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INTRODUCCION

El es fenomeno

fisiolégico que acompana al ser

suefo un
humano desde el nacimiento hasta
la muerte (figura 1}. Durante el
transcurso de la vida pasamos
cuando menos un tercio dur-
Y, de

diariamente experimentamos este

miendo a pesar que
fendmeno, poco conocemos de él.
Por las primeras descripciones

misteriosa presencia y su funcién

desde siempre.
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Figura 1. Distribucién del suefio a lo largo
de la vida del humano. www.sro.org
mitoldgicas sabemos que el suefio, su

han acompafado a la historia del hombre

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

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

Nyx, diosa que reind durante la noche que siguié a la creacion del mundo. Nyx,

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

Figura 2. Estatua de Hypnos.
Museo de Almedinilla. Cordoba,
Esparia.

sucescra de Phanes, el dios creador.
Hypnios tuvo un hermano gemelo, también
concebido sin pareja, Tanatos, la muerte.

Hypnos se unié a Pashitea, una de las

gracias, con quién procred tres hijos
lcaelus, Morfeo y Fantaso, también
conocidos como los Oniroi u  Oneiros.

Segun la mitblog:’a. Hypnos vive al oeste,
en el inframundo, en los dominios de’
Hades, hijo de Cronos y Rhea. Su morada
es un palacio construido dentro de una gran
cueva donde el sol jamas lega, como

tampoco lo hace el canto del gallo que
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despierta al resto de mundo. Por lo anterior, Hypnos vive siempre en
tranquilida't:i, paz y silencio. A un lado de su morada fluye Lete, el rio del olvido,
hijo de Eris, la discordia; y a sus orillas crecen amapolas y plantas que liberan
fragancias somn(feras. Hypnos lleva, todos los dias, agua de Lete a los ojos de
los mortales y junto al perfume de las flores v al suave mufmullo de las
languidas aguas se convierten en una invitacion irresistible a dormir. Cuando
Hypnos camina por su palacio es acompaﬁa‘do‘, a menudo, por su hermano
gemelo Tanatos, por que cuando un morta] atraviesa la frontera del suefio su -
espirty es reclamado por Tanatos pero también cuando un mortal debe
regresar al mundo para reencarnar le hace beber y bafia abundantemente sus
ojos con agua de Lete para que no recuerde sus vidas anteriores: Cuando
Hypnos descansa lo hace al centro de su pafacio, en un lecho de ébano sobre

blandas plumas y rodeado de
cottinas negras (figura 3). Su
suefic es apacible y plagado de
historias. Es cuidade por sus tres
hijos que son la fuente de todos los
suefos, el grupo es dirigido de
manera leal y devota por Morfeo.
Morfeo brinda a su padre [os
ensuefios que contienen presencia
humana, . Icelus provee los

ensuefos con  animales vy

Phantasus ofrece el ensuefio con

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

Los Oniroi sélo se presentan a los

mortales cuando estén dormidos y pueden enviarles suenos verdaderos y
falsos. Los verdaderos son predicciones que se verificaban, estos son enviados
a través de la compuetta de cuetno o puerta de asta {gate of horn). Los suefios

falsos, son ilusorios y estdn destinados a engafiar, éstos llegan a través de la
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compuerta de marfil o puerta de marfil (gafe of ivory). El poder de Hypnos se
centra en la capacidad para dominar tanto a dioses como a mortales, ya que
todos necesitamos del suefio para vivir (Fluchaire P, 1994; Diccionario
mitolégico, Enciclopedia britanica).

La mencién del suefio en los textos mitdlogicos es una forma de conocer el
aspecto poético. Sin embargo, ef conocimiento no se ha limitado a eso ya que
la investigacion cientifica reslizada desde hace varias décadas nos ha brindado
solidos conocimientos sobre la fisiologia, anatomia y posible funcion del suefio.
Este conocimiento lo tenemos gracias al arduc trabejo de muchos
investigadores. Una breve semblanza sobre la historia del suefio es una forma

de conocer el avance que hemos tenido.

Historia de la investigacion en suefio. Los primeros trabajos cientificos
fusron descripciones conductuales tanto de seres humanos como de animales.
De hecho, todo nuestro conocimiento del suefio proviene K de dos
observaciones, la primera conductual y la segunda electroencefalogréfica.
Aunque actualmente se comienza a describir a nivel molecular. Las primeras
observacioneé conductuales datan de 350 a.C. cuando Aristoteles describié al
suefio como .."una inhibicion del sentido de la percepcion para la
conservacion” (referido por Edelson E, 1992). En 1846, Edward Binns publict
el libro “The anatomy of sleep” (referido por Edelson E, 1992). En 1863,
Kohlschutter describe la profundidad -del suefio en humanqs con base en la
intensidad de un estimulo acustico (campanilla} para despertarlos. También
formé una tabla numérica indicando la profundidad del suefio durante la noche
ya que segun sus cbservaciones, encontré que era mas facil despertar al.
principio que al final del suefio. A pesar de no variar la intensidad y frecuencia
del estimulo (refereido en Fischgold H, 1965). En 1868, W. Griesinger sugirié
que las ensciaciones estaban asociadas con periodos de movimientos
oculares (Griesinger W, 1868; referido por Edeison E, 1992). En 1875, Richard
Caton trabajando con conejos y monos y utilizando Un galvanémet'ro, observd



variaciones de corriente en la “materia ‘gris” las cuales tenian relacién con la
conducta (Caton R, 1875). Durante el dltimo tercio de.ese siglo, se publicaron
los primeros escritos con detalles anatdémicos y clinicos orientados hacia el
determinismo neufofisiolégico del suefio. Estos fueron realizados por Gayet en”
1875 en Francia y por Mauthner en 1890 en Austria. Estos trabajos muestran
la importancia de areas mesencefdlicas rostrales y 'de los efectos de las
lesiones que existen en sindromes letargicos (referido en Bremer F, 1974).
Para finalizar el siglo, en 1899, Sigmund Freud publicé su estudio sobre las
ensoftaciones donde comenta que durante el suefio, el cerebro se encuentra
muy activo rﬁientras que los musculos del cuerpo estan totalmente relajados;
es'peculando que esto era un mecanismo para prevenir la actuacion de los
suefos (referido en Chokroverty S, 1999),

. " Jl  Froderic G.N. Bremer, pioneer in
En 1907, Rene Legendre y Henri Piéron geepwomth .

describen la “hipnotoxina” a partir del liquido
cefalorraquideo de perros privados de suefio;
pero es hasta 1913 cuando Piéron sugiere la
‘relacion  entre algunas sustancias quimica
corporales y el suefio en su.libre Le probleme
physiologigue du sommeil (Piéron H, 1913).

Afos después, en 1923, Nathaniel Kleitman

muestra que la privacién prolongada de suefio

provoca descenso en la temperatura corporal,

Figura 4. Frederic Bremer,
1 pionero en la investigacion
(referido en Kleitman N, 1939). Ese mismo afio, de la neuroffsiclogia del
suefio, www, wisrs.org

confusién - en la conciencia y desorientacion

J.A. MacWilliam describié dos estados de suefo:

el “no alterado” y el “alterado”, el segundo o asoc:o con incremento en la
presion sanguinea y respiracion (MacWilliam JA 1923) En 1929, Hans Berger,
Jefe del departamento de neurologia 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
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(Berger H, 1929, 1938). Durante los siguientes 10 afios Berger, continué el
regisiro de microsefales eléctricas cerebrales con un galvanémetro de
Edelmann y después con un galvanémetro de bobina de Siemens. lLas
corrientes que observé apenas rebasaban el nivel de ruido provocado por los
primitive de lo aparatos. A pesar de ello, logré registrar ondas reguiares de 10
ciclos conocidas aciualmente como ritmo alfa y demostré que la-actividad
eléctrica cerebral se deriva det tejido neuraf. Si bien al principio sus trabajos no
fueron tomados en consideracién por los especialistas, éstos encontraron el
merecido reconocimienfe cuando fueron confirmados por dos fisidlogos
reconocidos, Adrian y Matthews, en 1934 (Maas JB, 1998). '

Las epidemias de encefslitis viral que frecuentemente aparecian durante la
década de 1920 brindaron un camino a Constantin von Ecénomo para mostrar
que los pacientes que morian con.insomnio presentaban lesiones inflamatorias
en el hipotdlamo anterior mientras que lés pacientes que morian con
hipersomnia presentaban lesiones del hipotalamo posterior a nivel del nicleo
oculomoter (von Economo C, 1930). Ese mismo afio, Frederic Bremer (figura 4)
desarrolld dos preparaciones con el cerebro de gatos. Estas fueron
denominadas el encépale isolé y el cerveau isolé, producidas por un corte de la
unidn de la médula oblongata con la médula espina_l, el primero, vy a nivel
intercoficular, el segundo. En el cerveau isolé, Bramer, describe que el
elsctrocorticograma de gatos tiene, persistentemente, ondas lentas de 6 a 10
Hz de amplitud regular y los gatos presentaban pupilas midticas, similares a los
animales que duermen. En ténto que en la preparacidn encépale isolé el ciclo.
suerto vigilia esta intacto (figura 5). Concluyendo que el suefio es un estado
pasivo, que aparece como resultado de la ausencia de estimulos externos.
{Bremer F, 1974).

En 1937, Loomis, Harvey y Hobart describieron los resultados  obtenidos
después de 30 noches de registro electroencefalografico en humanos.
~ Observaron que el suefio estd hecho de una serie de estados, cuyos cambios

osarclf
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ocurren espontaneamente, y aparentements como resultado de un “estimulo
interno”. Esto los llevd a proponer gue los estados de conciencia estaban
compuestos por cinco niveles (figura 6). Uno le corresponde a la vigilia v los

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

A b o

D

Figura 5. La preparacion cerebral denominada cerveau isolé (Figura D, drea B)
realizada por Bremer en 1935 indujo suefioc de ondas lentas cotticales con
espigas de gran amplitud (Figura B) vy miosis (Figura C). En contraste, la
preparacién denominada encéphale isolé (Figura D, drea A) indujo actividad
cortical de bajo voltaje (A). Bremer F. Bull. Acad. B. Med. Belg. 1937 4:68-86.
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Figura 6. Prohablemente el primer hipnograma de humano presentato en
fa historia del suefio. Loomis observd que durante las ensofiaciones (D) ef
elactroencefalograma cambiaba hacia el estado B. Loomis A. J Exp
Psychol 1937 21:127-144. .

En 1939,- Ranson realizd una serie de experimentos en monos con el fin de
reproducir los experim'er':tos de von Ecdnomo. Sus resultados fuercon parciales
ya que no'pudo reproducir los efectos observados en el suefio después de ia
lesién del' hi-potélamo anterior (Raﬁson SW, 1939). Afos después, Nauta, en un
articulo que tardd en ver la luz debido a los problemas de la guerra, reproduce
los estudios hechos por von Ecdnomo y publica una detallada validacién
histoldgica de las lesiones. Sin embarge, reporta que la lesién de ambas
regiones hipotalamicas en ia misma rata no modifica el ciclo suefio vigilia
{Nauta WJH, 19486).




En 1944, Hess describié que la : ot ic :
estimulacion de bajo voltaje y baja ™
frecuencia de un nucleo talamico

(massa Intermedia) inducia conddcta L e O

de suefio en gatos (Hess WR, 1944). s
Posteriormente, Monnier mostro que

la estimulacién de los nucleos neresn searen’ A

LEIbELL

intralaminares  del talamo induce

NEAL
Aipdteit
R

suefio y sincronizacion del electro- » [
encefalograma, llaméndolo suefio
ortodoxo (Monnier M, 1960). En 1949,

i N Figura 7. El sistema reticular activador
aparece una reinterpretacion a los

del cerebro humano. WWw.sro.org
trabajos de Bremer. Moruzzi y Magoun

explican que en el corte que realizé Bremer existe una regién necesaria para él
mantenimiento de la. vigilia, y disefian una serie de experlmentos que
culminaron con la postulacion de gue la formacidn reticular del tallo cerebral

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

lamando a esto ol sistema de activacion reticular ascendente (figura 7)
{(Movuzzi G, 1949).

Algunos afos después, en 1952, Nathaniel
Kieitman (figura 8) se interesd en la activacion
cerebral periddica, que segun él, se reflejaba en
'la cantidad de movimientos oculares, a esto ie
llamo basic rest-activity cycle (BRAC) y
encomendd esta investigacion a su estudiante
. de doctorado, Eugene Aserinsky. Durante la

investigacion  Aserinsky observé  veloces

movimientos oculares que se presentaban

F;gura 8. Dr. Nathaniel repentinamente durante ol suefio. Esto origind

Klagitman, en una foto no . 1953,

uno de los mas grandes
fechada. www.wisrs.org

descubrimientos en la investigacién del suefio;
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cuando Nathaniel Kleitman y Eugene Aserinsky describen el suefic de
movimientos oculares rapidos (SMOR).

