal-Walfis seguida por Dunn's. Todas

las pruebas estadísticas fueron realizadas utilizando el software comercial

SigmaStat versión 1.0 (Jandel Corporation, 1992).. Los resultados que

mostraron un valor de p<o.050 fueron tomados en consideración. Para mayor

facilidad en el análisis de los datos obtenidos se muestran gráficas y tablas. Los

datos detallados por tratamiento con referencia a todas las variables

determinadas pueden ser consultados en los anexos 1 y 2 al final del texto.
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RESULTADOS

Grupos control. Por las carac-

terísticas químicas de los com- ,

puestos utilizados fue necesario

disolverlos en DMSO; sólo la

HIVgp120 fue disuelta en solu-

ción salina fisiológica. Con el fin

de determinar posibles efectos

del vehículo, se llevaron a cabo

experimentos previos dirigidos a A

compararfos.Los datos obtenidos

(ver tabla 1 y figura 25 y 26)

muestran que ninguno de los

siguientes tres tratamientos: 1)

5^1 de solución salina, 2) 5uJ de

DMSO, 3) 2.5nl de solución sali-

na más 2.5¿il de DMSO.alteraron

las fases del ciclo sueño-vigilia,

vigilia (F=0.5, p=0.5), SOL1

(F=0.4, p=0.6), SOL2 (F=0.5, B

p=0.5) y SMOR (F=0.5, p=0.9). Figura 25. Hipnogramas representativos de
una rata que fue tratada con 5fjl de solución
salina (A) o 5jy/ cíe DMSO (B). Eje x, es

Además de los experimentos tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje
y, representa las fases de sueño.

realizados para comparar los

diferentes vehículos, también se realizaron otros experimentos para determinar

posibles efectos de la estructura química de los inhibidores de proteínas

cinasas. Esto se realizo mediante la inyección de compuestos inertes pero con

la misma estructura química y aproximado peso molecular (Tirfostina A y PP3).

Estos compuestos han sido validados previamente en otros modelos

experimentales como controles negativos (Oh U, 1995; Abdul-Ghani MA, 1996;
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Paillart C, 1997; Portier B, 1999). La comparación de los diferentes grupos

mediante anova one way no mostró efecto alguno en las fases determinadas

de: vigilia (F=0.3, p=0.8), SOL1 (F=0.8, p«0.4), SOL2 (F=0.6, p=0.6) y SMOR

(F=0.7, p=0.9) (ver tabla 1 y figura 26, A y B). Las demás variables

determinadas, como frecuencia, fatencta y duración promedio, no fueron

alteradas. Para detalles ver anexo 1. .

Tabla 1. GRUPOS CONTROL Y FASES DE SUEÑO

EFECTOS DE LOS DIFERENTES VEHÍCULOS (SOLUCIÓN SALINA Y

DMSO) Y DE LA ESTRUCTURA QUÍMICA GENERAL (TIRFOSTINA A Y PP3)

DE LOS COMPUESTOS UTILIZADOS

SALINA n-11

SALINA + DMSO n=5

DMSO n=10

TIRFOSTINA A n=5
PP3 n=5

VIGILIA
24.40±2.6

22.20±1.5

20.70±2.8

20.90±1.6
22.80±2.5

SOL1
..13.20±1.5

11.60±0.9

14.1041.5

11.48±0.7
10.40±1.3

SOL2
53.70±2.6

58.30*1.5

56.60±3.1
59.50±1.5
58.80±2.4

SMOR
8.80±1.1

8.50±0.3

8.10±0.8

8.04±0.3
7.58±0.3

Porcentaje de tiempo total (media ± EEM)

i -
2-

4-
REti- t

10 10 12 13

B

Figura 26. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 25
fjg/5 fjl de Tyrfostina A (panel A) o 25 yg/5 ul de PP3 (panel B). Eje x, es
tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las fases de sueño.
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Gráfica 1. Efectos de los inhibidores de los receptores a EGF y PDGF así
como de sus segundos mensajeros sobre el porcentaje de vigilia a lo largo
de cuatro horas de registro. Eje X, representa ios tratamientos y la dosis
utilizadas. Eje Y, representa el tiempo total de registro en porcentaje. Las
barras representan la media de cada grupo y el error estándar de la media.
*p<0.05 vs DMSO.

Los resultados obtenidos se presentan en porcentaje de! tiempo total del

registro por fase del ciclo sueño-vigilia para dar mayor claridad a ios cambios

obtenidos en cada tratamiento. La genisteína, un inhibidor general de proteínas

tirosina cinasas no modifico el porcentaje de vigilia (control 20.7±2.8% vs

22.5±1.9%¡ p=NS). Al analizar el efecto promedio de la inhibición de los
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receptores estudiados (EGFR y PDGFR) utilizando los compuestos AG1478,

compuesto 56 y AG1296 responsables los dos primeros de la inhibición del

receptor a EGF y el tercero a PDGF, se observa un incremento de 86% de

vigilia (promedio de las cinco dosis utilizadas, ver gráfica 1).

Al analizar por separado cada receptor, observamos que la inhibición del

receptor a EGF utilizando los compuestos AG1478 y Compuesto 56 (ver gráfica

1), ambos produjeron un incremento promedio, a las tres dosis utilizadas, de

90% de vigilia en comparación al control. El efecto más evidente fue observado

con el compuesto AG1478 a la dosis de 25 ng (control 20.7±2.8% vs

44.9±3.5%, p<0.05), seguido por el mismo compuesto a la dosis de 25 ug

(control 20.7±2.8% vs 37.9±1.8%, p<0.05) y por el compuesto 56 (control

20.7±2.8% vs 35.8±1.5% p<0.05). El incremento en el porcentaje de vigilia

observado durante fas cuatro horas de registro en los tres grupos no se vio

reflejado en cambios estadísticamente significativos en la duración promedio de

la vigilia o en su frecuencia, ver anexo 1 .

En ei caso del receptor a PDGF, el incremento promedio con las dos dosis

utilizadas fue de 71% en comparación al grupo control. El mayor efecto fue

observado a la dosis de 2.5 ug de AG1296 (control 20.7±2.8% vs 38.3±1.6%,

p<0.05) inmediatamente seguido por la dosis de 25 ug (control 20.7±2.8% vs

35.8±2.1%, p<0.05) (ver gráfica 1). El incremento en el porcentaje de vigilia

observado no se vio reflejado estadísticamente en las variables de de duración

y frecuencia (ver anexo 1).

Analizando los efectos de los inhibidores, de los segundos mensajeros

asociados con estos receptores, encontramos que de los dos compuestos que

inhiben la enzima MAPK-ERK como son U0126 y PD98059, solamente en un

caso (PD98059) se observó un efecto que incidió sobre el porcentaje de vigilia

durante las cuatro horas de registro (ver gráfica 1). El grupo tratado con

PD98059 presentó un menor porcentaje de vigilia en comparación ai grupo
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control (control 20.7±2.8% vs 11.9±0.4%, p=NS) pero no fue estadísticamente

significativo. En tanto que el grupo tratado con U0126 no se vio afectado

(control 20.7±2.8% vs 22.6±2.1%, p=NS).
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Figura 27. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 25
fjg/5 fjl de PP1 (panel A) o 41.5 ng/5 \i\ de Herbimicyn A. (panel B). Eje x, es
tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa ias fases de sueño.

El efecto observado sobre la vigilia con los compuestos PP1 y Herbimycin A,

ambos con antecedentes de inhibir la acción de tas proteínas Src, es de un

comportamiento diferente (ver gráfica 1 y figura 27). En tanto PPi a dosis de

25 ug no modifica el porcentaje de vigilia (control 22.7±2.8% vs 24.4±1.0%,

p=NS) si lo hace Herbimycina A a dosis de 50 ng (control 22.7±2.8% vs

43.1±1.8%, p<0.05). EÍ incremento observado en el porcentaje de vigilia en este

último grupo no se vio reflejado en cambios estadísticamente significativos en

la duración promedio de la vigilia y en su frecuencia (ver anexo 1).
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El efecto observado en ios grupos que recibieron el inhibidor de la enzima

Jak2/Stat, (compuesto AG490) es consistente a las dos dosis utilizadas {ver

gráfica 1 y figura 28). El A

grupo que recibió la

dosis de 25 pg presentó

un incremento no signifi-

cativo en el porcentaje

de vigilia (control 20.7

±2.8% 28.3±0.9, p=NS),

al igual que el grupo que

recibió la dosis de 50ug,

en el cual se observó un

incremento no significa-

tivo del porcentaje de

vigilia (control 20.7±2.8

vs 31.5±3.0%, p=NS).

Estos leves incrementos
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o duración.promedio de F¡gura 28 Hipnogramas representativos de una rata
la vigilia. Para mayores <7ue fue tratera con 25 ug/5 ul de AG490 (panel A) o

50 ug/5 ul de AG490 (panel B). Eje x, es tiempo en
horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las
fases de sueño.

detalles ver anexo 1.

Los grupos tratados con los compuestos Wortmanina y LY294002, ambos

inhibidores de la enzima PI3K, muestran una tendencia hacia el incremento del

porcentaje de vigilia (ver gráfica 1). Este incremento es modesto y no alcanza

significancia estadística con tos compuestos: Wortmanina a dosis de 50 ng

(control 20.7±2.8% vs 25.3±3.9, p=NS) y LY294002 a dosis de 50 ug (control

20.7±2.8% vs 29.4±2.0, p=NS). Sin embargo, el grupo tratado con el

compuesto LY294002 a dosis de 10 pg presentó significativamente mayor
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20.7±2.8% vs 29.4±2.0, p=NS). Sin embargo, . el grupo tratado con el

compuesto LY294002 a dosis de 10 pg presentó significativamente mayor

porcentaje de vigilia (control 20.7±2.8% vs 33.5±1.7, p<0.05). Aunque este

incremento no se vio reflejado en alguna de las variables de frecuencia o

duración promedio de la vigilia. Ver anexo 1.

Sueño lento 1
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Figura 29. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 25
ug/5 ul de PD98059 (panel A) o 25 ng/5 ul de AG1478 (panel B). Eje x, es
tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las fases de sueño.
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Gráfica 2. Efectos de ios inhibidores de ios receptores a EGF y PDGF asi
como de sus segundos mensajeros sobre el porcentaje de sueño de ondas
lentas 1, a lo largo de cuatro horas de registro. Eje X, representa los
tratamientos y las dosis utilizadas. Eje Y, representa el tiempo total de registro
en porcentaje. Las barras representan la media de cada grupo y el error
estándar de la media. * p<0.05 vs DMSO.

E! grupo que recibió el compuesto que inhibe al receptor a EGF (AG1478) a

dosis de 25 ng mostró incremento rio signifactivo en el porcentaje de SOL1

durante las cuatro horas de registro en comparación al grupo control (control

14.1±1.5% vs 20.3±1.8% p=NS). Por otra parte, el grupo que recibió el

compuesto PD98059, que inhibe la MAPK-ERK, mostró una notable

disminución del SOL1 en comparación al grupo control (control 14.1±1.5% vs

6.7±0.5%, p<0.05); ver gráfica 2 y figura 29. La disminución del porcentaje de

SOL1 observada en el grupo tratado con PD98059 estuvo acompañada por un
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incremento en la latericia de ingreso a esta fase de sueño (control 5..i±1.4 vs

38.2±10.3, p<0.05). Para mayores detalles sobre el comportamiento de las

variables, ver anexo 1.

Sueño lento 2

El SOL2 se vio afectado en varios grupos (ver gráfica 3). El primero de ellos fue

ef grupo que recibió el compuesto AG1478 (inhibidor del receptor a EGF) a

dosis de 25 ng. Este tratamiento disminuyó considerablemente el porcentaje de

SOL2 (control 56.6±3.1% vs 38.1 ±5.4%, p<0.05). Sin embargo, este cambio no

se vio reflejado en incremento estadísticamente significativo en las variables de

latencia, frecuencia y duración, ver anexo 1. Además de lo- anterior, el grupo

que recibió el compuesto PD98059, inhibidor de la MAPK-ERK, mostró un

incremento significativo en el porcentaje de SOL2 en comparación con el grupo

control (control 56.6±3.1% vs 73.0±0.7, p<0.05). En tanto que el grupo tratado

con Herbimicina A a dosis de 50 ng mostró menor porcentaje de SOL2 en

comparación con el grupo control (control 56.6±3.1% vs 37.9±2.7%, p<0.05).

Sin embargo, estos cambios no se vieron reflejado en las variables de

frecuencia, latencia o duración (ver anexo 1 para más detalles).
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Gráfica 3. Efectos de los inhibidores de los receptores a EGF y PDGF así como
de sus segundos mensajeros sobre el porcentaje de sueño de ondas lentas 2, a
lo largo de cuatro horas de registro. Eje X, representa los tratamientos y la dosis
utilizadas. Eje Y, representa el tiempo total de registro en porcentaje. Las barras
representan la media de cada grupo y el error estándar de la media. * p<0.05
vsDMSO.
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Sueño MOR
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Gráfica 4. Efectos de los inhibidores de los receptores a EGF y PDGF así como
de sus segundos mensajeros sobre el porcentaje de sueño de movimientos
oculares rápidos, a lo largo de cuatro horas de registro. Eje X, representa los
tratamientos y la dosis utilizadas. Eje Y, representa el tiempo total de registro en
porcentaje. Las barras representan la media y el error estándar de la media. *
p<0.05 vs DMSO.

El grupo que recibió Genisteína, un inhibidor general de receptores con

actividad de tirosína cinasa, mostró menor porcentaje de SMOR durante las

cuatro horas de registro (control 8.1±0.8% vs 2.87±0.4%, p<0.05, ver gráfica 4).

Los grupos tratados con los inhibidores a los receptores a EGF y PDGF

mostraron un comportamiento consistente al promover, todos, ta disminución

del porcentaje de sueño MOR (ver gráfica 4).

TESIS CON
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Al analizar por separado cada uno de estos tratamientos observamos que el

grupo que recibió la mayor dosis (25 ug) del compuesto AG1478, inhibidor del

receptor a EGF, presentó una disminución de SMOR en cerca del cincuenta

por ciento (control 8.1±0.8% vs 4.3±0.4%, p<0.05); Sin embargo, este efecto

fue más evidente en el grupo que recibió la dosis de AG1478 de 25 ng (control

8.1±0.8% vs 1.3±0.3%, p<0.05, ver gráfica 4 y figura 30). Al utilizar otro

compuesto con igual mecanismo de acción, como es el Compuesto 56,

observamos ausencia de sueño MOR durante las cuatro horas de registro

(control 8.1±0.8% vs 0.0±0.0%, p<0.05, ver gráfica 4 y figura 30). La menor

cantidad de sueño MOR que se observó a la mayor dosis usada de AG1478

(25 pg) no se vio reflejada en cambios en la duración de los episodios de sueño

MOR (control 1.3±0.0 vs 1.9±0.2, p=NS). Sin embargo, el efecto observado a

la dosis de 25 ng, con este mismo compuesto, si se reflejo en una mayor

latencia para ingresar a esta fase'de sueño (control 49.6±7.3 vs 127.51±32.0,

p<0.05) y en una menor frecuencia de episodios de sueño MOR (mediana

contra! ,13.0±12 vs 3.0±1.0, p<0.05) a lo largo de las cuatro horas de registro.

Ver anexo 1.

En el caso de la inhibición del receptor a PDGF, a las dos dosis utilizadas (25

ug y 2.5 pg) utilizando el compuesto AG1296, los grupos no presentaron sueño

MOR durante las cuatro horas de registro (control 8.1±0.8% vs 0.0±0.0%,

p<0.05, ver gráfica 4 y figura 30).

Por otra parte, la inhibición de la enzima MAPK-ERK utilizando el compuesto

U0126 produjo una disminución importante del sueño MOR (control 8.1±0.8%

vs 4.5±0.3%, p<0.05, ver gráfica 4).

En tanto que los grupos tratados con e! objetivo de inhibir las proteínas Src

utilizando dos compuestos diferentes pero con ei mismo mecanismo de acción

mostraron comportamiento consistente (ver gráfica 4). El grupo que recibió el
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compuesto PP1 a dosis de 25pg presentó menor porcentaje de sueño MOR

(control 8.1±0.8% vs 1.7±0.3%, p<0.05). Este efecto fue más evidente en et

grupo tratado con Herbimicina A a dosis de 50 ng (control 8.1 ±0.8% vs

1.3±0.3%, p<0.05). Estos efectos tuvieron tepercusión aunque de manera no

significativa sobre las variables de latencia, frecuencia y duración. Para

mayores detalles ver anexo 1.

Los dos grupos tratados con el compuesto AG490, inhibidor de la enzima

Jak2/stat, mostraron comportamiento similar (ver gráfica 4). Et grupo que

recibió 25 ug presentó una disminución importante del sueño MOR (control

8.1±0.8% vs 5.1±0.6%, p<0.05) pero este efecto fue mucho mas evidente en él

grupo tratado con 50 pg (control 8.1±0.8% vs 1.9±0.5, p<0.05). Estos cambios,

ai igual que lo descrito anteriormente, no se reflejaron en alteracions

estadísticamente significativas en las otras variables, ver anexo 1.

De los grupos tratados con dos inhibidores de la enzima P!3K, únicamente el

grupo que recibió la dosis de 50 pg de LY294002 mostró un menor porcentaje

de sueño MOR durante las cuatro horas de registro (control 8.1 ±0.8% vs

3.56±0.5%, p<0.05, ver gráfica 4). Aunque esta disminución no tuvo efecto

estadísticamente significativo alguno sobre tas variables de latencia, frecuencia

y duración de esta fase de sueño, ver anexo 1.

Figura 30. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 25
ug/5 ul (panel A) o 2.5 ug/5ul (panel B) de AG1478. Panel C, representa una
rata que fue tibiada con 41.5 ng/5 ul de compound 56. Panel D y E,
representan una rata que fue tratada con 25 ug/5ul o 2.5 ug/5ul de AG1296,
respectivamente. Eje x, es tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y,
representa las fases de sueño, (siguiente página)
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HIVgp120

Vigilia

La administración de 5 ul de solución salina fisiológica o de 5 ul de DMSO vía

intracerebroventricular, no alteró ninguna de las fases del ciclo sueño-vigilia

durante cuatro horas de registro (ver cuadro 1), para mayores detalles sobre

cada una de las variables ver anexo 2.