Durante sus estudios de suefio, observaron periodos de movimientos oculares
c‘a'r'acterizados por ondas de baja amplitud generalmente de 15a20 Hzy de 5
a 8 ciclos por segundo. Asociados con este estado encontraron cambios en los
latido.s del corazon y la ' respiracion (figura 9). Cuando— se despertaba a los
sujetos durante esta fase, alrededor del 75% describia experiencias muy
vividas en sus ensofiaciones y el 25% restante reporté “la sensacion de haber
estado sofando” aunque sin recordar detalles. Cuande los sujetos eran
deépertados durante otra fase que no fuera de moQimientos oculares répidos,
sblo 9% describié ensoftaciones y otro 9% la sensacién de haber estado
sofiando (Aserinsky E, 1953). -

Contihuando 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 propusreron un sistema de cinco etapas para la
clasificacion da! suefio: SMOR vy sueilo sin movimientos oculares, el segundo
fue dividido en cuatro fases (Dement W, 1957). Un afioc después Dement
muestra el patrén electroencefalografico de bajo voltaje. (SMOR) durante el
suefio conductual del gato (Dement W, 1958).

Este fendmeno encontrade en el gato fue analizado por Jouvet (figura 10) v un
aﬁg después, en 1959, describe uno de los principales fendmenos que se da en
el suefio MOR, la atonfa muscular. Casi todos habian asumido que la actividad
muscular transcurria en forma similar a la profundidad del suerio, sin embargo,

este investigador muestra que durante el suefio de ondas lentas habia actividad
muscular pero al flegar el SMOR la actividad muscular desaparecia (Jouvet M,
1959). Este descubrimiento fue confirmado dos afios después en estudios con
humanos realizado por Ralph Berger (Berger R, 1961). En 1860, Marcel
Monnier descubre el péptido inductor de suefio delta (DSIP), un péptido que
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cuando es inyectado en animales produce suefio e incrementa la cantidad de
suefic MOR (referido en Chokroverty S, 1999). Un afio despugs, en 1961,
Jouvet de nuevo muestra que en el gato existe actividad eléctrica en la regién
del puente durante el SMOR y propone que el suefio estd compuesto de dos
diferentes estados, el suefio telencefdlico {de ondas lentas [SOL]) y el
rdmbencefélico {suefio paraddjico o SMOR) (Jouvet M, 1961). Al éﬁo siguienté,
Sterman y Clemente muestran que tanto la estimulacién eléctrica de alta y baj.a
frecuencia en cereb}'o basal anterior, en la pfeparécién realizada. por Moruzzi
aé[ como en gatos normales, inducia la sincronizacion det EEG y suefo, ‘
respectivamente (Sterman MB, 1962). Esto fue confirmado aunque por medios
farmacoldgicos por Hernédndez-Pedn, un afio después {Hernandez-Pedn R,
1963). '
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Figura 9. Aserinsky y Kleitman demostraron la existencia de movimientos
oculares verticales (RV) y horizontales (RH) durante el suefio. Estos
movimientos oculares estaban asociados a actividad cortical de baja amplitud
(RF), movimientos corporales e mcremento en la respiracion. Aserinsky E.
Scrence 1953 118:273-274.
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En 1962, Brooks encuentra que la misma actividad eléctrica descrita por Jouvet
en el suefic MOR se observa en el nlcleo geniculado lateral {referido en
Chdkroveny S, 1988) vy casi inmediataménte 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 corntienen
serotonina y noradrenalina en el tallo cerebral (Falck B, 1962; Dahistrom A,
1964) y por dltimo en 1965, Jouvet muestra las “conductas onfricas” después
de lesionar el puente (referido en C‘hokroverty 3, 1999). Durante los siguientes
afios la investigacidn en suefic se acelera y el
numero de descubtimientos se incrementa.
Todos los estudios de suehio tienen en comun
-que utilizan la electroencefalografia, asi que
en 1968 Alan Rechtschaffen y Anthony Kales
publican el manual para estudios de suefo en
humanos (Rechtschaffen A, 1968) y dos afios

después aparece un manual similar para

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

Durante esos mismos afios se publica el Figura 10. Michael Jouvet,
www. wfsrs.otg

manual de las fases de suefic en gatos

(Grahnstedt S, 1980; Ursin 1981).

Suefio en el humano y en la raté. La definicion cientffica de suefic se basa en
caracteristicas conductuaies y criterios fisiologicos. Los criterios conductuales
induyen 1) disminucién o ausencia de movilidad, 2) cios cerrados, 3) menor
respuesta a los estimulos éxtemos, 4) postura caracteristica y 5') reversibilidéd
del estado. (Tobler I, 1995). Los criterios fisiologicos estdn basados en los
descubrimientos de la electroencefalografia, fa electrooculograﬁa. y ‘Ia‘

electromiografia.

Suefio en humanos. El ciclo suefio-vigilia en el humano consiste en vigilia,

suefio de ondas lentas (SOL) que se divide en cuatro estados (I, Il; I, 1V} y
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SMOR. Durante la vigilia, el EEG presenta un patron de bajo voltaje y alta
frecuencia conocido como ritmo a y B. E! tono muscular es elevado y hay
actividad dcular. E! sﬁeﬁo fento o suefic no MOR ocupa entre 75 v 80% del
tiempo total de suerio en el adulto. El estado | ocupa entre 3 y 8% del tiempo de
sueno, el EEG presenta ondas de bajo voltaje (S0 a 75 uV) yde 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%, éé presentan los husos de suefio con una
frecuencia de 12 a 14 Hz y una duracién minima de 0.5 segundos, formando 6
o 7 ondas; fambién aparecen los complejos K que son ondas negativas
seguidas de curvas positivas con duracion mayor a medio segundo. E! estado .
Il y IV, o suefio delta, ocupan entre 15 y 20%; se dice que es estado Il cuando
se obgerva por lo menos 20% pero no mas de 50% de actividad lenta (é Hz) -
con amplitud promedio de 75 uV en la epoca. Se dice que es en e! estado IV
cuando existe un minimo de 51% de la actividad previamenie descrita para
estado Il en la epoca. De manera global s& observa gue conforme desaparece
la vigila e Inicia el estado | en el electroencefalograma aparéce una
disminucion de las ondas aifa hasta llegar a ser menos del 50% de una época.
Las ondas alfa son remplazadas por ondas theta (y slgunas beta)
acomhaﬁadas por algunos movimientos oculares lentos, el tono muscular
disminuye paulatinamente. A los pocos minutos el hipnograma muestra rafagas
de de espigas de 12 a 16 Hz mezciadas con complejos K,‘no se observan
movimientos oculares y el tono muscular s menor en comparacion al estado L.

Paulatinamente e} suefio progresa a los (ltimes estados caracterizados por
ondas delta que constituyen entre 20 o mas del 50% de una época. Los
estados lll'y IV son brevemente interrumpidos por episodios de estado H, el
cual continua con el primer episodio de suefio MOR, 60 a 90 minutos después
de la aparicion de sueiio (figura 11). (Chokroverty 'S, 1999; Carskadon M,
2000).El suefio MOR ocupa entre 20 y 25% del tiempo total de suefio. Con
base en los criterios antes mencionados (EQG, EMG, EEG) puede ser dividido
en dos estados: ténico y fasico. El estado tonico se caracteriza por
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desincronizacién del EEG, hipotonia o atonia de los principales grupos
musculares y depresion de los reflejos mono o polisindpticos. El estado fasice
es discontinuo y superimpuesto al estado tdnico. Se observan espasmos
mpsculres faciales o en las extremidades, “irregularidades  cardiacas,
resbiratorias y no existe regulacion de la températura a nivel central -
(Chokroverty S. 19899; Carskadon M, 2000).

Ssuafic leantao Buefio MOR L
EEG W[\W T .
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Figura 11. Caracteristicas electrofisiolégicas de la vigilia y los diferentes
estado del sueflo en humano, EEG = elecfroencefalograma;
EOG=electrooculograma; ECG=Electrocortico grama, RES=respiracion;
" EMG=elsctfromiograma. Nicolau MC, Prog. Neurobiol. 2000; 62:379-4086,

El primer periodo de suefio MOR aparece después de 90 minutos de iniciado el
suefio y dura golo unos minutos. Ei suefio del individuo progresa a estado I,
seguido por el estado I y IV antes de iniciar el segundo suefio MOR. Un ciclo
fotal de suefio consiste de la secuencia de suefio no MOR y suefic MOR con
duracién aproximada de 90 a 110 minutos. Generalmente se ohservan durante
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una noche cuatro a seis ciclos de suefio. La duracién del suefio MOR se
incrementa conforme transcurre la noche IleQando a ser mas amplio durante la
mafiana o al final de la noche. En contraste, el suefio lento o no MOR
predomina a principio de la noche (Chokroverty S. 1999; Carskadon M, 2000). -

Sueﬁo en la rata. En la rata, la vigilia se presenta con actividad ‘cortical rapida
(40 Hz), ondas de 60 pV en registros monopolares y hasta 80 uV en bipolares.
Se observa ritmo theta que va de 5 a 9 ciclos por segundo (cs) y amplitud
hasta de 200 uV; el EMG es muy activo. Este estado represenfa alrededor del
20% del ciclo suefic-vigilia. El suefic se divide en SOL (1 y I} y MOR; los cuales
forman ciclos con duracién aproximada de 10 minutos. El estado ! se
caracteriza por ondas corticales de 2 a 10 cs y de 400‘pV en registros
monopolares, mientras que en 'bipotares Hegan a 350 uV,; el EMG disminuye en
amplitud. Esta fase ocupa entre el 15 y 30% del ciclo. Posteriormente transita al
estado 1l donde aparecen espigas que se incrementan en numero, auracién ¥
amplitud. La frecuencia de las espigas varia de 5 a 15 ¢s; el tono muscular va
desapareciendo. Esta fase ocupa alrededor del 50%. El SMOR est4
caracterizado por ondas de baja amplitud (80 pV) y alta frecuenma se observa
ritmeo thefa en el hipocampo y el tono muscular esta ausente esta fase de
suerfio representa alrededor del 8 a 10% del mcto (Timo-faria C, 1970;
Gottesmann C, 1992). '

Generadores del electroencefalograma. Los electrodos de superficie en
humanos y los de profundidad que se implantan permanentemente‘ en el créneoj
de animales pueden detectar los cambics de frecuencia y amplitud en las
sefiales eléctricas que el cerebro genera a lo iérgo .del ciclo suefio vigilia: Las
principales estructuras involucradas son la corteza cerebral, hipocampo,
cerebro basal anterior, tdlamo y tronco cerebral, ) '

Corteza. Los primeros estudios fueron realizados por Evarts, demostrandc que
fa actividad unitaria de neuronas piramidales corticales se reduce cuando el
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sujeto esta en SOL y se recupera, hasta un nive! similar a la vigilia, durante el
suefic MOR. En esta fase los patrones son ritmicos en comparaciéon con la
vigilia. Posteriormente, Hobson demostr6 que la corteza de asociacion del gato
muestra una reduccién en su frecuencia de disparo y presenta un patrén de
actividad-repose durante el SOL. Mientras que durante el suefio MOR su
actividad aumenta en combaracién con fa vigilia. Steriade observdé menor
actividad, aunque en forma ritmica, en neuronas piramidales corticales durante
el SOL ademés que las interneuronas de esta regibn aumentan |
progresivamente su frecuencia de disparo hasta Hlegar a un maximo durante el
suefio MOR. (ver Drucker-Colin R. 1990). L

Hipocampo. En esta esiructura se puede recoger el ritmo theta'dhrante la
vigilia activa y el suéﬁo MOR. Se distinguen cuatro tipos de actividad. Ej
primero, proviene de las células piramidales y granulares de la region superior
del hipocampo y de! gire o fascia dentada. Estas células aumentan su actividad
durante el SOL y la diminuyen en vigilia y suefio MOR. El segundo tipo de‘l
actividad proviene de las células theta conocidas asi por estar é’sociadas- con ia
generacién de este ritmo. E| tercer ritmo, se encuentra en las neuronas de las
fibras -aferentes al hipocampo oomé la via perforanie 6 las fibras comisurales
hipocampales. Dabido a que responden con un patrén de descarga similar a las
células de Renshaw de la médula espinal se supone que son interneuronas que
reducen su actividad durante la vigilia vy el suefio MOR. Por iﬂtimo,'_
encontra‘més las células de lugar (place cells), tas cuales aumentan su
frecuencia de disparo durante el suefio MOR (Drucker-Cclin R. 1990).