H!Vgp120yMAPK
VIGILIA
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U0126 +
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Gráfica 5. Efectos de dos inhibidores de enzimas MAPK y de la H!Vgp120 sobre el
patrón de vigilia a lo largo de cuatro horas de registrv. Eje X, representa los
tratamientos y la dosis utilizadas. Eje Y, representa el tiempo total de registro en
porcentaje. Las barras representan la media de cada grupo y el error estándar de
la media. *p<0.05 vs Salina.
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La administración de HIVgp120 hervida por 30 minutos, con el fin de

desnaturalizarla o ser una proteína-inactiva, no modifica el porcentaje de vigilia

en comparación con el grupo control (control 24.4±2.6% vs 28.0±2.6%, p=NS,

ver gráfica 5 y figura 31). Esta ausencia de efecto también se observó después

de administrar 100 ng de la proteína activa HIVgp120 (control 24.4±2.6% vs

22.6±2.1%, p=NS, ver gráfica 5).
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Figura 31. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 5 ul
(panel A) de solución salina fisiológica o 100 ng/5ul (panel B) de HIVgp12O
hervida. Eje x, es tiempo en horas, Inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las
fases de sueño.

Por otra parte, la inhibición de la enzima MAPK-ERK utilizando el compuesto

U0126 no alteró el porcentaje de vigilia durante las cuatro horas de registro

(control 24.4±2.6% vs 22.6±2.1%, p=NS, ver gráfica 5). Sin embargo, la

administración del inhibidor de la enzima p38-MAPK, el SB202190, incrementó

considerablemente ei porcentaje de vigilia (control 24.4±2.6% vs 47.1±4.7,

p<0.05, ver gráfica 5). Este incremento en el porcentaje de vigilia, estuvo

acompañado por una mayor frecuencia de los episodios de ésta (mediana

control 14.0±7.5 vs 18.5H7.2, p<0.05).

FALLA DE ORIGEN
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El grupo tratado simultáneamente con el inhibidor de la MAPK-ERK y la

HIVgp120 mostró un incremento en el porcentaje de vigilia (control 24.4±2.6%

vs 37.5±4.6, p<0.05, ver gráfica 5). Este incremento se vio reflejado en una

mayor frecuencia de episodios de vigilia, (control 14.0±7.5 vs 19±16, p<0.05). El

grupo tratado simultáneamente con el inhibidor de la enzima p38-MAPK y

HIVgp120 no presentó cambios en el porcentaje de vigilia durante las cuatro

horas de registro (control 24.4±2.6% vs 23.5±1.9%, p<NS, ver gráfica 5).

Sueño Lento 1

El único tratamiento que produjo cambios significativos en el porcentaje de

sueño lento 1 durante las cuatro horas de registro fue el inhibidor de la enzima

p38-MAPK, SB202190 {ver gráfica 6 y figura 32).
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Figura 32. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con
6{jg/5fjl (panel A) de U0126 o 6ug/5ul (panel B) dé SB202190. Eje x, es
tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las fases de sueño.
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Gráfica 6. Efectos de dos inhibidores de enzimas MAPK y de la HIVgp120
sobre el patrón de sueño de ondas lentas 1 a lo largo de cuatro horas de
registro. Eje X, representa los tratamientos y la dosis utilizadas. Eje Y,
representa el tiempo total de registro en porcentaje. Las barras representan la
media de cada grupo y el error estándar de la media. * p<0.05 vs Salina.

Este tratamiento incrementó el porcentaje de S0L1 (control 13.2±1.5% vs

20.2±3.6%, p<0.05). Este incremento se vio acompañado por una mayor

frecuencia de esta fase de sueño (mediana control 16.0±13.2 vs 18±12.5,

p<0.05). Asimismo, se observó menor frecuencia de S0L1 en e! grupo tratado

simultáneamente con SB202190 y HIVgp120 (mediana control 16.0±12.5 vs

15±13.0, p<0.05)sin que afectara el porcentaje total, ver anexo 2.
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Sueño Lento 2
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Gráfica 7. Efectos de dos inhibidores da enzimas MAPK y de la HIVgp120 sobre
el patrón de sueño de ondas lentas 2 a lo largo de cuatro horas de registro. Eje
X, representa los tratamientos y la dosis utilizadas. Eje Y, representa el tiempo
total de registro en porcentaje. Las barras representan la media de cada grupo y
el error estándar de la media. * p<0.05 vs Salina.

B\ sueño lento 2 fue modificado sustanciatmente en el grupo que recibió el

inhibidor de la enzima p38-MAPK, SB202190; este compuesto disminuyó el

porcentaje de SOL2 durante las cuatro horas de registro (control 53.7±2.6% vs

32.2±5.6%, p<0.05, ver gráfica 7 y figura 32). Esta disminución no afectó

significativamente las variables de latencia, frecuencia y duración de esta fase

de sueño, ver anexo 2. Además, el grupo tratado simultáneamente con el
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inhibidor para la MAPK-ERK, U0126 más HIVgp120, mostró una mayor latencia

para ingresar a SOL2 (control 15.5±2.7 vs 53.1±7.7, p<0.05). Este incremento

en la latencia no afectó significativamente el porcentaje de SOL2 durante las

cuatro horas de registro (control 53.7±2.6% vs 44.6±4.5%, p<NS, ver gráfica 7).

Sueño MOR

La administración de 100 ng de HIVgp120 incrementó el porcentaje de sueño

MOR en comparación con el grupo control (control 8.3±1.1% vs 14.1 ±0.8%,

p<0.05, ver gráfica 8 y figura 33). Este incremento en el porcentaje se vio

reflejado en una mayor duración de los episodios de sueño MOR (control

1.3±0.0vs2.5±0.1,p<0.05).

El compuesto U0126, un inhibidor de la enzima MAPK-ERK, redujo el

porcentaje de sueño MOR durante las cuatro horas de registro (control

8.3±1.1% vs 4.5±0.3%, p<0.05, ver gráfica 8 y figura 32); esto se reflejo en una

menor frecuencia de esta fase de sueño en relación al grupo control (mediana

control 12.0±8.0 vs 7.0±6.0, p<0.05). Un efecto similar fue observado después

de administrar el inhibidor de la enzima p38-MAPK (control 8.3±1.1% vs

0.3±0.1%, p<0.05, ver gráfica 8); esta disminución en el porcentaje de sueño

MOR se vio acompañada por una mayor latencia par,a ingresar a esta fase de

sueño (control 46.2±6.2 vs 147.9±32,3, p<0.05), por una menor frecuencia de

episodios de sueño MOR (mediana control 12.0±8.0 vs 1.0±0.2, p<0.05) y por

una menor duración de los episodios de sueño MOR (control 1.3±0.0 vs

0.6±0.2, p<0.05) para mayores detalles ver anexo 2.

La administración simultanea de U0126, inhibidor de la MAPK-ERK, y

HIVgp120 no altera el porcentaje de sueño MOR en comparación con el grupo

control (control 8.3±1.1% vs 7.2±0.6%, p=NS, ver gráfica 8 y figura 33). Sin

embargo, la administración simultánea de SB202190, inhibidor de. lá p38-MAPK
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y HlVgp120 presenta un incremento sustancial de sueño MOR (control

8.3±1.1% vs 14.0±1.2, p<0.05, ver gráfica 8 y figura 33); este incremento en el

porcentaje de sueño MOR se vio acompañada por una mayor duración de los

episodios de esta fase de sueño (control 1.3±0.0 vs 2.6±0.1, p<0.05). Para

mayores detalles, ver anexo 2.
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Gráfica 8. Efectos de dos inhibidores de enzimas MAPK y de la HiVgp120
sobre el patrón de sueño de movimientos oculares rápidos a lo largo de cuatro
horas de registro. Eje X, representa los tratamientos y la dosis utilizadas. Eje
Y, representa el tiempo total de registro en porcentaje. Las barras representan
la media de cada grupo y el error estándar de la media. *p<0.05 vs Salina.
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DISCUSIÓN

Tiroslnas cinasas. El papel de los neuretransmisores clásicos —acetilcolina,

noradrenalina, serotonina y dopamina— en la regulación del sueño ha sido

ampliamente documentado y estudiado (Chokroverty S, 1999; Borbely A,

2000). Sin embargo, en años recientes se ha visto que otras moléculas, como

los factores de crecimiento, están ligados al fenómeno del sueño.

Los factores de crecimiento, al igual que las interieucinas, son subfamilias de

moléculas que se agrupan en la superfamilia de las citocinas. Estas moléculas

se unen y activan receptores que se fosforilan en e! aminoácido tirosina del

dominio intracelular, por lo cual se les conoce como receptores con actividad de

tirosina cinasa. Estudios realizados a la fecha en el área de sueño han brindado

pruebas sobre el papel de algunas interieucinas y menos reportes se han

tenido sobre el pape! específico de los factores de crecimiento (para revisión

ver Krueger 1993, 1999, 2000). Los factores de crecimiento, al ser una gran

subfamilia de moléculas, y complejos los receptores que activan, los resultados

que se han obtenido en estudios del sueño varían con relación al factor de

crecimiento utilizado. Las investigaciones que se han realizado hasta la fecha

se han enfocado, principalmente, a los efectos agudos de la administración ICV

de factores de crecimiento sobre el patrón del sueño-vigilia. A pesar de estos

esfuerzos, no se conoce nada acerca de cómo los factores de crecimiento

generan sus efectos sobre el sueño (Grazia de Simoni M, 1996).

En una breve recopilación de los efectos reportados tenemos que cuando se

han inyectado inteleucinas o fragmentos de receptores, el principal efecto

observado es incremento o disminución en el sueño lento y en algunos casos

variaciones en la temperatura cerebral . Por ejemplo, la administración ICV de

IL-1 aumenta el sueño lento (Krueger JM, 1999) mientras que la administración

ICV de anticuerpos contra la IL1|3 a conejos produce reducción del sueño lento

sin afectar el sueño MOR o la temperatura cerebral (Opp MR, 1994). Las cifras
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de ARNm de IL1p se incrementan después de una hora de privación de sueño,

principalmente en hipotálamo, hipocampo, corteza y puente (Taishi P, 1998).