Cerebro basal anterior. Esta regién incluye el drea predptica en donde se ha
observado, al igual que las células de la banda diagonal de Broca, de la
sustancia innominada y el globo pélido, descargas de mayor frecuencia durante
el SOL en comparacion con la vigilia o el suefio MOR. Estas células aumentan
su frecuencia de disparo entre 1 a 5 segundos antes de que se observen
signos de sincronizacion del EEG. Esto sugiere que intervienen en la
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sincronizacion del EEG aunque no se puede asegurar que faciliten el SOL Por
Gltimo, en el nucleo ‘accumbens, ‘un area involucrada en los procesos de
adiccion y recompensa, se ha mostrado que sus neuronas descargan
preférentemente durante la vigilia y el suefio MOR. (ver Drucker-Colin R. 1980).

Talamo. Los estudios realizados por Hess y Monnier mostraron que la
estimulacion de los nicleos de la masa intermedia o de los nicleos
intralaminares del talamo inducen SOL. Posteriormenfé, Steriade, describié los
mecanismos por los cuales el talamo genera los husos de suefio (spindles) que
aparecen durante el SOL. La propuesta se basa en la actividad de las neuronas
de los nticleos especificos taldmicos. Las neurgnas det ndcleo reticuiar talamico
'y del talamo presentan oscilaciones de actividad, mismas que estan acopladas
en forma invertida. Cuando las células del primero descargan, las del segundo
estdn silentes y viceversa. Las neuronas colinérgicas del érea mesopontina
peribranquial inhiben la aparicion de los husos del suefio, hiperpolarizando a
las neuronas del nucleo reticular. Estas neuronas colinérgicas reducen su
actividad esponténea sdlo unos milisegundos antes y durante-la aparicion de
los husos de suefio. (ver Drucker-Colin R. 1990),

Tronco cerebral. Moruzzi y Magoun fueron los primeros’ en‘demo.'strar que la
activacién de la formacion reticular del tronco cerebral induce desincronizacion
del EEG. Posteriormente se demostré que las células de la forrﬁaciéh reticular
mesencefalica aumentan su frecuencia de disparo unos milisegundos antes y
durante los pericdos de desincronizacién del EEG tanto en la vigilia como en el
suefio MOR. _Ademés,‘la actividad unitaria de las células de ia formacion
reticular pontina (FRP) aumenta durante la vigilia activa y el suefic MOR. Por
contraparte, la estimulacion eléctrica y colinérgia de esta -regién produce
desincronizacion del EEG. Las neuronas que forman el complejo del rafé y del
locus cosruleus inervan regiones corticales. Actualmente se sabe que Ia
actividad unitaria de estas células se reduce durante el suefio lento y
practicamente desaparece durante el suefic MOR. Esto sugiere que la
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presencia de ondas lentas en el EEG dependen, al menos en parte, de la
activacidn del cerebro basal anterior y de estructuras taldmicas (ver Drucker-
Colin R. 1990). ' '

Tono postural. Las primeras descripciones fueron realizadas por Jouvet, quien
mediante lesion del tercio caudal del focus coeruleus en el gato, indujo
supresion de la atonia muscular durante el suefio paraddjico. Esta lesion
permitid observar la expresion de una conducta alucinatoria *de miedo y
defensa contra un enemige imaginario” en el gato. Por lo anterior se pensd que
el Jocus coeruleus controlaba la atonia muscular. Recientemente se ha
demostrado que la lesién que induce atonia muscular se localiza ventralmente
a este nucleo. La estimulacion colinérgica de esta regién induce atonia sin
inducir suefio MOR. Se propone que estas neuronas son las encargadas de la
atonia ya que proyectan sus fibras axonales halciza'r ‘el tracto del tegmento
reticular lateral y hacen sinapsis con neurchas del ndcleo magnoceiular y
nacieo paramediano. Estos nacleos proyectan sus axones por el tracto reticulo
espinal ventrolateral hacia diferentes niveles de la medula espinal haciendo
sinApsis con internsuronas inhibitorias que al parecer utilizan glicina'_como

neurotransmisor {ver Drucker-Colin R. 1990).

A pesar de o8 grandes avances antes descritos en Ja fisiologla del suefio, una
de las principales preguntas persisfe. ésta es (cual es la funcion del suefio?
Este tema se ha tratado de diseccionar mediante diversas pri_)puestas
cristalizadas como tecdrias cuya funcién es dar una explicacion plausible a este
fendmeno. A continuacién, describo la teoria néurotrc')ﬁca del suefio, como

marco de referencia al tema de esta tesis.

Teoria neurotréfica del suefio. Las teorfas que buscan explicar fa funcion del
sueiio se clasifican en dos grandes familias: las que postulan que el suefio
sirve para las funciones corporales y las que se enfocan al postulado de que el
suefio sirve para mantener, reparar o0 consolidar sinapsis o circuitos

neuronales. E! principal problema asociado con las teorias enfocadas hacia la
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funcion corporal es su incapacidad para explicar el porque la necesidad de
perder la vigilia para realizar un"reparacion” corporal. En contraste, y segin ia
teoria neurotréfica, si el sueio sirve para estimular y preservar las sinépsis
necesarias para la sobrevivené:ia del organismo pero que fueron
insuficientemente estimuladas durante la vigilia, entonces se entiende la
necesidad de detener l0s mecanismos que mantienen la vigilia. (Krueger JM.
1993).

El principal argumento en el que se basa la tecria neurotréfica del suefio es Ja
organizacion funcional del cerebro tomando. como :punto angular la teoria
propuesta por Edelman (Edeiman GE, 1987) conocida como Darwinismo
neuronat y cuyos principales argumentos son:

s Las conexiones macroscopicas dentro del cerebro estan
codificadas genéticamente. )

+ Las conexiones microscopicas se desarrollan por mecanismos -
epigenéticos, _

o En organismos adultos, las conexiones especificas  entre
neuronas son dindmicas y dependientes de uso. ]

» Las conexiones dependientes de uso promueven la formacion de
grupos heuronales, que son la unidad fundamental de
orgamzamén cerebral.

A estos puntos, James Kruger (figura 12) autor de la teoria neurotréfica del .
suerio {Krueger JM, 1993, 1995) afiade que: .

» La actlividad cerebral desarroliada durante la wgma promueve la
estimulacion desproporcionada de algunas sinépsis mientras que
otras sinépsis también necesarias para la sobrevivencia del
organismo no son suficientemente estimulados.

» El suefio serviria para brindar un modelo de estimulacién neuronal

- que ayude a preservar sinapsis criticas para la sobrevivencia pero

insuficientemente estimuladas durante la vigilia.
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» La estimulacién neuronal seria dependiente de la sintesis de

sustancias, principalmente factores de crecimiento (citocinas), los

cuales a su vez serian sintetizados dependiendo de la necesidad

de su uso. Las sustancias generadas serviran para inducir

oscilaciones de actividad neuronal cuya funcidn serd mantener,

disefar, redisenar y preservar la sinapsis.

» Eluso de sindpsis favorecera la formacién de grupos neurénales.

Las proyecciones anatomicas entre grupos neuronales les permitira formar

elementos de “alto orden” los cuales seran |os coordinadores globales para

ingresar al suefio.

Figura 12. James
Krueger, autor de la
teoria neurotréfica
del suefio.
WWW.Sr0.org

A nivel de grupo neuronal, los factores de crecimiento
sintetizados pueden interactuar con mas de un grupo y
sus efectos podran diferir dependiendo del grupo
neuronal. A nivel celular, los efectos moleculares de las
sustancias sintetizadas pueden ser en la induccién de la
sintesis de canales idnicos especificos o moleculas
criticas para la "necesidad" sinaptica. Esta teotia sugiers
gue la somnolencia es un estado gque se da como
resultado de que varios grupos neuronales entraran en
suefio, y el suefio aparece "cuando un nlamero

“suficiente” de grupos neuronales se sincronizan,

Tirosinas cinasas. La teoria neurotréfica del suefio sugiere que los factores de

-crecimiento, que pertenecen a fa familia de las citocinas, son algunas de las

moléculas implicadas en los procesos funcionales de! suefio. Las citocinas son

una supetfamilia de polipéptidos conformada por ocho subfamilias. Una de

estas subfamilias estd integrada. por los factores de crecimiento (Ebadi M, '

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

tienen como receptores proteinas 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 intracelular del receptor,

Esta fosforilacién provo-
NEURDTHANSMI’TTERS

ca la activacidn de ACTION POTENTIAL
GROWTH FACTORS

segundos mensajeros y
R ION
Y, ARECEPTOR:
la fosforilacidn de - kgcwwm

proteinas en el nicleo.

SECOND

La  fosforilacién  de HESSENGERS
L

proteinas juega un papel S S G
ngcin T nctin ‘

central en la regulacion

PHOSPHO
. g PROTEIN
de muchos procesos PROTEN

celulares. Los procesos ‘ \\ // ‘

PiIYSIQLOGIS:AL EFFECTS
desefializacion activados

por tirosina cinasas (PC) Figura 13. Integracion de los diferentes tipos de.
son reversiblemente con- eceplores con enzimas intracelulares. Hunter T,

Cell. 80:225-236. 1995
trolados peor . las pro-

teinas fosfatasas (PF). Las uitimas 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 amihoécido en que se
fosforilan: serina/treonina cinasas, tirosina cinasas y recientemente un nuevo
grupo denominad dual ya que se puede fosforilar en ambos aminoécidos

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

Receptores con actividad de tirosina cinasa. La fosforilacion de proteinas en
sitios de serina y treonina fue establecida a mediados de 1960 y consolidada en
la década de 1970. Sin embargo, la fosforilacién de proteinas en el aminodcido
tirosina fue descubierta hasta 1979 mediante estudips con virus tumerales,
poliomavirus, virus del sarcoma de Rous y virus de ﬁfa‘ leucemia de Abelson

{Hunter y Sefton 1980). Su presencia ha sido descrita y demostrada en varios
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nguré 14. Gréfica que mueslra la distribucion de feceptores con actividad de
tirosina cinasa en el cersbro de rata. Girault J-A., Neurochem. Inf. 1993;
23:1-25. ' :

tejidos, incluyendo el cerebro (figura 14). La actividad de estas proteinas, asf
como el tipo de virus que a través de los cuales se encontraron, sugirid casi
inmediatamente el postulado de que la fosforilacion en tirosina juega un papel_
importante en el crecimiento, sobrevivencia celular, en el cambio morfologico ¥
cancer. Esto fue parcialmente confirmado con el descubrnimiento de los
receptores para factores de crecimiento (Girault, J-A, 1993).Los receptores
pare factores de crecimiento son receptores que se fosforilan en el aminoacido
tirosina y muestran una topologia mas o menos similar entre ellos. Esta
consiste en que al exterior tienen con una larga cadena de aminoacidos con un
sitio de unién glucosilado, una regién transmembranal hidrofébica y una regién
citopldsmica que contiene cuando menos un dominio con actividad catalitica de
tirosina cinasa.
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La unidn del factor de crecimiento e; la cadena larga exterior, acarrea cambios
conformacionales del dominio extracelular e induce la oligomerizacion del
receptor. La oligomerizaéién de! receptor permite la transmisién de un cambio
conformacional del dominio extracelular hacia el dominio citoplasmico sin
requerir alteraciones en la posicion de los amincacides del dominio
‘transmembranal (figura 15). La. oligomerizacion de los receptores es un
fendmeno universal entre los receptores para factores de crecimiento.
Posteriormente a la oligomerizacién se produce la endocitosis del complejo
factor de crecimiento-receptor para el reciclamiento del receptor (Hunter T,
1995). '

Los receptores a factores de crecimiento se les considera sumamente
complejos debido a que pueden ilegar'a activar hasta 10 tipos diferentes de
enzimas intracelulares 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 intracelulares como
segundos mensajéros esto ha motivado el desarrollo de muchos estudics (casi |
todos in vitro) para conocer el papel de cada uno de astos receptores enla
fi sno!ogia celular {Levitzki A, 1995). ’ '

Factor de crecimiento epidérmico (EGF). Fue aislado en 1962 de gléndmas
submaxilares de ratones como un contaminante del factor de crecimiento
nervioso (NGF). El EGF mostré capacidad para inducir apertura precoz de ojos
y aparicion. de incisivos en ratones como resultado de la estimulacion del
crecimiento epidérmico y de la queratinizacién (Cohen, 1962). Posteriormente,
la denominada urogastrona, que inhibe la secrecién de &acidos gastricos en la
mucosa intestinal y que fue aislada a partir de orina humana, se identificé como
EGF (Gregory H, 1975).
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Figura 15. Representacion esquemdtica de algunos miembros de la familia
de receptores a factores de crecimiento. EGFR=receptor al factor de
crecimiento epidérmico; PDGFR=receptor al factor de crecimienfo derivado
de plaguelas; INSR=receptor a insulina; NGFR=receptor al factor de
crecimiento nerviose; 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 aminoacidos, de los cuales seis son cisteinas
que forman tres puentes dlsulfuro Estos puentes disulfuro le confieren
importantes caracter(sticas para mantener su actividad bloléglca Su peso es de
6045 daitones. En ratones, el precursor del EGF es una molécula de 1217
aminoécidos con 66% de homologia con el precursor de EGF humano. El EGF
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El EGF junto a ofras moléculas forma una familia de factores de crecimiento
debido a la estructura molecular de todos ellos y a'que todos aungue con
diferente afinidad se unen al receptor para EGF. La familia estd compuesta por
el factor de crecimiento transformante (TGF) o, la amfiregulina (AR), el factor
de crecimiento similar al EGF unido a heparina (HB-EGF), la betacelulina (BTC)
y el factor de diferenciacion heregutina (NDF/HRG) (Hackel PO, 1999).