La privación tota! de sueño provoca incremento de 200% en las cifras de ARNm

para IL-1p en hipotálamo y tallo cerebral. (Mackiewicz M, 1996) y estas cifras

de 1L-1 son sustanciaimente disminuidas después de tres horas de rebote de

sueño. En tanto, se ha reportado que las cifras de IL-2 se incrementan durante

la segunda mitad de sueño (Uthgenannt D, 1995). La administración ICV.de IL-

4 a conejos durante el periodo de luz produce inhibición del sueño lento

mientras que no se encontró efecto alguno cuando esta IL-4 se inyectó durante

el periodo de oscuridad (Kushikata T, 1998). Ensayos precltnicos con lL-6 en

humanos muestran que es capaz de inducir fatiga, inactividad y disminuir la

capacidad de concentración. El efecto observado sobre el patrón de sueño es

una disminución de sueño lento durante la primera mitad de la noche e

incremento durante la segunda mitad (Spath-Schwalbe E, 1998). Además,

pacientes con somnolencia diurna patológica y fatiga muestran cifras

circulantes elevadas de IL-6 (Vgontzas AN, 1999). La administración ICV de 1L~

10 a ratas produjo reducción de sueño lento (Opp MR, 1995) mientras que en

conejos y durante el periodo de luz produce además de disminución del sueño

tentó, incremento de sueño MOR; pero cuando esta IL-10 es administrada

durante el periodo de oscuridad no se reportó efecto (Kushikata T, 1999). La

administración intracerebraf de IL-13 a ratas, inhibe el sueño MOR cuando se

inyecta durante el periodo de luz, e inhibe el sueño lento cuando es

administrada durante el periodo de oscuridad. (Kubota T, 2000). La

administración, a ratas, del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) incrementa

el sueño lento, disminuye el sueño MOR y causa fiebre y anorexia (Terao A,

1998).

En lo que respecta a los estudios con factores de crecimiento, observamos que

la administración ICV del factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-p1) a

ratas, inhibe el sueño MOR (Kubota T, 2000). En tanto que la administración

ICV a conejos del factor de crecimiento de fibroblastos en sus formas acida y
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básica provocó incremento de sueño lento y fiebre en el primer caso, mientras

que con ei factor básico no se observó incremento de temperatura (Knefati M,

1995). La administración ICV de 25 ug de EGF en conejos, incrementó la

temperatura cerebral, el sueño lento y disminuyó el sueño MOR, en tanto que a

dosis de 5 ug solo incrementa et sueño lento (Kushikata T, 1998). El factor de

crecimiento semejante a la insulina (IGF-1) administrado ICV a conejos,

disminuye el sueño lento y el sueño MOR durante la primera hora de registro

{Obal F, 1999). La administración ICV del factor neurotrófico derivado del

cerebro (BDNF) en ratas y conejos incrementa ef sueño lento en ambas

especies pero solamente se observa incremento de sueño MOR en conejos

(Kushikata T, 1999). La administración !CV de NGF incrementa el sueño lento y

el sueño MOR en conejos sin alterar la temperatura cerebral (Takahashi S,

1999). En tanto que la administración de NGF en el tegmento pontino rostral

de gatos induce largos episodios de sueño MOR (Yamuy J, 1995, 2000). Por

ultimo, la administración del factor neurotrófico derivado de una linea celular

glial (GDNF) en ratas y conejos incrementa el sueño lento y disminuye el sueño

MOR (Kushikata T, 2001).

Como se puede observar, casi todos los estudios anteriores se han enfocado a

la administración de diversos factores de crecimiento al ventrículo lateral de

ratas y conejos. Sin embargo, los receptores que son activados por estos

factores de crecimiento son complejos, por lo cual en et presente estudio

utilizamos otra aproximación la cual es mediante la inhibición de la activación

de estos receptores. Por contraste, con los reportes publicados por otros

grupos, la inhibición farmacológica de los receptores con actividad de tirosina

cinasa, en particular para EGF y PDGF, muestran una conducta consistente. E!

efecto agudo observado después de la administración de un antagonista no

específico de los receptores con actividad de tirosina cinasa como es la

genisteína, produce durante las cuatro horas de registro una disminución

exclusiva del porcentaje de sueño MOR sin modificar alguna otra fase de

sueño. Et sueño MOR ha sido vinculado a procesos de consolidación de
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memoria (Smith C, 1995; Siegel JM, 2001; Maquet P, 2001) y se ha visto que

los receptores con actividad de tirosina cinasa son importante en la generación

de LTP en el hipocampo en estudios in vitro (O'Dell TJ, 1991) así como en los

procesos de aprendizaje y memoria en estudios in vivo (Soderling TR, 2000).

Además, la teoría neurotrófica del sueño sugiere que. la generación del sueño

es un proceso que tiene lugar por grupos neuronales, esta idea podría ser

apoyada por la amplia distribución de los receptores con actividad de tirosina

cinasa y sus ligandos en el cerebro (Wagner KR, 1991; Arregui CO, 2000).

Se han reportado otros estudios que muestran el papel de los receptores y los

factores de crecimiento en sueño. Por ejemplo, la administración de BNDF a

conejos y ratas incrementa el sueño lento {Kushikata T, 1999). Ademas, el

receptor para este factor de crecimiento presenta variaciones uitradianas y sus

cifras se incrementan después de la privación total de sueño (Kushikata T,

1999). Cuando se priva de sueño MOR durante seis horas a ratas se observa

una mayor inmunoreactividad para BNDF en diversas áreas cerebrales (Sei H,

2000), principalmente en cerebelo y tallo cerebral. En este mismo estudio,

después de 6 horas de privación de sueño MOR se reporta cifras de NGF

menores solamente en hipocampo. Esto constrasta con lo reportado

previamente por Yamuy y Kushikata quienes muestra que la administración de

NGF en ventrículo lateral asi como a zonas específicas del cerebro de ratas y

gatos facilita el sueño MOR (Yamuy J, 1995, Kushikata, 1999). Esto podría

sugerir distintas funciones de los receptores dependiendo de su ubicación o de

su tipo ya que recientemente se ha demostrado la presencia de los receptores

(p75 y Trk-c) para NGF en los núcleos tegmental pedúnculo pontino, latero

dorsal, núcleo peribraquial, la formación reticular pontina lateral y medial, el

núcleo del rafe y el locus coeruleus (Yamuy J, 2000), todas ellas son áreas de

han sido involucradas en la generación del sueño. Otros estudios que amptian

nuestro conocimiento sobre los factores de crecimiento son los que muestran

que la administración ICV del factor de crecimiento semejante a ia insulina 1

(IGF-1) a ratas y conejos produce disminución de sueño lento y sueño MOR
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{Obal F, 1999). En tanto que otros investigadores han reportado que las cifras

plasmáticas de IGF en hombres sanos de tercera edad co-varía de forma

inversa con la cantidad de sueño lento y el poder en la banda delta (Prinz PN,

1995). Todos estos datos sugieren la importancia de los factores de crecimiento

y al parecer apoyan la hipótesis neurotrófica que postula que durante el sueño,

los factores de crecimiento son utilizados, por ejemplo, en el mantenimiento de

sinápsis no utilizadas durante la vigilia, en la estabilización de circuitos

sinápticos y en la plasticidad cerebral (Krueger JM, 1993, 1999, 2000).

Los factores de crecimiento antes mencionados y otros más incluyendo ál

PDGF y al EGF han sido previamente involucrados en el sueño. En 1997, Tafti

utilizando la aproximación de quantitative trait loci sugirió la importancia de

algunas regiones genómicas en el sueño MOR. Dentro de estas regiones

genómtcas propuestas se encuentran los genes que codifican para diversos

receptores para factores de crecimiento y para factores de crecimiento, ente

ellos el PDGF y el EGF (Tafti M, 1997). Asimismo, Tononi reportó que varios

factores de crecimiento forman parte de la tercera familia de genes que se

expresan durante la privación de sueño (Tononi G, 2000). Estos datos

comienzan a dibujar el papel de los factores de crecimiento en ei sueño y

podrían contribuir a apoyar y ampliar los alcances de la teoría neurotrófica del

sueño.

PDGFR y EGF. La amplia distribución cerebral de los receptores para PDGF y

EGF (Schaudies RP, 1989; Yeh HJ, 1991; Sasahara M, 1991) sugiere su

importancia en los procesos fisiológicos cerebrales. Estos factores de

crecimiento, sus receptores y vías de transducción de señales han sido

involucrados en la aparición de gliomas, tumores cerebrales, en los procesos

de mielinización, en los cambios gfiales observados en la enfermedad de

Alzheimer (Masliah E, 1995; Smits A, 1998; Cannella B, 1999) y ahora en el

sueño.
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La administración del inhibidor al receptor a PDGF, el AG1296, indujo la

desaparición del sueño MOR durante las cuatro horas de registro a ambas

dosis utilizadas. Ésta es la primera evidencia fisiológica que muestra que este

receptor tiene una función en ia generación" de! sueño MOR. Aunque

previamente Tafti y Tononi habían sugerido su implicación, de forma general,

por ser parte de los factores de crecimiento que al parecer se expresarían

durante el sueño MOR (Tafti M, 1997; Tononi G, 2000). El efecto observado al

inhibir la activación del receptor a PDGF se ve reflejada en una disminución del

sueño MOR y en un aumento de ia vigilia, sin afectar al sueño lento. Sin

embargo, es necesario aclarar que estamos observando un efecto agudo y en

el estudio que realizamos únicamente registramos el sueño durante cuatro

horas, al inicio del periodo de luz, por lo anterior no sabemos si esta supresión