Se ha demostrado ampliamente la presencia del ARNm para EGF en varias
regiones del cerebro de ratones desde el dia 14 embrional. Estas cifras se
incrementan pautatinamente hasta llegar a ias que tendran de adultos a los 2
mesos en hembras y a los 3 meses en machos. En ratones adultos la
cdncenfracion de EGF en syero 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 la
conceﬁtracién de EGF en suero es de aproximadamente 780 pg/ml en hombres
y 804 pg/ml en mujeres. Las cifras plasmaticas oscilan en el rango de 1 a §
ng/mi {(Joh T, 1986). En orina la concentracién es de 70 a 80 ng/ml entre los 2 y
20 ailos de edad; de 30-50 ng/ml entre los 30 y 55 afios v menbs de 20 ng/ml a
los 70 aftos (Mattila AL. 1986). ' '

El EGF es sintetizado en la glandula submaxilar, rifidn, ;Séncreas, intestino
delgado, glandula pituitaria y cerebro. También se encuentra en fluidos .
corporales como saliva, sangre, liquido cefaiorraquideo, quuido‘ amnidtico,
fividos prostaticos, jugo pancreatico y leche (Carpenter G, 1990). En el cerebro
se encuentra en et cerebro anterior y medio, asi como en. éreas pétidas. El EGF
fue detectado. por radicinmunoandlisis, en concentraciones que oscilan entre
0.33 a 0.99 ng/g de peso himedo en cerebro adulto de rata: 0.99 taflo cerebral,
0.56 hipocampo, 0.48 cerebelo, 0.33 diencéfalo y telencefalo (Schaudies RP,
1989).



25

El EGF, como otros factores de crecimiento, puede actuar de manera autécrina
{scbre la misma célula que lo produce), de manera paracrina (sobre las células
adyacentes) o endécrina {en tejidos distantes).

EGFR, El EGFR es el receptor para el EGF. Es una proteina transmembranal
‘de 170 kDa, de los cuales 130 kDa corresponden a una cadena polipeptidica y
el resto a oligosacaridos. El receptor maduro esta cdmpuesto de 1186
aminodcides y presenta cuafro dominios, un dominio extracelular donde se une
el EGF (que es un segmento de 621 aminodcidos), un  segmento '
transmembranal hidrofébico .de 23 aminoadcidos, un segmento proximal al
citoplasma de 542 aminoacidos donde se une 8! ATP y un segmento
citopldsmico terminal donde ocurre la fosforilacian (figura 16 y 19). La unién del
EGF al dominio extracelular estimula {a actividad de tirosina cinasa provocando
ia autofosforilacion del receptor a nivel intracelular y la activacion de diversos
vias de segundos mensajeros (figura 16). Similar a otros factores de
crecimiento, la union del EGF a su receptor va seguida de cambios en la
morfoiogia de la superficie celular, 10 que conlleva la internalizacion
(endocitosis) del compiejo EGF-receptor provocando un decremento de la
densidad de receptores. La familia de receptores al EGFR esta compuesta por
los receptores Neu/ErbB-2/HER2Z, ErbB-3/HER3, y ErbB-4/HER4, que son ‘
estructuralmente similares al EGFR. (Hackel PO. 1999). Se ha detectado la |
presencia de recebtores para EGF, désde el dia 15 embrionario teniendo un
incremento el dia 19; estas cifras disminuyen progresivamente hasta el dia
postnatal 11, para posteriormente incrementar hasta las cifras quelmantendrén
de adultos (Gomez-Pinila F, 1988). Estudios de inmunoidcaiizacién,
autoradiografia e inmunchistogquimica 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 dentadﬂ‘
y CA), amigdala, 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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la accién directa de este factor de €/ recepfora EGF (EGFR) y sus
potenciales enzimas intracelulares

crecimiento  sobre  ellas  sino acopladas a este receptor. Arregui CO.
también de un efecto secundario a Neumchenj R_eg 2000; 25:95-105.

través de las céluias gliales, esto

reallzado in vitro. Las células gliales pueden liberar factores neurotréficos en
respuesta a EGF ylo ejercer los efectos a través de una interaccién glia-

neurona. (Carpenter G, 1990).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). En comparacién con
el EGF, del PDGF sabemos poco. Es un polipéptido de 30 kDa que fue |
identificado en 1974 simu!téneamente. por N. Kohler y R. Ross en plaquetas
humanas como un potente mitégeno para fibroblastos, osteablastos, células del :
musculo liso ¥ gliales. (Kohler N, 1974; Ross R, 1974). Existen tres iscformas
de PDGF, las homodiméricas (PDGF-AA, BB} y la heterodimérica (PDGF-AB).
Las tres son resultado de la unidn por medio de puéntes disulfuro de dos
cadenas polipeptidicas 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, celulas de teydig, células endoteliales, cerebro, (tero, mama,'ojo y |
células sanguineas. En el cerebro, se localiza, principalmente en corteza,
estriadd hipocampo, talamo, sustancia negra, cerebelo, . talio cerebral,
hipotélamo, pituitaria y medula espmal (Yeh Hj, 1991; Sasahara M 1991).
Evidencias in vitro sugieren que el PDGF promueve el crecimiento neuntlco la
sobrevivencia de neuronas, estimulan la quimiotaxis, el metabolismo y la
proliferacion celular. (Claesson WL, 1994; Heldin CH, 1899). La eliminacién de |
los genes que producen las cadenas due forman et PDGF o de sus receptores
provoca la muerte de ratones durante la etapa embrionaria, én el caso de la-
cadena B y receptor B; v la muerte a las-tres semanas posteriores al nacimiento
en el caso de la cadena A y receptor a. Las alteraciones observadas son en ai
desarrollo de los rifiones, venas y arterlas pulmones y malformaciones
cerebrales (Heldin CH, 1999,

PDGFR. Se han descrito dos receptores para el PDGF, denominados como-
PDGFR-o y PDGFR-$ con diferentes afinidades a cada una de las isoformas de
PDGF. Al PDGFR-$ se le unen el PDGF-BB con una alta afinidad (K4 0.5-nM) y
el PDGF-AB con baja afinidad (Ks 2.5 nM) en tanto que para el PDGF-AA no se
ha descrito afinidad. Para el PDGFR-a se le unen las tres isoformas con
afinidades similares (Kq 0.1-0.5 nM). Amboé receptores se encuentran en las
mismas regiones cerebrales (Oumesmar NB, 1997, Heldin CH, 1999).

El PDGFR-o estd formado por 1063 aminoacidos en tanto que el PDGFR-f
contiene 1087 aminoacidos. Los precursores de estos receptores provenientes
dei reticulo plasmatico pesan 140,000 y 160,000 Daltons y mediante el
proceso de maduracion o glucosilacion Hlegan a pesar 170,000 y 190,000 El
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dominic extracelular esta dividido en
cinco subdominios semejantes a
inmunoglobulinas, de los cuales tres
estdn unidos por puentes disulfuro,
mismos que estén involucrados en la
capacidad de unién del PDGF. Un
rasgo Onico es que el dominio de
cinasa intracelular esta separado de la

membrana por un segmento de 100
amino4cidos dando lugar, al parecer,
a dos dominios de cinasa {figura 15,
18 y 19) (Claesson WL, 1994; Heldin
CH, 1999). La unién del. PDGF a su
receptor induce la dimerizacion del

Figura 17.  Representacién
esquemética de los tres tipos de i . o
PDGF que se unen a los tres tipos Segundo tanto in vivo como in vitro.
de receptores a PDGF. Arregui CO. pepnendiendo de la  isof .ma del
Neurochem Res. 2000; 26:95-105 pencie ° I=otor

PDGF se forman los homo o
heterodimeros del receptor. Para el PDGF-AA se induce los homodimeros
PDGFR~m. en tanto que para ol PDGF-AB induce PDGFR-aa y PDGFR-of3 v
por Gtimo el PDGF-BB induce los tres tipos de dimeros (ao,af,pp). La
activacién de este receplor se realiza por medio de la unién del ligando a su
receptor, continua con !a dimerizacion, la activacién del dominio de cinasa del
receptor, la activacién de varias vias de segundos mensajeros (figura 18) y el
cambio de conformacion finaliza con la internalizacion del compigjo (Claesson
WL, 1994; Heldin CH, 1999).

Como se describid previamente, una de las caracteristicas comunes en sestos
dos receptores (PDGFR y EGFR) es la utilizacion de :E:asi las mismas enzimas
intracelulares como sus principales vias de segundos mensajeros. Estas son la
PIBK, MAPK, Scr v Jak/Stat, su fosforilacion al parecer tiene el objetivo de
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transmitir al ncleo neuronal las sefiales del exterior (Claesson WL, 1994;
Heldin CH, 1999; Soderling TR 2000; Sweatt JD, 2001)

PI3K. Es -conocida como fosfatidil 2 extracetlular domatn

inositol 3 cinasa. Esta enzima estd ™ ., .

coinpuesta de dos unidades, la
catalitica denominada pi10 y la

kinase donrai
subunidad regulatoria p85 (figura nose doman 1
. — Y-718 Grb2
19). Se le h lucrado en la .
) © ha mvolie Y740 PHK/She
reorganizacion de los filamentos de intracellutar domain | v.751  PLK/She
actina, . quimiotaxis, crecimiento y - Y771 p120-GAP
- antiapoptosis (Schernk PW, 1999; kinase domoin #2 ‘
‘ — Y-1009 Syp (PTP2)
Offen D, 2000). [ va1021 PLOy

MAPK-ERK. La activacién de esta
V'?' una de las prmcupales. Sino es ‘Figura 18. Representacién esquemética
que la principal (figura 19), se lleva & del receplfor a PDGF (PDGFR) y sus .
potenciales  enzimas  intracelulares -
. acopladas a este receptor. Arregui CO.
se'une a la protelna Sos y activa & MNeurochem Res. 2000; 25:95-105,

cabb mediante la proteina Grb2 que

Ras y posteriormente a Raf, el cual a .

su vez activa la proteina cinasa activadora de mltégenos (MAPK). Esta via esta
relacionada con el crecimiento celular, migracién y diferenciacién (Schenk PW,
1999; Sweatt JD, 2001). '

Sré. Se caracterizan por la presencia de dominios SH2 y SH3 en el sitio
catalitico. Son una famiiia con muchos miembros, que se puede translocar muy
rapidamente hacia el nicleo, después de su activacion (figura 19). Estas
proteinas han sido involucradas en la reorganizacion del citoesquele{o, dolor,
alcoholismo, inmunidad, memoria (Fyn), crecimiento, movimiento celular ¥
cancer (Schenk PW, 1999; Scoderling TR, 2000).
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Jak2/Stat. Es una familia compuesta de siete miembros, hasta ahora. Después
de la fosforilacién del receptor, el complejo Jak/stat se dimeriza y se transloca
al nlcleo para activar factores de transcripcion {figura 19). Se les ha implicado
8n  procesos éomo cancer, inflamacién, inmunidad, enfermedades
neurcdegenerativas y obesidad (Schenk PW, 1999; Heldin CH, 1999; Soderling
TR; 2000). Hasta la fecha nadie ha reportado efecto alguno sobre el patrén de
suefio de cualquiera de estas moléculas 0 como consecuencia dél blogueo de
receptores :
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Figura 19, Diagrama general que muesfra las enzimas intracelulares o
segundos mensajeros acoplados a los receptores a PDGF y EGF. Schenk
PW. Biochem Biophysica Acta. 1999, 1449:1-24.
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SIDA

El.sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una pandemia que se ha
exfcen_dido répidamente, constituyéndose una de Iaé principales cauéas de
m&rtatfdad é nivel mundial. Fue descrita en 1981 por Miche! 8. Gottlied como
unj padecimiento caracterizado por depresi.n de la inmunidad mediada por
céjulas, seglgida de la aparicion de infecciones oportuhistas por agentes
infecciosos poco usuales. :

El'virus que causa el
sida es  conocido
coho 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 inmunoldgicas
y del sistema nervio-
so central con largos

periodos de incuba-’
cién (Fauci AS,1993).

El. VIH requiere del Figura 20. Esquema que muestra al virus del sida y tres
Crw de los principales genes: gag, pool y env. Estos genes
aparato genético del codifican los principales componentes estructurales y
huésped para repli- funcionales del virus. Env codifica las proteinas gp120
y gpd41. Gag codifica a las proteihas de Ia
nucleocdpside p55, p40, p24, p17 y p7. Pol codifica a
dos copias de ARN las proteinas p66 y p51 que forman la transcriptase
reversa, p11 una proteasa y p32 una infegrasa.

carse. El virus tiene

de cadena (nica y
con sentido positivo,
es decir, puede actuar como ARN mensajero. La longitud del ARN es alrededor
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de las 10 mil bases. Las proteinas encontradas dentro de la nucleocépside del
virus se les denomina p7 -(7,006 daltones) y p9 (9,000 daltones) y se
“encuentran’ unidas ai ARN viral, funcionando como moléculas protectoras
contra la accién de ‘la ribonucleasas. Junto a éstas se encuentra la p31
{endonucleasalintegrasa) y la p51/p66 {transcriptasa reversa). Rodeando al
ARN esta la nucleocépsidé viral compuesta por la proteina p24, que es la mas
abundante; rodeando al nicleo se encuentra ofra capa_;ide proteinas o envoltura
viral formada por la p17. Por dltimo, se encuentra Ié:cépside viral donde se
encuentran dos glucoproteinas (gp) 120 y 44, conocidas como gp120 y gpd1,
las cuales unidas se les conoce come gp160 {figura 20) (ver Sanchez-Alavez
M, 1999). '

El proceso ‘viral comienza con la unién del VIH a las células inmunes .
cooperadoras y a lag lineas celulares monocito/macréfago. Esta union se
realiza mediante la gp120 del virus y las moléculas CD4 de las 'céhjlas inmunes
ademas. de algunos cofactores (figura | ‘
21). Al formarse el complejo gp120-CD4
se realiza la internalizacién del complejo
{virus anticuerpc). Después de esta
union, ‘el nicleo viral entra a la céiula

donde libera las dos cadenas idénticas

de ARN. La informacién viral contenida

en el ARN es transcrita a ADN por medio

de la trangcriptasa reversa dependiente :
Figura 21. Diagrama que muesira la
forma tedrica de unién del VIH y
copia de ADN de una sola cadena, elementos correceplores,

de la polimerasa. Esta enzima hace una

después se realiza la destruccién de la .
cadena de ARN por la ARNasa viral, y la polimerasa usa de nﬁevo el ADN
como plantifla y hace una copia complementaria, formando asi un ADN de
doble cadena. Este ADN migra al nacleo y es integrado al genoma del huésped
a traves de una integrasa. (ver Sanchez-Alavez M, 1999).
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Deme_n'cia, HIVgp120 y sueifo. En 1989, Atkinson describié un complejo
demencial asociado al SIDA {DAS) de tipo subcortical en el que interviene un
deterioro neuropsicolégico demostrable por la lentitud de los movimientos, del
control motor, Ja atencién y Ia resolucion de problemas aritméticos y de
ejecucion visoespacial. La prevalencia de la DAS varia ampliamente, ya que
s6lo 3% de los pacientes adultos tiene como primera manifestacion de la
infeccién alteraciones neuropsicolégicas; mientras que en estados avanzados
de la enfermedad la cifra oscila entre 20 y 30% de los pacientes aduitos y 50%
de pediatricos. El tiempo medio de sobrevivencia es de seis meses (Epstein LG
1988; Porte_gies P, 1984; McArthur JC, 1999). Ademéas de estos cambios
neuropsicologicos, se han descrito en algunos pacientes alteraciones en la
afquitectura del suefio desde los primeros estadios de la infeccién por HIV y en
la mayorfa en estados avanzados. Por ejemplo, incremento y distribucién
anormal de suefic lento en la segunda mitad de Ia'noche, decremento y
fragmentacidon en el tiempo total de suefio y somnolencia diurna (Kubicki
S,1988; Norman SE, 1920; 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 gue se cree que los sintomas neufolégicos que presentan los
‘pacientes con sida pueden deberse a) algin factor derivado del virus con
capacidad de difundir en el entorno neuronal y que actle en forma indirecta; es
decir, que afecta a la microglia y ésta libere moleculas potencialmente {oxicas,
como alguna subfamilia de citocinas (factor de hecrosis tumoral a o
interleucinés) o0 b) mecanismo directo, donde dicho factor soluble se una a
algun receptor (CXCR4, CCRS5).

Una proteina que podria actuar por las dos vias propuestas y que esta bajo
estudio debido a los efectos neurol6gicos que produce es la glucoproteina 120.
Estudios in vitro utilizando fa glucoproteina gp120 derivada del virus de la
inmunodeficiencia humana {HIVgp120) han mostrado su capacidad neurotoxica
en cultivos de neuronas de hipocampo y corteza. Mientras que en estudios in
vivo se ha observado la capacidad de ta HIVgp120 de llegar al cerebro después



de ser inyectadas por via sistémica
en ratas, provocar distrofia "y
modificaciones en la arborizacién de
neuronas piramidales de la corteza,
neurotoxicidad en neuronas del
hipocampo, retardo en el desarrolio

de conductas motoras y alteraciones

en tareas de aprendizaje y mem'oria_.
(Hill JM, 1993;Brenneman DE, 1994),

Investigaciones realizadas y publica-
das por nuestro grupe han mostrado

gue la administracién crénica {en el

ventriculo lateral) de HiVgp120 y de

gp120' derivada del virus de Ia

inmunodeficiencia felina (F1Vgp120) '
prodiicen alteraciones conductuales

y electrofisiolégicas. Los estudios

realizados en nuestro laboratorio

muestran  que - la  administracion

crénica de HiVgp120 y FlVgp120 en
ratas incrementa el porcentaje de
vigilia y. suefio lento 1, mientras que
disminuye suefio lento 2 y el suefio
MOR (figura 22). Ademds, ambas
proteinas deterioran la ejecucion de

ratas en el laberinto de Bames
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Figura 22. Cambios en el patron de
suefio asociados con la administracion
crénica de HIVgp120 y FiVgp120 en
ratas. Sanchez-Alavez M Neurobiol.
Dis. 2000,7:384-394.

(Sanchez-Alavez M, 2000). En estudios electrofisiolégicos, la HIVgp120

disminuye la induccidén y el mantenimiento de la potenciacion a largo plazo

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

evocados corticales y visuales. Ademas, ambas proteinas disminuyen fa
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produccidn de AMPC en hipocampo (Prospéro-Garcia O, 1999; Galicia O, 2000;

Sanchez-Alavez M, 2000).

Esta gama de alteraciones
conductuales, fisiologicas y
bioquimicas que produce la
* administracion de HIVgpi120 y
FiVgp120 en ratas ha sido
propuestas como un modelo
de las manifestaciones neuro-
psiquidtricas y neuropatologi-
cas asociadas con el sida
(Brenneman, 1994; Sanchez-
Alavez M, 2000). Pero los
efectos crénicos van prece-
didos por efectos agudos que
pueden ser determinados in-
mediatamente despuas  de
una sola inyeccién de estas
proteinas. En este sentido, se

Figura 23. La administracion aguda de
FiVgp120 disminuye. el sueflo fento 2 y el
suefio MOR en ratas. Prospero-Garcia O
Brain Res. 1999; 836:203-209. . ‘

ha reportado que la administracién aguda de 100 ng de FlVgp120 disminuye el
"suerio lento 2 y el suefio MOR (figura 23) (Prospero-Garcia O, 1994,-1999).

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

en ratas incrementa el suefio de ondas de lentas y suefic MOR (Opp MR,
1996). Profundizando en los. efectos agudos de estas proteinas encontramos

que estudios in vitro han mostrado que la administracién aguda de HiVgp120 a

cuitivos neuronales produce aiteraciones en enzimas intracelulares. Lannuzel

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

de HIVgp120 alteran la fisiologia interna de las neuronas mediante la rapida y

sostenida activacion de una enzima intracelular denominada proteina cinasa
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activadora da mitdgenos (MAPK-ERK) (figura 24). (Lannuzel A,j1997; Meoucci
0,1998) '

HIV=-n120

Figura 24. Modelo del posible mecanismo de
accion .y la posible interaccién entre las
quimocinas y la HIVgp120. Asencio BC TINS.
1999; 22:504-512.
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HIPOTESIS

1) Los factores de crecimiento participan en la generacién del suefio.

2) La MAPK—ERK media ‘!as alteraciones del suefio inducidas por la
Hivgp120. ‘

OBJETIVOS

Objetivos que la primera hipdtesis persigue:

a)

b)

Bloquear los receptores a factores de crecimiento y
evaluar el efecto agudo sobre el suefio.

Evaluar la funcién de las principales vias de
segundos mensajeros acoplados a estos receptoreé
en la generacién del suefio. Para esto utilizaremos
inhibidores de cada una de las siguientes proteinas }
cinasas: MAPK-ERK, Src, JAK2/Stat y Pi3K.

Objetivos que la segunda hipdtesis persigue:

c)

d)

Valider el efecto agudo de la HIVgp120 sobre el

suefio en ratas.

Evaluar si el efecto agudo de la HIV§p120 sobre el
suefio es inhibido por el bloqueo de la activacion de
ia MAPK-ERK,
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METODOS

Se utilizaron 160 ratas macho de la cepa Wistar con peso entre 250-300 g. Las
ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (1 ml/kg) para implantarles, por
cirugié‘es_t_ereotéxica, un grupo de microelectrodoé para registro convencional

de suefio. Uno de Ios; electredos se 'ubicd en ia regién frontal, que fue ia tierra.

Dos en' las regiones parietales que funcicnaron como electrodos de registro de

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

de la nuca para obtener el tono muscular. Ademas de los electrodos, se inserté

una cénula de acero inoxidable (G23) dirigida al ventriculo latera! (L:1.0 mm,

AP:0.9 mm, P:3.8 mm, referente & bregma) para administracion de los -
farmacos. Los electrodos y la canuta fueron fijados al cré’_meo de la rata

medianie cemento dental. Una vez terminada 1la ciﬁigia, las ' ratas

permanécieron en cajas individuales de plexiglas (36 x 27 x 19 c¢m) cuando

menos una semana péra recuperacion. Todas las ratas estuvieron bajo ciclo luz

oscuridad 12:12 {luz 8:00 am) y con acceso a agua y alimento ad /ibitum. Una

vez Arecuperadas de la cirugia, todas las ratas fueron manipuladas gentiimente y

se simuld las condiciones de inyeccién ICV. Se corrobord el libre paso de 5 !
de éolucién salina para estar seguros de la posicién de la canula en el

venth’cul_’o y solamente las rafas con cénula perméable {libre flujo de Ia

solucién)' fueron incluidas en la siguiente fase experimental. Las ratas incluidas

fueron habituadas a las condiciones de r.gistro de suefio cuando menos

durante las 24 horas previas al experimento.

El dia del experimento fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes
tratamientos. Para conocer el pepel de los receptores a EGF y PDGF asi como
algunos de sus segundos mensajeros se utilizo: Genisteina (Inhibidor no
especifico 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 genisteina y compuestos AG) n=5; PD98059 y U0126 (MAPK-
ERK) n=15; Herbimicina A (Src no especifico) y PP1 (Src especiﬁcoj n=14, PP3
kcontrol negativo para PP2) n=5; AG490 (Jak2/Stat) n=14; Wortmanina (no
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especifico PI3K) y LY294002 (especifico PI3K) n=15. Para conocer el papel de
ia MAPK en las alteraciones agudas de!l suefio producidas por la HIVgp120 se
formaron los siguientes grupos: HIVgp120 n=8; HIVgp120 hervida (100 °C
durante 30 minutos para inactivar la proteina} n=7; U0126 (inhibidor de la
MAPK-ERK) n=5; U0126 + HIVgp120, n=6; SB202190 (p38-MAPK) n=6 y
5B202190 + HIVgp120 n=9.