de sueño MOR durante las primeras cuatro horas de registro pudo ser

compensada o tener algún efecto de rebote durante las siguientes horas del

ciclo ya que es sabia la preponderancia del sueño MOR en la rata durante el

último tercio del periodo de luz. Una posible explicación o interpretación a los

efectos agudos observados sobre el sueño es que ei compuesto AG1296 fue

capaz de inhibir la activación de los receptores a PDGF, aunque no se podría

confirmar si estos efectos fueron debidos a la inhbición general de la mayoría

de receptores independientmente de su tocalización o a la inhibición primordial

en algunas áreas donde convergen la tocalización de los receptores a PDGF y

anatomía de estructuras previamente descritas como muy importantes en el

sueño como el tallo cerebral, tálamo y corteza (Sasahara M, 1991; Yeh HJ,

1991; 1993). Independientemente de lo anterior, los resultados apoyan la teoría

neurotrófica del sueño. Además, de la presencia de este receptor en las áreas

antes mencionadas se ha visto que su concentración es dependiente de lá

edad de las ratas. Se ha reportado que en ratas de 24 meses la concentración

de receptores a PDGF es menor en comparación a ratas jóvenes (Hu Y, 1998)

esto podría sugerir su implicación en los cambios en el patrón de sueño MOR

que se observan durante la vejez (Spiegel R, 1982). Sin embargo, hasta la
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fecha nadie ha reportado una posible relación entre este factor de crecimiento

(PDGF) durante la vejez y el sueño.

En el caso del receptor a EGF, los efectos observados debidos a la

administración de los inhibidores AG1478 y compuesto 56 fueron consistentes,

ambos compuestos disminuyeron el porcentaje de sueño MOR y aumentaron el

porcentaje de vigilia durante las cuatro horas de registro, igual a lo observado

en el caso de la inhibición del receptor a PDGF. En el primer caso, el AG1478,

mostró comportamiento dosis dependiente. En tanto que en el segundo caso, el

compuesto 56, sólo se utilizó una dosis y los efectos fueron evidentes. Los

resultados obtenidos con estos inhibidores sugieren1 que este receptor y sus

segundos mensajeros, al igual que el PDGFR, están involucrados en el sueño

MOR. Sin embargo, la diferencia en el porcentaje de sueño MOR que fue

inhibido puede deberse a la diferente IC5o entre ambos compuestos ya que

para el caso del compuesto 56 es menor la.ICso requerida (!C50=6 pM) en

comparación al AG1478 (lC5o= 3nM) para ejercer su acción. En todo caso se

puede descartar una acción cruzada (inhibición de otros receptores) ya que la

IC50 para observar este efecto es de 100 uM (Han Y, 1996; Bridges AJ 1996;

Levitzki A, 1995). Al observar un efecto más conspicuo en la inhibición det

sueño MOR al usar un compuesto con una IC50 menor (6 pM) nos podría

sugerir que el compuesto 56 es sumamente efectivo a bajas dosis o que e!

mecanismo de este receptor para facilitar esta fase de sueño puede ser

sumamente fino ya que requiere un inhibidor mucho más específico

(compuesto 56 vs AG1478). Por otro lado, estos resultados contrastan con los

hallazgos reportados recientemente por Kushikata. Este autor muestra que la

administración ICV de EGF a conejos produce incremento de sueño lento y

disminución de sueño MOR a dosis de 25 ug (Kushikata T, 1998). En nuestro

estudio, af utilizar antagonistas, solamente observamos disminución de sueño

lento a dosis de 25 ng en tanto que a todas tas dosis y con ambos compuestos

(AG1478 y compuesto 56) se presenta menor cantidad de sueño MOR e

incremento de vigilia. Posibles explicaciones, el estudio realizado por Kushikata
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fue en conejos en comparación a ratas que se utilizaron en este, estudio; el

receptor a EGF tiene alrededor de ocho ligandos, entre ellos el EGF, (Zwick E,

1999) por lo cual los efectos observados por Kushikata pueden ser debidos al

EGF y a alguna de sus enzimas. Puede ser que el efecto sea dependiente del

ligando y de su concentración. En resumen, los efectos sobre el sueño

observados después de la administración aguda de inhibidores de los

receptores a PDGF y a EGF produce efectos consistentes que se ven

reflejados en la disminución del sueño MOR y en incremento de vigilia durante

las cuatro horas de registro. Esto no descarta que el efecto agudo observado

pueda tener repercusiones sobre el sueño más alta de las cuatro horas de

registro. Debido a que ambos receptores tienen y al parecer utilizan casi tas

mismas enzimas como mecanismos de transducción de señales, alguna de

ellas o más de una puede ser la encargada de llevar a cabo este efecto

observado en el sueño MOR.

MAPK-ERK. Las vías de transducción de

señales de receptores a factores de

crecimiento son varias y muchas de ellas

todavía están bajo estudio, sin embargo, se

conocen algunas de las principales. Tal es el ^,«^,.,?1,í,)1

caso de la vía de la MAPK-ERK. La MAPK es í™1^ ' ,* , / - , , * / ' " min

o o

una familia de enzimas con seis miembros, de ¡ \ <*»»>'»«•<

los cuates cuatro se han encontrado en ^ ^

neuronas de mamíferos (Chang L, 2001). La .

vía acoplada a los receptores a EGF y. PDGF Figura 34. , Diagrama que
, >«Ar-,.̂  r-r-,^ /«._ , i*, i nnn^v i muestra el sitio de acción de

es la MAPK-ERK (Chelsson-Wels, 1994). Los fos compuestos PD998059 y

resultados obtenidos, en la arquitectura del U0126.

sueño durante cuatro horas de registro y

después de la administración de dos inhibidores (PD98059 y U0126) que tienen

e! mismo sitio de acción (delta N3-S218E/S222D MEK) muestran

características diferentes. En tanto el PD98059 diminuye el S0L1; incrementa
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el S0L2 y no tiene efecto alguno sobre el sueño MOR; no sucede lo mismo con

el U0126 que tiene efecto específico sobre el sueño MOR. Esta diferencia

puede ser atribuida a la sensibilidad del compuesto U0126 para inhibir a la

enzima. Ensayos de cinética enzimática muestran que el U0126 (IC50-0.07 uM)

tiene 100 veces más afinidad por el sitio delta N3-S218E/S222D MEK en

comparación con el PD98059. {Favata MF, 1998). Los resultados obtenidos con

la inhibición aguda de la MAPK-ERK son las primeras evidencias fisiológicas

que muestran que una enzima tan importante e involucrada en diversos

procesos fisiológicos estudiados in vitro como LTP, integración de señalización

intracelular (Grewal SS, 1999) y en estudios conductuales en ratas (Sweatt JD,

2001), al parecer también está involucrada en el sueño (cambios agudos) y

quizás en una fase específica del sueño (MOR). Tomando todo lo anterior, es

decir, los reportes previos sobre la importancia de la MAPK-ERK en el

fenómeno de LTP y en estudios conductuales en ratas, los efectos que se

observan durante la inhibición de esta enzima en el sueño y la relación

existente entre la memoria y el sueño (Smith C, 1995; Siegel JM, 2001, Maquet

P, 2001) podría sugerir la relación de la MAPK-ERK en el fenómeno sueño-

memoria. Recientemente, se ha reportado que la privación total de sueño por

seis horas incrementa las cifras de MAPK-ERK fosforilada en hipocampo (Fang

J, 2000). Sin embargo, la técnica de privación de sueño fue realizada por

adición de objetos nuevos al ambiente de las ratas por lo cual el efecto

observado puede ser una mezcla de privación de sueño y actividad

hipocampal; ya que la adición de nuevos objetos incrementa las cifras de

MAPK-ERK en hipocampo de ratas (Izquierdo LA, 2001). Además se ha

reportado que, al parecer, las cifras de MAPK-ERK en cerebro se mantienen

constantes a lo largo de la vida de la rata (Hu Y, 1998). Esta vía ha sido de las

más estudiadas y es considerada como una de las principales vías de

transducción de señales en los receptores para EGF y PDGF (Claesson-Welsh

L, 1994; Levitzki A, 1995; Grewal SS, 1999). En adición a lo anterior, se ha

reportado que varios factores tróficos, como el factor de crecimiento nervioso

(NGF), el factor estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos (GM~
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CSF) y el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), utilizan

principalmente la MAPK-ERK en su transducción de señales {Bridges AJ, 1995;

Grewal SS, 1999; Schenk PW, 1999). En este sentido se ha reportado que la

inyección de NGF en el tegmento pontino de gatos (Yamuy J, 1995) facilita la

aparición de sueño MOR aunque si se inyecta en el ventrículo de conejos

(Takahashi S, 1999) solamente incrementa el sueño lento. La administración,

intracerebral a ratas del factor estimulador de colonias de macrófagos y

granulocitos (GM-CSF) incrementa el sueño MOR sin generar fiebre. (Kimura

M, 2000). En ensayos preclínicos, la administración de GM-CSF a humanos

reduce la cantidad de sueño lento e increnta de manera no significativa el

sueño MOR (Schuld A, 1999). Estos resultados comienzan a sugerir la relación

de la MAPK-ERK en el sueño, aunque los efectos, al parecer, pueden variar

dependiendo del sujeto experimental y de la ruta de administración.