Todos los farmacos fueron diluidos en dimetilsuiféxido {DMSQO) como vehiculo,

a excepcidn de la HIVgp120 que fue diluida en solucién salina. El volumen

inyectédo _gah todos !qs casos fue de 5pl. E! grupo control recibié Gnicamente Sul

DMSOQ. Este grupo fue comparado con el clasico grupo controi que recibid Sul

de solucién salina, o una combinacion de ambos (2 .54l solucion ‘saiiné_ + 2 5ul

DMSOQ) esto con el fin de determinar hosibies efectos del DMSO. Ademas, se

realizaron experimentos adicionales para determinar posibles efectos de la

estructura 'quimica de los compuestos utilzados. Por lo anterior se usaron los

compuestos Tirfostina A, que es un control negativo, para los cdmpuestos AGy’
PP3, un control negativo, para los compuestos PP. Todos los farmacos fueron

administrados a través de la canula al ventriculo lateral utilizando una jeringa

Hamilton. E! tiempo de inyeccién fue cuando menos de 5 minutos.

Inmediatamente después de Inyectado el farmaco se inicio el registro

electroencefalografico con duracién 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 camara sonoamortiguada para determinar posibles efectos
conductuales de los tratamientos. Los registros obtenidos fueron calificados

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

antes descritas (introduccion) y denominadas: vigilia (V); suefio de ondas lentas

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

rapidos (SMOR).

Los parametros obtenidos después de la calificacién 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
utilizande Anova (one-way) seguida de comparaciones mdltiples utilizando la
prueba de Bonferroni. Unicamente las frecuencias fueron comparadas .
estadisticamente con la prueba de Kruskal-Wallis seguida por Dunn’s. Todas
las pruebas estadisticas fueron realizadas utilizando el softwa}e comercial
Sigmasfat version 1.0 (Jandel Corporation, 1992). Los resuitados que
mostraron un valor de p<0.050 fueron tomados en consideracién. Para mayor
facilidad en el analisis de los datos obtenidos se muestran gréficas y tablas. Los
datos detallados por tratamiento con referencia a todas ias 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-
teristicas quimicas de los com- o0

puestos utilizados fue necesario i
disolverlos en DMSO; sdlo la 21
34

HIVgp120 fue disuelta en solu- 4

cién salina fisiolGgica. Con el fin REM 4

de determinar posibles efectos

del vehiculo, se llevaron a cabo
experimentos previos dirigidos a A
compararios.Los datos obtenidos
'(ver tabla 1 y figura 26 y 26) -

muestran que ninguno de los  Weke-
siguientes tres tratamientos: 1) ;'
5ul de solucién salina, 2) Spl de 3]
DMSO, 3) 2.5ul de solucién sali- 4 4

REM

na mas 2.5ul de DMSO alteraron
las fases del ciclo sdeﬁo-vigi!ia,
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 trafada con 5ul de solucién
safina (A) o 5yl de DMSC (B). Eje x, es

Ademas de los experimentos tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje

. y, representa las fases de suefio.
realizados para comparar  los

diferentes vehiculos, también se realizaron otros experimentos para determinar -
posibles efectos de la estructura quimica de los inhibidores de proteinas
cinasas. Esto se realizo mediante la inyeccion de compuestos ineries pero con "
la misma estructura quimica 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-Ghéni-MA, 1996;
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Paillart C, 1997, Portier B, 1998). La comparacién de los diferentes grupos
mediante anova one way no mostrd efecto alguno en las fases determinadas
de: vigitia (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). lLas demas variables
determinadas, como frecuencia, latencia y duracion promedio, no fueron
altera:‘ias. Para detalles ver anexo 1.

Tabla 1. GRUPOS CONTROL Y FASES DE SUENQ
EFECTOS DE LOS DIFERENTES 'VEH!CULO_S (SOLUCION SALINA Y

DMSO) Y DE LA ESTRUCTURA QUIMICA GENERAL (TIRFOSTINA A Y PP3)
DE LOS COMPUESTQS UTILIZADOS

VIGILIA S0L1 S0L2 SMOR
SALINA n=11 24.40£2.6 | .13.2041.5 5370126 |8.80%1.1
SALINA + DMSO n=5| 22.2041.5 11.60£0.9 58.30+1.5 |8.50+0.3
DMSO n=10 _ 20.70+£2.8 14.1021.5 -56.60+3.1  18.10+0.8
TIRFOSTINAADN=5] 20.90+1.6 11.4840.7 59.50+1.5 ]8.0420.3
PP3 n=5 22.801+2.5 10.4041.3 58.80+2.4 |7.5840.3]
Porcentaje de tiempo total (media £ EEM) ,
Wake Wake
1 1
2 2
3 3
4 4
REH REM
? T | p— T é g T 4 T 9
1o 11 12 i3 t4 10 1t 12 13 14
A B

Figura 26. Hipnogramas representativos de una rata que fue fratada con 25
ug/5 ul de Tyrfostina A (panel A) o 25 ug/5 ul de PP3 (panel B). Eje x, es
tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las fases de sueflo.
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Tirosinas cinasas

possosszso0) [

NG-14T8 25 ug)
AG-1478 (25 ng)
AG-1295 (25 1)
AG-1208 (2.5 ug)
ABA490 (25 ug}
A0 (50 ug)
LY284002 {10 ug)
LY294002 (30 ug)

Vigilia
PROTEINAS CINASAS y VIGILIA

00 -

56 1 * .
%40 . a— i_ {-
E & I Jﬂ
5 3 & "
£
i ‘

10 4

0 T p— - ™ e

- g B £ %

HERBMYC A (50 ng)

COMPOUND 56 {455 ng)

TYRPHOSTH A {25 ug) B HH
PP (25 095 1) (=]

Gréfica 1. Efectos de los inhibidores de los receptores & EGF y PDGF as/
como de sus segundos mensajeros sobre ef porcentaje de vigilia 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 esténdar de la media.
* p<0.05 vs DMSO. :

Los resultados obtenidos se presentan en porcentaje del tiempo total del
registro por fase del ciclo suefio-vigilia para dar mayor cfaridéd a los cambios
obtenidos en cada tratamiento.- La genisteina, un inhibidor general de proteinas
tirosina cinasas no modifico el porcentaje de vigiiia {control 20.742.8% vs
22.511.9%; p=NS). Al analizar el efecto prémedio de la inhibicidn de los
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receptores estudiados (EGFR y PDGFR} utilizando los compuestos AG1478,
compuestc 56 y AG1296 responsables los dos primeros de la inhibicidon del.
receptor 8 EGF vy el tercero a PDGF, se observa un incremento de 86% de
vigilia (promedio de las cinco dosis utilizadas, ver grafica 1),

Al analizar por separado cada receptor, observamos que la inhibicion del
receptor a EGF utilizando los compuestos AG1478 y Compuesto 56 {ver grafica
1), ambos produjeron un incremento promedio, a las tres dosis utilizadas, de
90% de vigilia en comparacién al control, El efecto més evidente fue observado
con el compuesto‘ AG1478 a la dosis de 25 ng (control 20.742.8% vs
44.943.5%, p<0.05), séguido por el mismo compuesto a la dosis de 25 ug
(control 20.742.8% vs 37.9%1.8%, p<0.05) y por el compuesto 56 (control
20.7+2.8% vs 35.811.5% p<0.05). E! incremento eh el porcentaje de vigilia
observado durante las cuatro horas de registro en los tres grupos no se vio
refiejado en cambios estadisticamente significativos en la duracién promedio de
_Ia vigilia o en su frecuencia, ver anexo 1. |

En el éaso del receptor a PDGF, el incremento promedio con las dos dosis
utiiizadas fue de 71% en comparacién al grupo control, Ei mayor efecto fue
obseNado a la dosis de 2.5 ug de AG1296 (control 20.‘7:1:2.8% vs 38.3+1.6%,
p<0.05) inmediatamente seguido por la dosis de 25 pg (control 20.7:!:2.8% Vs
35.8£2.1%, p<0.05) (ver grafica 1). El incremento en el porcentaje de vigilia
observado no se vio réﬂejado estadisticamente en las variables de de duracién
y frecuencia (ver anexo 1),

Analizande los efectos de los inhibidores . de los - segundos mensajeros
asociados con estos receptores, encdntramos que de los dos compuestos que
inhiben la enzima MAPK-ERK como son U0126 y PD98059, solamente en un
caso (PD98059) se observé un efecto que incidid sobre el porcentaje de vigilia
durante las cuatro horas de registro {ver grafica 1). E! grupo tratado con
PD98059 presentd un menor porcentaje de vigilia en comparacion al grupo
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control (contro! 20.742.8% vs 11.9+0.4%, p=NS) pero no fue estadisticamente
significativo. En tanto que el grupo tratado con U0126 no se-vio afectado
(control 20.7+2.8% vs 22.642.1%, p=NS).

Wake -

Figura 27. Hipnogramas representativos de una rafa que fue tratada con 25
ug/s i de PP1 (panel A) o 41.5 ng/5 pf de Herbimicyn A. (panef B). Eje x, os
tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las fases de suefio.

El efecto observado sobre la vigilia con l0s compuestos PP1 y Herbimyéin A,
amhos. con antecedentes de inhibir la 'accion de las proteinas Src, es de un
compoftamiento diferente (ver grafica 1 y figura 27). En tanto PP1 a dosis de
25 pg no modifica el porcentaje de vfgiiia {control 22.7+2.8% vs 24.411.0%,
p=NS) si lo hace Herbimycina A a dosis de 50 ng (control 22.7+2.8% vs
43.111.8%, p<0.05). El incremento observado en e porcentaje de vigilia en este
ultimo grupo no se vio reflsjado en cambios estadisticamente significativos en
la duraci6n promedio de la vigilia y en su frecuencia (ver anexo 1).
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El efecto observado en los grupos que recibieron e!. inhibidor de la enzima
Jak2/Stat, (compuesto AG490) es consistente a las dos dosis utilizades (ver
grafica 1 y figura 28). El ‘ : A

grupo que recibid la

" Wake
dosis de 25 ug presento 14
un incremento no signifi- 24
cativo ' en el porcentaje i'
de V|gflla (control 20.7 REM 4
+2.8% 28.310.9, p=NS),
al igual que el grupo que
recibié la dosis de 50ug,
en el cual se observé un
. . o Wake -
incremento no significa- -
tivo del porcentaje de 2
vigilia {contro} 20.7+2.8 3
vs 31.5+3.0%, p=NS). 4+
. : REM -
Estos leves incrementos v A
H ¥ 1 T I ]
no se reflejaron en las 10 " 12 13 14

varigbles de frecuencia g

o duracién promedio de Figura 28. Hipnogramas representativos de una rata

la vigitia. Para mayores que fue tratade con 25 ug/5 ul de AG490 (panel A} o
50 ug/5 ul de AG490 (panel B). Eje x, es tiempo en

detalles ver anexo 1. horas, inicio a las 10.00 am. Eje'y, representa las
fases de suefio.

Los grupos fratados con los compuestos Wortmanina y LY294002, ambos
inhibidores de la enzima PI3K, muestran una tendencia hacia ef incremento del
porcentaje de vigilia (ver gréafica 1). Este incremento es modesto y no alcanza
significancia estadistica con los compuestos: Wortmanina a dosis de 50 ng
(confrol 20.7£2.8% vs 25.3£3.9, p=NS) y LY294002 a dosis de 50 pg (control
20.742.8% vs 294420, p=NS). Sin embargo, el grupo tratado con el
compuesto LY294002 a dosis de 10 pg presentd significativamente mayor
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20.712.8% vs 29.4t2.0,_ p=NS). Sin embargo, .el grupo tratado con el
compuesto 1Y294002 a dosis de 10 ug presentd significativamente mayor
porcentaje de vigilia (control 20.7+2.8% vs 33.5%1.7, p€0.05). Aﬁnque este
incremento no se vio reflejado en alguna de las variables de frecuencia o
duracién promedic de la vigilia. Ver_ anexc 1. ‘

Suefio lento 1

A B
Waks - wWake -
14 14

24 2

3 1

4- 4

REN - REH -

Yy

Figura 29. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 25
ug/S uf de PD98059 (panel A} 0 25 ng/S ul de AG1478 (panel B). Eje x, es
tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las fases de suefio.
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PROTEINAS CINASAS y
- SUENO DE ONDAS LENTAS 1

&

&
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PP125ug)
AG-430 (S0 ug)
PP3 @5 upS u)

YWORTMANIN 50 ng) E—-{

AC-480 (25 ug}

V6128 {8 ug)

.
Ag1296 25w [ B..

LYZ94002 (10 0g) ‘ E—|

) es—
TYRPHOSTIN A (25 ug) B-t

AG-1478 (25 ng)

GENSTEM (25 ug)

TIEMPO TOTAL t EEM (%)
froTom
o = & @
T —
-,
rososs s [T+
=
Y mes—
ol e—

HEREMYCAN A (50 pg)

’ mowosams‘
g}

Gréfica 2. Efectos de los inhibidores de los receptores a EGF y PDGF as/
como de sus segundos mensajeros sobre ef porcentaje de suefio de ondas
lentas 1, a lo largo de cuafro horas de registro. Eje X, representa los
tratamientos vy las dosis utilizadas. Eje Y, representa el tiernpo total de registro
en porcentaje. Las barras representan la media de cada grupo y el ermor
esténdar de la media. * p<0.05 vs DMSO. .

El grupo que recibié el compuesto que inhibe al receptor a EGF (AG1478) a
dosis de 25 ng mostré incremento no signiféctivo en el porcentaje de SOL1
durante las cuatro horas de registro en comparacion a! grupo control {control
14,1£1.5% vs 20.3+1.8% p'%NS). Por otra parte, el grupo que recibi¢ el
compuesto PD98059, que inhibe la MAPK-ERK, mostr6 una notable
disminucion del SOL1 en comparacion al grupo control (control 14.1£1.5% vs
6.710.5%, p<0.05); ver grafica 2 y figura 29. La disminucion del porcentaje de -
S0L1 cbservada en el grupo tratado cc;n PD98059 estuvo acompaiada por un
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incremento en la latencia de ingresb a esta fase de suefio (control'5:_1i1.4 vs
38.2+10.3, p<0.05). Para mayores detalles sobre el comportamiento de las

variables, ver anexo 1.

Suefio lento 2

E! SOL2 se vio 'afectado en varios grupos {(ver grafica 3). E! primero de ellos fﬁe
el grupo. que recibié el compuesto AG1478 (inhibidor del receptor a EGF) a
dosis de 25 ng. Este tratamiento disminuyd considerablemente el porcentaje de
S0L2 (control 56.6+3.1% vs 38.1+5.4%, p<0.09). Sin embargo, este cambio nd
se vio reflejado en incremento estadisticamente significativo en las variables de
latencia, frecuencia y duracion, ver anexo 1. Ademas de io- anterior, el grupo
que recibié el compuesto PDQSOSQ, inhibidor de la MAPK-ERK, mostrd un
incremento significativo en el porcentaje de SOL2 en comparacion con el grupo
controf (control 56.6+3.1% vs 73.0+0.7, p<0.05). En tanto que el grupo tratado
con Herbimibina A a dosis de 50 ng mostré menor porcentaje de SOL2 en
cdmparacién con el grupo control {control 56.6+3.1% vs 37.912.7%, p<0.05j.
Sin embargo, estos cambios no se vieron reflejado en las variables de
frecuencia, latencia o duracidn (ver anexo 1 para mas detélles).
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PROTEINAS CINASAS y
SUENO DE ONDAS LENTAS 2

-
1
*

-
-3
L

j|

TIEMPO TOTAL £ EEM (%)
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<
1
q
1

PP1RSup)
PP3 25ug5u)

L0128 (8 ug)
G490 (25 ug)
AG=490 (50 ug)

"|LY254002 (SO ug)

AG-1478 (25 ng)
AG 1298 (2.5 ug}
LY294002 {40 ug)

OISO (S 4

GERSTEN (25 ug)
PLR005D (25 g)
AG-14T8 (28 ug)

WORTMANIN (50 ng}

ommwosswﬂ
ag)
AG-1298 (25 ug)

TYRPHCSTIN A (25 ug)

Gréfica 3. Efeclos de los inhibidores de los receptores a EGF y PDGF asf como
de sus segundos mensajeros sobre el porcentaje de suefio de ondas lentas 2, a
fo largo de cuatro horas de registro. Eje X, representa los tratamientos y la dosis
utilizadas. Eje Y, representa el tiempo folal de registro en porcentaje. Las barras
representan la media de cada grupo y el error esténdar de la media. * p<0.05

vs DMSO.
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Sueiio MOR

) PROTEINAS CINASAS y
SUENO DE MOVIMIENTOS OCULARES RAPIDOS
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Gréfica 4. Efectos de los inhibidores de los receptores a EGF y PDGF asi como
de sus segundos mensajeros sobre el porcentaje de suefio de movimientos
oculares rdpidos, a fo largo de cuatro horas de registro. Eje X, representa los
tratamientos y fa dosis utilizadas. Eje Y, representa el tiempo fotal de registro en
porcentaje. Las barras representan la media y el error estédndar de la media. *
p<06.05 vs DMSO.

El grupo que recibio Genisteina, un inhibidor general de receptores con ‘
actividad de tirosina cinasa, mostré menor porcentaje de SMOR durante las
cuatro horas de registro {control 8.1£0.8% vs 2.8710.4%, p<0.05, ver grafica 4).
Los grupos tratados con los inhibidores a los receptores a ‘EGF y PDGF
mostraron un comportamiento consistente al promover, todos, fa disminucién
del porcentaje de sueiio MOR (ver grafica 4).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




7

Al analizar por separado cada uno de estos tratamientos observamos que el
grupo que recibid la mayor dosis (25 pg) del compuesto AG1478, inhibidor del
receptor a EGF, presenté una disminucién de SMOR en cerca del cincuenta
pdr ciento (control 8.1+0.8% vs 4.3£0.4%, p<0.05). Sin embargo, este efecto
fue més evidente en el grupo que recibié la dosis de AG1478 de 25 ng (control
8.110.8% vs 1.3120.3%, p<0.05, ver grafica 4 y ﬁguré 30). Al utilizar otro
compuesto con igual mecanismc de accién, como es el Compuesto 56,
observamos ausencia de suefioc MOR durante las cuatra horas de registro
(control 8.1£0.8% vs 0.040.0%, p<0.05, ver gréfica 4 y figura 30). La menor
cantidad de suefio MOR que se observé a la mayor dosis usada de AG1478
(25 ug) no se vio reflejada en cambios en la duracién de los episodios de suefio
MOR (_control 1.320.0 vs '1.91-0.2, 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 suefio (control 49.647.3 vs 127.51+32.0,
p<0.05) y en una menor frecuencia de episodios de suefic MOR {mediana
control 13.0412 vs 3.0+1.0, p<0.05) & lo largo de las cuatro horas de registro.
Ver anexo 1. ‘

En el caso de la inhibicion del receptor a PDGF, a las dos dosis utilizadas (25
Hg ¥ 2.5 ug) utilizando el compuesto AG1296, los grupos no presentaron suefio
MOR durante lag cuatro horas de reglstro (control 8.110.8% vs 0.0+0.0%,
p<0.05, ver grafica 4 y figura 30).

Por otra parte, !a inhibicién de la enzima MAPK-ERK utilizando el compuesto
U0126 produjo una disminucidén importante del suefio MOR {control 8.1+0.8%
vs 4.520.3%, p<0.05, ver grafica 4).

En tanto que los grdpos tratados con -el objetivo de inhibir las proteinas Src
ufilizando dos compuestos diferentes perc con el mismo mecanismo de accidn
mostraron comportamiento consistente (ver grafica 4). El grupo que recibié el
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compuesto PP1 a dosis de 25ug presentd menor porcentaje de suefio MOR
(control 8.110.8% vs 1.7+0.3%, p<0.05). Este efecto fue mas evidente en el
grupo tratado con Herbimicina A a dosis de 50 ng {control 8.1+0.8% vs
1.340.3%, p<0.05). Estos efectos tuvieron sepercusion aunque de manera no
significativa sobre las variables de latencia, frecuencia y duracién. Para
mayores detalles ver anexo 1. ‘

Los dos grupos tratados con el compuesto AG480, inhibidor de la enzima
Jak2/istat, mostraron comportamiento similar (ver grafica 4). El grupo que
recibié 25 pg presentd una disminucién importante del suefio MOR (control
8.1£0.8% vs 5.110.6%, p<0.05) pero este efecto fue mucho mas evidente en el
grupo tratado con 50 g (control 8.1:1:0.8% vs 1.920.5, p<0.05). Estos cambios,
al igual que lo descrito anteriormente, no se reflejaron en alteracions
.estadfsticamsnte significativas en las otras variables, ver anexo 1.

De los grupos tratados con dos inhibidores de la enzima P13K, Gnicamente el
grupd que recibié la dosis de 50 pg de LY294002 mostré un menor porcentaje
de suefic MOR durante las cuatro horas de registro (control 8.140.8% vs
3.5610.5%, p<0.05, ver grafica 4). Aunque esta disminucién no tuvo efecto
estadisticamente sign'iﬁcativo algunc sobre tas variables de latencia, frecuencia

y duracion de esta fase de suefo, ver anexo 1.

Figura 30. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 25
ugr’s ul (panel A) o 2.5 ug/Sul (panel B) de AG1478. Panel C, representa una
rata que fue Lvlada con 41.5 ng/5 ul de compound 56. Panel D v E,
representan una rata que fue tratada con 25 ug/Sul 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 sueflo. (siguiente péagina)
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HivVgp120

Vigilia

La administracién de 5 pl de solucién salina fisiologica o de 5 yl de DMSO via
intracerebroventricutar, no alteré ninguna de-las fases del ciclo suefio-vigilia
durante cuatro horas de regisiro {ver cuadro 1), para mayores detalles sobre

cada una de las variables ver anexo 2.

HiVgp120 y MAPK
VIGILIA . -
80 1 *
50 4 I
!

£ 40 I
=
i I
w
+
w -
g 30
=
2 I 1 T
'— 1
[

10 1

0 + v v ' v T v J
SALINE DMSO HRvgp120 Hivgp120 uot28 uoi2e + $B202190 S8202190+
n=11 n=10 hervida {100 ng) Bug) n=% Hivgp120 (Bug) n=6 HNgp120
{100 ng} n=¢ =B n=9

Gréfica 5. Efectos de dos inhibidores de enzimas MAPK y de la HIVgp120 sobre ef
patrén de vigilia a lo largo de cuatro horas de registro. Efe X, representa los
tratamientos y la dosis ulilizadas. Eje Y, representa ef tiempo ftotal de registro en
porcentaje. Las barras representan la media de cada grupo y el error esténdar de
fa media, * p<0.05 vs Salina.
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La administracién de HIVgp120 hervida por 30 minutos, con el fin de
desnaturalizarla o ser una proteina-inactiva, no modifica el porcentaje de vigilia
en comparacion con el grupo control (control 24.412.6% vs 28.(512.6%, p=NS,
ver grafica § y figura 31). Esta ausencia de efecto también se observd despuésl
de administrar 100 ng de la proteina activa HIVgp120 (control 24,442 6% vs
22.6+2.1%, p=NS, ver grafica 5). - '

Weke
|
24
34
44
REM 4
e .
10 1 12 13 14
A B

Figura 31. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 5 ul
(panel A) de solucién salina fisicldgica o 100 ng/5ul (panel B) de HIVgp120
hervida. Eje x, es tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las
fases de sueifo.

Por otra parte, la inhibicién de la enzima MAPK-ERK utifizando el compuesto
U0126 no alteré el porcentaje de vigilia durante las cuatro horas de registro
(control 24.442.6% vs 22.642.1%, p=NS, ver grafica 5). Sin embargo, la
administracién del inhibidor de la enzima p38-MAPK, el SB202190, increment6
considerablemente €l porcentaje de vigilia (control “24.412.6% vs 47.1+4.7,
p<0.05, ver gréfica 5). Este incremento en el porcentaje de vigilia, estuvo
acompafiado por una mayor frecuencia de los episodios de ésta (mediana
controt 14.017.5 vs 18.5+17.2, p<0.05).
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El grupo tratado simultaneamente con el inhibidor de la MAPK-ERK y la
H!Vgp_‘l 20 mostrd un incremento en el porcentaje de vigilia (control 24.412.6%
vs 37.5+4.6, p<0.05, ver grafica 5). Este incremento se vio reflejado en una’
mayor fracuencia de episodios de vigilia (control 14.0+7.5 vs 1 9:!:16, p<0.05). El
grupo tratado simultdneamente con el inhibidor de la enzima p38-MAPK y
HiVgp120 no presenté cambios en el porcentaje de vigilia durante las cuatro
horas de registro {control 24.412.6% vs 23.5+1.9%, p<NS, ver gréafica 5).