Src. Las proteínas Src son una gran familia cuya función, poco conocida, se ha

involucrado más en procesos de neurogénesis, cáncer, crecimiento neurona!,

alcoholismo y en memoria, aunque se les conoce más como proteínas que

unen otras proteínas (Soderling TR, 2000). Los resultados obtenidos muestran

que la inhibición de las proteínas Src mediante el compuesto Herbimycina A

produjo incremento en el porcentaje de vigilia, disminución en SOL2 y sueño

MOR. Al utilizar otro compuesto más específico y con el. mismo mecanismo de

acción, como es el PP1, observamos incremento en el porcentaje de vigilia y

disminución de SMOR. Ei comportamiento de ambos compuestos es

básicamente similar aunque con diferente potencia, con excepción de la

disminución del SOL2 generado por la Herbimycina A. Estas diferencias,

pueden deberse a que !a herbimycina A se une solamente a una de estas

proteínas Src, la denominada P60Scr, con una IC5o=9OO uM y la unión de este

inhibidor a los grupos thio! de la cinasa es irreversible {Fukazawa H, 1991). En

tanto el compuesto PP1 se une a las proteínas P60Src, P56|C\ P59fyíl y Hck con

una ICso=5 nM y de manera reversible {Hanke JH, 1996). Hasta la fecha este

sería el primer reporte de la posible relación de esta proteína en et sueño,
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aunque previamente se ha mostrado que (a mutación en las proteínas fyn y src

en ratones altera el fenómeno de LTP y disminuye la eficiencia de ratas en la

prueba de aprendizaje espacial de Morris (Grant SG, 1993). Recientemente, se

ha confirmado que estas proteínas se encuentran en todo eí cerebro, pero

principalmente en neuronas de hipocampo (Zhao W, 2000). Las cifras de estas

proteínas se incrementan después de entrenamiento espacial en el laberinto de

Morris, al igual que otras proteínas de citoesqueleto, lo que sugiere su papel en

la plasticidad neuronal y en los procesos de memoria (Zhao W, 2000): Lo que

coincidiría con lo reportado de la relación sueño memoria (Smith C, 1995).

Debido a lo poco que sabemos de estas proteínas, es prematuro darles alguna

función concreta, sobre todo en el sueño.

Jak2/Stat La inhibición de esta cascada de segundos mensajeros mediante el

compuesto AG490, también conocido como B42, produjo a ambas dosis

utilizadas (25 y 50 ug) el mismo efecto y este fue específico sobre una

disminución del sueño MOR. El mayor efecto lo obtuvimos con la dosis de 50

ug. Sin embargo, a esta dosis es posible que tengamos un efecto mezclado al

inhibir no sólo a la enzima Jak2 sino también en menor medida al receptor a

EGF. Este efecto cruzado ha sido reportado previamente (Meydan N, 1996).

Aigo interesante es si observamos y comparamos el efecto obtenido después

de la administración de 25 ug de AG1478 con los resultados obtenidos con el

compuesto AG490 a dosis de 50 ug y con Herbymicina A se encuentran cifras

similares, lo cual sugiere que a esta dosis el compuesto AG1478 podría estar

inhibiendo o. actuando en estas dos cascadas de segundos mensajeros,

aunque esto deberá ser corroborado por estudios in vitro. La enzima Jak2 es

intraeelular y se localiza principalmente en corteza, hipocampo, cerebro basal y

estriado (De Fraja C, 1998) y recientemente se ha descubierto que, al parecer,

es fa principal cascada de activación y modulación del receptor a hormona del

crecimiento en el cerebro (Carter-Su C, 2000). Esta es la primera evidencia

fisiológica del invoíucramiento de esta enzima en el sueño y su posible función

estará por ser determinada.
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PI3K. Para inhibir esta cascada de segundos mensajeros utilizamos

wortmanina, un compuesto no selectivo y LY294002 un compuesto con

IC50=0.43 pM (Vlahos CJ, 1994). Los resultados muestran que wortmanina no

afecta al patrón de sueño en forma significativa. En tanto el LY294002 lo hace

únicamente a dosis de 50 ug. El efecto observado es específico sobre el

porcentaje de sueño MOR. La posible interpretación que nos sugiere es que

esta vía de segundos mensajeros no es de las principales en la cascada de

señalización para el fenómeno del sueño o que los compuestos utilizados no

son lo suficientemente sensibles para mostrar el papel de estas vías. Esta vía

de segundos mensajeros ha sido involucrada en procesos supervivencia

neuronal y en la regulación del crecimiento axonal. Sin embargo, estas

acciones no lo hace exclusivamente esta enzima sino que fo hace en

conjunción con la MAPK-ERK y la PLC, actuando las tres de manera sinérgica

(YangF, 2001)

Controles negativos. El uso de los compuestos tirfostina A y PP3 como

controles negativos obedece a ia necesidad de determinar posibles efectos de

la estructura química de los compuestos aquí utilizados. La tirfostina A ha sido

usada comúnmente como control negativo para compuestos AG (AG1276,

AG1478, AG490) y el compuesto PP3 ha sido usado como control del

compuesto PP1 (Oh U, 1995; Abdul-Ghani MA, 1996; PaiJIart C, 1997; Portier

B, 1999). Los resultados obtenidos depués de cuatro horas de registro con

ambas moléculas muestran que no existe efecto alguno sobre el patrón de

sueño (ver cuadro 1), tampoco en alguno de los parámetros obtenidos a partir

de estas fases, como frecuencia, duración y latencia (ver anexo 1). Lo que

sugiere que tanto el vehículo como las moléculas inactivas no tuvieron efecto

alguno sobre los cambios observados en el patrón de sueño con los inhibidores

utilizados a io largo de las cuatro horas de registro.
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HIVgp120 y sueño

Estimaciones epidemiológicas sugieren que entre 20 y 30% de adultos y 50%

de niños con sida desarrollan demencia (Epstein LG, 1988; BrewBJ, 1999).

Este síndrome está caracterizado por déficit en atención y memoria, así como

alteraciones motoras (Jassen RS, 1989; Brew BJ, 1999). El VIH entra al

cerebro relativamente pronto después de !a infección (Perry SW, 1990). Como

resultado de su ingreso varias proteínas constituyentes del virus pueden, en

consecuencia, también entrar, entre ellas la gp120. Se ha reportado que

algunas alteraciones en el patrón de sueño se pueden observar en los primeros

estados de la infección {Darko DF, 1992). La glucoproteína 120, mejor

conocida como HIVgp120 que proviene del humano, tiene su origien en el gen

env que codifica para una proteína precursora de 160 kDalque al ser

proteol[ticamente desensamblada da origen a la HÍVgp120 y a la HIVgp41. La

administración aguda de HlVgp160 y HIVgp41 a ratas altera el patrón de sueño

al producir incremento de sueño lento, fragmentación de este e inducción de

respuesta febril cerebral (Gemma C, 1999). Mark Opp en 1996 reportó que la

administración de una sola dosis de 100 ng de HIVgp120, a ratas af inicio del

periodo de oscuridad, produce incremento de sueño lento y sueño MOR

durante las dos primeras horas de registro además de que el incremento de

sueño lento se correlacionó con el incremento en las cifras de ínterleucina 1

(Opp MR, 1996).

Al comparar los resultados obtenidos por ia administración aguda de HIVgp120

al ventrículo lateral de ratas realizado por el grupo de Opp con los descritos en

esta tesis se puede considerar que fueron replicados parcialmente. Lo anterior

es debido a que 100 ng de HIVgp120 administrados en el ventrículo lateral de

ratas durante el período de luz produjo incremento de sueño MOR durante las

cuatro horas de registro (al igual que lo reportado por Opp) pero no de sueño

lento. La ausencia de incremento en el sueño lento observada en esta

investigación puede ser explicada por tres vías. Este estudio fue realizado

durante el periodo de luz, en contraposición con lo realizado, por Opp que fue
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realizado durante el periodo de oscuridad; la cepa usada de ratas es diferente,

Wistar vs Sprague-Dawley y el incremento de sueño lento puede tener alguna

relación con la interleucina 1. En este sentido se ha descrito que cuando se

administra HIVgp120 en ventrículoiateral de ratas es casi ¡ndetectable observar

incremento de IL-1p, pero si esta proteína, HIVgp120, es inyectada fuera de!

tejido ventricular las cifras de IL-1(3 se incrementan rápidamente debido a

mayor expresión (Sundar SK, 1991). Uno de los efectos de la interleucina 1(3

sobre e¡. sueño es el incremento de sueño lento (Shoham S, 1987). Por último,

a la pregunta de si los cambios agudos observados después de la

administración de H!Vgp120 o alguno de los tratamientos, aquí descritos, tiene

efectos a largo plazo (más de las cuatro horas aquí mostradas) no se pueden

responder con estos experimentos.

El incremento agudo de sueño MOR observado en este trabajo después de la

administración de HlVgp120 es consistente con lo reportado por Opp (Opp MR,

1996). Cuando realizamos el tratamiento conjunto inhibiendo la enzima MAPK-

ERK y adicionamos HlVgp120, el incremento agudo de sueño MOR observado

solamente por HIVgp120 no aparece. Por ei contrario, cuando se administra el

inhibidor para la p38-MAPK y la HIVgp120 no se logra detener el incremento

agudo de sueño MOR. Por lo anterior, el efecto obsevado sobre el sueño MOR,

al parecer puede ser atribuido a la activación de la MAPK-ERK pero no a la

p38MAPK. Estos resultados parecen coincidir con lo reportado por Lannuzel y

posteriormente Meucci, quienes mostraron que la administración de

concentraciones picomolares de HlVgp120 a cultivos de neuronas activa

rápidamente y de forma sostenida la enzima MAPK-ERK pero no la p38MAPK

(Lannuzel A, 1997; Meoucci, 1998).

Debido a que las neuronas no son infectadas por el HIV, los efectos

observados tanto agudos como crónicos pueden deberse a un mecanismo

indirecto. La HlVgp120 ha mostreado producir efectos a corto y largo plazo en

ratas, (ver Sánchez-Alavez M, 1999; 2000). Se ha reportado incremento de
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glutamato producido por HlVgp120, este incremento de glutamato produce

incremento de calcio intracelular el cual es necesario para la activación de la

MAPK-ERK. Para que se realice la activación de esta enzima se necesita de ta

activación previa de la proteína RAS (Ras/Raf/MAPK-ERK). La proteína Ras

tiene un dominio de plesktrina. Este dominio de plesktrina es dependiente de

calcio. Se ha reportado que al generarse incremento de calcio intracelular se

produce activación de la MAPK-ERK por activación previa de Ras. El dominio

de plesktrina no es exclusivo de RAS ya que se ha descrito también en otras

proteínas como pp125FAK y PYK2 (Lev S, 1995; Siciliano J, 1996). Además

de que el calcio puede activar la MAPK-ERK también puede activar otra cinasa

conocida como la cinasa dependiente de calcio calmodulina o CAMKII. En este

caso, evidencias recientes muestran que cuando esta enzima es activada por

calcio puede, a su vez, activar a la MAPK-ERK (Muthalif MM, 1996; Vanhoutte

P, 1999).

En los pocos estudios publicados a la fecha sobre et efecto agudo de la

proteína gp120 sobre el sueño en ratas se observan cambios, los cuales al

parecer dependen de la procedencia de la protefna y ahora, al parecer, del ciclo

de luz. Por ejemplo, se ha reportado que la administración aguda de 100 ng de

gp120 de origen felino (RVgpi 20) durant el periodo de luz disminuye el sueño

lento 2 y el sueño MOR (Prospero-García O, 1994, 1999). Por el contrario, la

administración durante el periodo de obscuridad de 100 ng de gp120 de origen

humano (HlVgp120) incrementa el sueño lento y el sueño MOR (Opp MR,

1996) en tanto que si estos 100 ng de HIVgp120 se inyectan durante el periodo

de luz se observa únicamente incremento de sueño MOR.

Por otro lado, los resultados obtenidos con la administración aguda del inhibidor

de la enzima p38-MAPK (SB202190) sugieren que esta enzima tiene un papel

en el sueño, ya que altera todos los estados, siendo el sueño MOR el más

afectado durante las cuatro horas de registro. Ésta es la primera evidencia

fisiológica que muestra que esta enzima está involucrada en el fenómeno del
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sueño, aunque a! parecer no está involucrada en el incremento agudo de sueño

MOR generado por la administración única de 100 ng de HIVgp120. Se ha

reportado que esta vía de transducción de señales este relacionada con

estados crónicos de infección aunque nadie ha reportado relación directa entre

HIVgp120 y esta enzima. Esta enzima ha sido ligada a los procesos de

inflamación, crecimiento celular, diferenciación, y apoptosis {Ono K, 2000). Lo

anterior sugiere que podría estar implicada a largo plazo ya que el tratamiento

crónico con HIVgp120 produce cambios en la memoria, LTP, sueño y apoptosis

en neuronas.(Bagetta L, 1997; Lipton SA, 1998; Sanchez-Alavez M, 2000). Los

resultados presentados anteriormente sugieren la importancia de la vía de

transducción de señales medidada por la MAPK-ERK en las modificaciones

agudas del patrón de sueño producidas por la HIVgp120. Estos cambios son

agudos, sin embargo, algo interesante es que actualmente se encuentra en

fase II de estudios clínicos el compuesto GPl-1189, una molécula con

propiedades similares al U0126, para tratar las alteraciones neurológicas

producidas en la demencia asociada la SIDA (McGuire D, 2000; Pulliam L,

2001).

CONCLUSIONES

Factores de crecimiento y sueño. Los receptores para factores de crecimiento

se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro. Estos receptores son

complejos ya que tienen varios ligandos y varias enzimas acopladas como

mecanismos dé segundos mensajeros. La unión de alguno de sus ligandos

puede dar lugar a la activación totai o diferencial de las enzimas intracelulares.

Sin embargo, !a inhibición del receptor puede ayudar a determinar su posible

función en el sueño, La administración ICV aguda de inhibidores de los

receptores a factores de crecimiento y a sus segundos mensajero afectó al

sueño durante !as cuatro horas de registro. Los cambios agudos observados

se enfocan principalmente a la disminución del sueño MOR y al incremento de.

vigilia. El sueño MOR ha sido ligado a los procesos de memoria y aprendizaje
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donde los receptores a factores de crecimiento y algunas de sus segundos

mensajeros han mostrado su importancia tanto en estudios in vítro como in

vivo. Las enzimas intracelulares, a! parecer, juegan un papel complementario

entre ellas y ninguna tiene a su cargo la función exclusiva de los cambios

observados. Debido a que únicamente registramos el sueño durante cuatro

horas, no sabemos si los cambios observados durante este lapso pudieran

tener efectos de rebote durante las siguientes horas del ciclo sueño vigilia de

la rata.

SIDA y sueño. La administración aguda de HIVgp120 inactivada por calor no

produce alteraciones en el patrón de sueño y se comporta similar al control.

Sin embargo, la administración de H|Vgp120 incrementa el sueño MOR

durante las cuatro horas de registro. Al administrar un inhibidor de la enzima

MAPK-ERK previamente a la administración de HIVgp120 se observa que, al

parecer, este inhibidor es capaz de impedir el incremento de sueño MOR

observado después de la sola administración de HIVgp120. La inhibición de la

enzima p38-MAPK no modifica el incremento de sueño MOR producido por

HIVgp120. Estos datos sugieren que al vía MAPK-ERK es, al parecer, una de

las vías a través de tas cuales la HlVgp120 produce el incremento de sueño

MOR observado después de la administración aguda de HlVgp120.

Es* J
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Short communication

Tnhibitioit of the ERK pathway prevenís HIVgpl20-induced REM
sleep mercase
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Ahilrnct

Approximately 35% of WV-infccled subjeets, both cliildrcn and adulta, cxliibil alleralions in the slccp-waking eyele. 1I1V su [face
gtycoprotcingpl20hns been poatulalcd to con tribute lo Hits nbnormalily. l;or cxnmplc, ¡( lias been reported dial MIVgpl20 modifica slccp
in frccly-moving rntfl and thal il also aclivales the ERK pnlliway ir brain slices. The goal of Ihis work was to determine ¡f aleep changes
induccdby IHVgp]20in normal rals are mcdiiilcd by Ihc MAPK palhway. Our rcautts show thnt a «ingle ¡ntravciilricuiaradininislrntion of
llIVgpl20 sclcctivcly mercases REMS and llial auch an incrcasc can be prcvcnlcd by U0I26, an inhibí loe of ERK aclivaling enzyinc,
MEK. In contras!, SB202I90, a MAPK-p38 inhibilor, had no effcct on IIIVgpl20-induccd incrcase in REMS. Thcsc residís suggcst that
HlVgpl20 incrcases REMS in the rat by fipccificaily nffecting the ERK signal transduclion pnlhway. © 2001 Publishcd by EIscvicr
Scictice Ü.V.

Theme: Disorders of the nervous ftystem ;

Toplc: Inftctious diacaBes

Kcywtiritx: Slccp- waklng eyele; Nuuroloxiciiy; (lliiiomntc; Clicmokincs; MAPK; MV.K.; f-:RK

individuáis infecled wilh the human immunodeficieney
virus type-1 (HIV-1) exhibít several neuropsychiatric
manífestalions [9], which inciude a prominent disorganiza-
üon of the sleep- waking eyele. These abnormalilios have
been observed bolh in chíldren [7] and adults [5]. These
changes are an increase in delta sleep during the second
part of the night in HlV-infected subjeets or a decrease in
the total time spent in rapid-eye-movement sleep (REMS)
in AIDS patients [5,7]. These alteratíong are unrelated to
opportunístic infections or brain neoplasm, and appear to
be a result of HIV-1 infection itself [9,14], However, since
direct HIV-1 infection of neurons has not been docu-

'Corrcsponding author. Tel.: +S2-5-623-2S09; fan: +52-5-623-2241.
E-mail addrcss: (jpg@scrvidor.unam.nix (O. Prospero-García).

mented, the mechanisms by which HIV-1 causes these
alterattons are unknown.

One potential explanation suppoftc<i by mountíng ex-
perimental evidence is thal proteins derived from the virus
may be ncurotoxic. In particular, HlV-derivcd
glycoprotein-120 (HIVgpl20) produces neurotoxicity in
both rodent and human neurona! cell types, tncluding
hippocampal, retinal ganglion, cortical and cerebellar
granule neurons [3,4,8,10]. Tlie mechanism of action of
HIVgpl20 seems to be vía an abnormal facililation of Ca2+

conductance [4,) 1,12], Recently, it was also reported that
in primary central nervous system (CNS) cells, HIVgpl20
aclivates the cxtraccllular signal-regulated kinase (ERK)
signal transduclion pathway [10], whose activation can be
associated with Ca2t eievations [18]. '

The serine/threonine kinases known as ERK-1 and

00D6-899Í/O1/S - scc fronl mnllcr © 2001 Puhlishcd by Rscvicr Science B.V.
PII: S0006-8993(01)02745-7
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ERK-2 or Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK)-1
and -2 ate part of a signal Iransduction pathway which can
be aclivated by diverse stimuli including neurotransmítters,
growth factors and cytokines. They may acl as a major Iink
between events at the level of the plasma membrane and
cytoplasmic and nuclear effectors (for review, see Ref.

120]).
Since HIVgpl20 increases REMS and slow-wave sleep

(SWS) in frecly-moving rats [13] and activates the ERK
signal transduction pafhway in cultured cells [10], we
decided to investígate if HIVgpl20-induced sleep altera-
tions could be prevented by inhibitíng the ERK pathway.

U0126 and SB202190 were piurchased from Calbioch-
em, San Diego CA, USA. HIVgpl20 is the natural product
obtained from the SF2 isolate of HIV, with purity greater
Ihan 95% as determined by gel electrophoresis. This gpl20
is from a lymphotropic virus, which seems to be less
neurotoxic in vitro, since it does not induce cellular dcath,
but it definitively induces behavioral, electrophysiological
and biochemical changea [17].

Sixty-two male Wistar rats (280-300 g) were housed in
a I2-h light, I2-h dark eyele (lights on at 08:00 h) at
constant room temperatura (23±2°C). They were ím-
planted with a stainless steel screw into their parietal bones
and a third one into Ihe frontal bone for electroence-
phalographíc recordíng. Two wire electrodes were inserted
into the muscles of the neck for electromyographic record-
ing. Also, a cannula aimed to the righl lateral ventricle
(AP:0.8, L:1.5, D:3.6) was stercotflxicaliy implanted for
the administration of the drugs. Afler surgery, all rats were
housed individually for at least a week for recovery. Food
and water were available ad libitum.

After the recovery períod, rals were acclimatized to the
recording chamber for 24 h before beginning the experi-
ment. On the experimenta! day, they were randomly
assigned to eight different groups to receive one of the
followíng treatments: saline (n = 30, 5 fU); DMSO (n = l 1,
5 jj.1); denatured (boiled) HIVgpl20 (n=7, 100 ng);
U0126, an ERK inhibitor (n=5, 6 ng in 5 M-I DMSO);
SB202190, a p38 inhibitor (n=6, 6 p.g in 5 jtl DMSO);
HIVgpl20 («=8, 100 ng); U0126+HIVgpI20 (H=6 , doses
as above) and SB202190+HIVgpl20 (n=9, doses as
above). All drugs were í.c.v. administered with the aid of a
Hamilton syringe. Immediately after treatment, sleep was
recorded for 4 h (10:00-14:00 h) in a sound-attenuated
chamber with food and water ad libitum.

Sleep recordings' were scored by visual inspection
considering 15-s epochs. The total time of Wakefulness
(W), SWS1, SWS2 and REMS was determined. Likewise,
lateney to SWSI, SWS2 and REM sleep onset, frequeney,
and mean duration of ail the stages were evaluated. These
results were analyzed by a one-way ANOVA test followed
by a post-hoc Bonferroni test.

Sleep. architecture was unaltered in animáis treated wiih
vehtele (DMSO) or denatured HIVgpl20 when compared
to Ihe saline-ínjected group (Fig. 1), consistent with past

observaCons [17]. In contrast, HIVgpl20 decreased SWSI,
although not significantly, and increased REMS (Fig.
lb,d). The latter was mainly due to an increase in REMS
mean duration (Table 1).

When adminislered alone, U0126 decreased REMS (Fig.
Id) by decreasing its frequeney (Table 1). In addition, it
increased SWSI (Fig. Ib), but not significantly. SB202190
also altered the sleep pattern by increasing total time in W
and SWSI (Fig. la,b) as a result of higher frequencies of
both W and SWSI episodes (Table I). Consistently, SWS2
and REMS showed a significant decrement in iheir total
time (Fig. Ic,d). The decrease in SWS2 was distributed
among all stages, while REMS decrement was due to a
frequeney decrease (Table 1).

When U0I26 and HTVgpl20 were administered simul-
taneously, REMS increments induced by HIVgpl20 were
prevented (Fig. Id). In contrast, adminislration of
SB202190 was ineffective in blocking HlVgpl20-induced
REMS increases (Fig. Id).

In the present study, a single dose of HIVgpl20 (100 ng
ix.v.) was able to increase REMS in rats as previously
reported by Opp et al. [13]. These authors also reported an
mercase in SWS2 which we were unable to replícate. This
could be due to the use of a different ral strain in that sludy
(Spraguc-Dawley vs. Wistar in our sludy) and/or because
they carried out their recordings at a different time of day
(16:00-20:00 vs. 10:00-14:00 h in our study).

Wealso observedthalU0]26, aselective inhibitor of the
ERK pathway [6], was able to prevent the HIVgpl20
REMS-mcrcasing effecl. This suggests that HlVgpl20 acts,
at least in part, through the recruiíment of this pathway, in
agreement with in vitro sludies [10]. The lack of effect of
the p38 inhibitor, SB202190, on the increase in REMS
caused by HlVgpl20, suggests that the HTVgpl2O action
on this sleep stage does not ínvolve this pathway and

. supports the specifteity of the cffeets caused by U0126.
Clearly, this is not the only intracellular pathway arfecled
by HIVgpl20; however, it seems lo play an importanl role
in the generatíon of the effeets on sleep,

The proposed physioiogical function of ERK on, the
intracellular medialion of glutamate transmissíon, i.e.
inductíon of immediatc early gene (IEG) transcription
[18,20] lends support lo the hypothesis suggesting that
HIVgpl20 increases Ca21" conductance by facilitating the
activity of glutamate receptors, i.e. NMDA or chemokine
receptora [4,11,12]. This Ca21 could trigger the activatioñ
of ERK1/ERK2 pathway, which in turn aclivates IEG
transcription. The proteins cncoded by these genes have
been reported to be involved in sleep generation [1].

Glutamale tnmsmission has also been impücntcd in
REMS generation [2,15,19], However, there is a lack of
evidence indicating if the ERK1/ERK2 pathway is in-
volved in this effect. HIVgpl20 effect on REMS provides
an opportunily to clarify whether or not ERK1/ERK2
pathway is involved in REMS regulation and in the
medialion of HIVgpl20 toxic effeets that influence REMS
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sallne and DMSO, P<0,05.

expression. Aitcrnatively, it bus been demonslrateti Ihat
hippocampal neurons express several types of chemokine
receptors [12] which beaides being used by HlV-1 to infect
suscqjlibie cells, can facililule Ihe activaüon ofthe GRK1/
GRK2 piilhway. Howcvcr, ¡nteraclion with tbe.se receptors
does nol aclívate MAPK-p38 [10,12].

Thesc acule changos, resultíng mainly from a massive
increasc in Ca2+ conductance, may progresa into a more
severe sleep abnormality expressed as a dramatic reduction
in REM sleep occurrcnce, duc to n chronic Ca2'1' ciisregula-

lion that may cause neurona! damage and dealh. For
example, paltcnts in advanced stages of AIDS [5J, cata
infecled with the feline immunodeficieney virus for more
Ihun a ycar [16] and rals chronically (realed with
HIVgpl20 [17] show a marked rdluctíon in total REMS.

i-IIV-l-inlccted subjeets sufTer from altcrations of Iheir
night-lime sleep patlerns, in associaüon with excessive and
dcbililatíng daytime sleepincss and faligue [5], greatly
affecting iheir qnali)y of Ufe. The presen! residís further
our umlerslanding of the pathophysiological mechanisms

Tabtc 1

HIVgpl20 slcq) and MATK palhways

Salino (5 pl)

I>MSO {5 (,))

(¡NinixillxKHXtnu)

GP120(l(KJng]

UO126 (6 jig)

(¡PJ20+U0I26

SB2O2190 (6 (i)))

GPI20+SR202190

B

II

10
7
i

i

6

6

9

FfBqumty (tíS.E.M.)

W

H.6±lí

17,lll.fi
Kl 711.7

9.710.5

11.011.3

L7.01I.2*

IS.6U.3*

11310.9

SWSI

16.112.1

21.01.1.3
•>.! 1112

10.311.0

13.611.1

11.011.5

16.841.9*

tS.Sl l .1*

SWSI

.27.011.3

27.511.1
17.HI.7

II.Jil.0

20.010.7

1U1I.7

16.511.9

19.911.3

REM

12.5tl.fi

imi.j
II) 11 (1 '1

12.310.3

8.0±0.S*

9.811.0

0.810.1*

13.610.6

Dciüity ((1S.E.M.)

W

4.610.7

,1.6.1.0.7
fi.1) 10.'J

5.21OK

4.910.2

4.910.4

6.210.9

4.610.4

SWSI

1.9 ±0.1

IJt.'M
I '111) 1

2.210.3
2.7±0.1

2.410.3

2.S ±0.3
1.410.1*

SWS2

4.7±0.3

4.7 J 0.4
7.7! 1 (l

7.510.4

6.910.4

5.810.7

4.610.4

6.5iO.5

HTiM

UiO.l

1,410.1
1.7 l (> l

2.510.1*

!J±O]

1.610.1

0.610.2*
2.610.1*

Luency ( J Ü

SWSI

11.012.1

6.1 .M.4
17.1) IAV

15.313.1

8.3±0.7

31.417.9

17.2¿:,4

12.511.4

SWS2

15.512.7

IO.fil2.fi
UN i.1.1

2514.5

1713.7

53.117.7'

33.617.3

IS.012.5

REiM

46.216.2

AUtl.i
ftl.i)l 11.1

49,316.5

51.2*10.6

8Í418.9

l47.fl±3IJ*

41,315.4

* r < 0 . 5 , One-way ANOVA and Donfcrronl tcsl vorsus conirol.
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by which HIV infection brtngs about such changcs and
ihus points to novel largets for déveloping new therapeutíc
approaches.
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