Suefio Lento 1

El (nico tratamiento que produjo cambios significativos en el porcentaje de
suefio lento 1 durante las cuatro horas de registro fue el inhibidor de la enzima
p38-MAPK, SB202190 {ver grafica 6 y figura 32).
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Figura 32. Hipnogramas representativos de una rata que fue fratada con
6ug/sul (panel A) de UB126 o Bug/5uf (panel B) de SB202190. Eje x, @5
tiempo en horas, inicio a las 10.00 am. Eje y, representa las fases de suefio,
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HIVgp120 y MAPK
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Gréfica 6. Efectos de dos inhibidores de enzimas MAPK y de la HiVgp120
sobre el patrén de suefic de ondas lentas 1 a lo largo de cualro horas de
registro. Eje X, representa los tratamientos y la dosis ulilizadas. ‘Eje Y,
represanta el tiempo total de registro en porcentaje. L as bamras representan la
media de cada grupo y el error estandar de la media. * p<0.05 vs Salina.

Este tratamiento incrementd el porcentaje de SOL1 (control 13.2+1.5% vs
20,25:3.6%, p<0.05). Este incremento se vio acompafado ‘por una mayor-
frecuencia de esta fase de suefio (mediana control 16.0%13.2 vs 18£12.5,
p<0.05). Asimismo, se observd menor frecuencia de SOL1 'e'n' el grupo tratado
simuitéﬁéamente con SB202190 y HIVgp120 (mediana control 16.0+£12.5 vs
15113.0, p<0.05) sin qhe afectara el porcentaje total, ver anexo 2.
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Suefio Lento 2
HiVgp120 y MAPK
SUENO DE ONDAS LLENTAS 2
80 -+
60 - "
g I + ‘l‘ o
= H
i - Fl' *
g w0
©
é +
l.—
o]
=
20 4
0 v r T v v v T v
SALINE DMSG Hivigp 120 HivVgp120 vz U128 + SB202190 SB202190 +
n=1q n=1g hervida (100 ng) (Bug) n=5 HiVgp120 (Bug) n=8 Hivgn20
(100 ng) n=T n=8 n=8

Gréfica 7. Efecfos de dos inhibidores de enzimas MAPK y de la HIVgp120 sobre
el patron de suefio de ondas lentas 2 a lo largo de cualro horas de registro. Eje
X, representa los tratamientos y la dosis ulilizadas. Eje Y, representa el liempo
total de registro en porcentaje. Las barras representan la media de cada grupo y
el error estandar de la media. * p<0.05 vs Salina.

El suefio lento 2 fue medificado sustancialmente en el grupe que recibid el
inhibidbr de la enzima p38-MAFK, S$B202190; este compuesto disminuyd el
porcentaje de SOL2 durante las cuatro horas de registro (control 53.742.6% vs
32.245.6%, p<0.05, ver gréfica 7 y figura 32). Esta disﬁinucién no'afecté
significativamente las variables de latencia, frecuenciay duracién de esta fase

de suefip, ver anexc 2. Ademas, el grupo tratado simultaneamente con el
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inhibidor para la MAPK-ERK, 0126 méas HIVgp120, mostré una mayor latencia
para ingresar @ SOL2 {control 15.5£2.7 vs 53.147.7, p<0.05). Este incremento
en la latencia no afectd significativamente el porcentaje de SOL2 durante las
cuatro horas de registro (control 53.7+2.6% vs 44.614.5%, p<NS, ver grafica 7).

Suefio MOR

La administracion de 100 ng de Hl\lgp120 incrementd el porcentaje de suefio
MOR en comparacion con el grupo control (control 8.3+1.1% vs 14.110.8%,
p<0.05, ver grafica 8 y figura 33). Este incremento en el pbrcenta}e se vio
reflejado en una mayor duracion de los episodios de suefic MOR (control
.1.34£0.0 vs 2.540.1, p<0.05).

El compuesto U0126, un inhibidor de la enzima MAPK-ERK, redujo el
porcentaje de suefio MOR durante las cuatro horas de registro (control
8.3+1.1% vs 4.5+0.3%, p<0.05, ver grafica 8 y figura 32); esto se reﬁejo en una
menor frecuencia de esta fas;e de suefio en relacion al grupo control (mediana
control 12.0+8.0 vs 7:03:6‘.0, p<0.05). Un efecto similar fue observado despuds
de administrar el inhibidor de la enzima p38-MAPK (contro! 8.3%1.1% vs
0.340.1%, p<0.05, ver gréfica 8); esta disminucion en el borcéntaje de suerio
MOR se vio acompaiiada por una mayor latencia para ingresar a esta fase de
suefio (control 46.246.2 vs 147.9.{32,3, p<0.05}, por una menor frecuencia de
episodios de suefic MOR (mediana control 12.0£8.0 vs 1.040.2, p=<0.05) y por
una menor duracién de los episodios de suefio MOR (control 1.3+0.0 vs
0.6£0.2, p<0.05) para mayores detalles ver anexo 2. -

La administracion simultanea de U0126, ihhibidor de la MAPK—ERK, Y
HIVgp120 no altera el porcentaje de suefio MOR en comparacion con el grupo
control (control 8.3+1.1% vs 7.240.6%, p=NS, ver grafica 8 y figura 33). Sin
embargo, ta administracion simufténéa de SB202190; inhibidor de Ia p38-MAPK
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y HIVgp120 presenta un incremento” sustancial de sueﬁé. MOR (control
8.35:1.1% vs 14.0+1.2, p<0.05, ver grafica 8 y figura 33); este incremento en el
porcentaje de suefio MOR se vio acompaiiada por una mayor duracion de los
episodios de esta fase de suefio (controi 1.3+0.0 vs 2.610.1, p<0.05). Para
mayores detalles, ver anexo 2. '

HIVgp120 y MAPK
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Gréfica 8. Efectos de dos inhibidores de enzimas MAFK y de la HIVgp120
sobre el patrén de suefio de movimientos oculares rapidos 8 lo largo de cuatro
horas de registro. Eje X, representa los tratamientos y la dosis utilizadas. Eje
Y, representa el tiempo fotal de regisiro en porcentaje. Las batras representan
la media de cada grupo y el error estandar de la media. ™ p<0.05 vs Salina.
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Figura 33. Hipnogramas representativos de una rata que fue tratada con 100
ng/5 pl (panel A) de HIVgp120 o 6 pg/5 pl de U0126 + 100 ng/5 ul de HiVgp120
(panel B} o 6 ug/5 ul de SB202190 + 100 ng/5 pl de HiVgp120 (panel C). Eje x,
es tiempo en horas, inicio a fas 10.00 am. Eje y, representa las fases de suefio.
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DISCUSION

Tirosinas cinasas. E papel de los neurotransmisores clasicos —acetilcolina,
noradrenalina, serotonina y dopamina— en la regulacién del suefio ha sido
ampliamente documentado y estudiado (Chokroverty S, 1999; Borbely A,
2000). Sin embargo, en afios recientes se ha visto que otras moléculas, como
los factores de crecimiento, estan ligados al fenémeno del suefio.

Los factores de crecimiento, al igual que las interleucinas, son subfamilias de
motéculas que se agrupan en la superfamilia de las citocinas. Estas moléculas
se unen y activan receptores que se fosforilan en el amino&cido tirosina del
dominio intracelutar, por lo cual se-les conoce como receptores con actividad de
tirosina cinasa. Estudios realizados a la fecha en el area de suefio han brindado
pruebas sobre el papel de algunas interleucinas y menos reportes se han
tenido sobre el papel especifico de los factores de crecimiento {para revision
ver Krueger 1993, 1998, 2000). Los factores de crecimiento, al ser una gran
subfamilia de moléculas, y complejos los receptoréS'que activan, los resultados
que se han obtenido en estudios del suefio varian con relacién al factor de
crecimiento utilizado. Las investigaciones que se han realizado hasta la fecha
se han enfocado, priricipalmente, a los efectos agudos de la administracién ICV
de factores de crecimiento sobre el patrén del suefo-vigilia. A pesar de estos
esfuerzos, no se conoce nada acerca de coémo los factores de crei;imiento
| generan sus efectos sobre el suefio (Grazia de Simoni M, 1996).

En una breve recopilacion de los efectos reportados tenemos que cuando se .
han inyectado inteleucinas o fragmentos de receptores, el principal efecto'
‘observado es incremento o disminucion en el suefo lento y eﬁ algunos casos
variacioﬁes en la temperatura cerebral . Por ejemplo, la administracién ICV de
IL-1 aumehta el suefio lento {Krueger JM, 1999) mientras que la administracion
ICV de anticuerpos contra la IL1B a conejos produce reduccion del suefio lento
sin afectar el sueiic MOR o la temperatura cerebral (Opp MR, 19'94). Las cifras
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de ARNm de IL1j3 se incrementan déspUés de una hora de privacién de suefio,
principaimente en hipotélamo, hipocampo, corteza y puente (Taishi P 1998).
La privacion total de suefio provoca incremento de 200% en las cifras de ARNm
para IL-1B en hipotalamo y tallo cerebral. (Mackiewicz M, 1996) v estas cifras
de 1l.-1 son sustanciaimente disminui&as después de tres horas de rebote de
suefio. En tanto, se ha reportado que las cifras de IL-2 se incre;mentan durante
la segunda mitad de suefio (Uthgenannt D, 1995). La administracion ICV .de IL-
4 a conejos durante el periodo 'de luz produce inhibicion de! suefo lento
mientras que no se encontro efecto alguno cuando esta IL-4 se inyectd durante
el periédo de oscuridad (Kushikata T, 1998). Ensayos preclinicos con IL-6 en
humanos muestran que es capaz de inducir fatiga, inactividad y disminuir la
capacidad de concentracion. E! efecto observado sobre el patrén de suefio es
una disminucién de suefio lento durante la primera mitad de ia noche e
incremento durante la segunda mited (Spath—Sch\a@’aIbe E, 1998). Ademas,
pacientes con somnolencia diuma patologica y fatiga ‘ muestran cifras
circulantes elevadas de IL-6 (Vgontzas AN, 1999). La administracién ICV de IL-
10 a ratas produjo reduccién de suefio lento (Opp MR, 1995) mientras que en
conejos y durante el periodo de luz produce ademas de disminucién del suefio
lento, incremento de suefo MOR; pero cuando esta IL-10 es administrada
durante el periodo de oscuridad no se reportéd efecio {Kushikata T, 1999). La
administracién intracerebral de IL-13 a ratas, inhibe el sueffio MOR cuando se
inyecta durante e! pericdo de luz, e inhibe el suefio lento cuando es
administrada durante el periodo de oscuridad. (Kubota T 2000). La
administracion, a ratas, del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) incrementé
el suefio lento, disminuye el suefio MOR y causa fiebre y ancrexia (Terao A,
1998).

En lo que respecta a los estudios con factores de crecimiento, observamos gue
la administracion ICV del factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-B1) a
ratas, inhibe el suefic MOR (Kubbta T, 2000). En tanto que la administracion
ICV a conejos del factor de 6recimiento de fibroblastos en sus formas &cida y
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bésica provocd incremento de suefio lente v fiebre en el primer caso, mientras
que con el factor bagico no se observé incramento de temperatura (Knefati M,
1995). La administracién ICV de 25 ug de EGF en conejos, incrementd la
_terhperatura cerebral, el suefio lento y disminuyé el suefioc MOR, en tantoque a -
dosis de 5 ug solo incrementa el suaﬁc; lento (Kushiketa T, 1998). El factor de
crecimiento semejante a la insulina (1IGF-1) administrado 'ICV. a conejos,
disminuye el suefio lento y el suefio MOR durante la primera hora de registro
{Obal F, 1999). La administracién ICV del factor neurctréfico derivado del
cerebro (BDNF) en ratas y conejos incrementa el suefic lento en ambas
especies pero solamante se obsarva incremento de suefio MOR en conejos
(Kushikata T, 1999). La administracion ICV de NGF incrementa-el suefio lento y .
ol suefio MOR en conejos sin alterar la temperatura cerebral (Takahashi S,
1999). En tanto que la administracion de NGF en el tegment'or pontine rostral
de gatos induce largos episodios de suefio MOR (Yamuy J, 1995, 2000). Por
uitimo, la administracién del factor neurotréfico derivado de una linea celular
glial {(GDNF) en ratas y conejos incrementa el suefio lento y disminuye el suefio
MOR (Kushikata T, 2001). '

Como se puede observar, casi todos los estudios antericres se han enfocado a
la administracién de diversos factores de crecimiento al ventriculo lateral de
ratas y conejos. Sin embargo, los receptores que son activados por estos
factores de crecimientc son complejos, por lo cual en el presente estudio
utilizamos ofra aproximacién la cual es mediante la inhibicion de la activacidon
de esios reéeptores. Por contraste, con Ios' reportes publicades por otros
grupds. la inhibicion farmacologica de los receptores con actividad de tirosina
cinasa, en particular para EGF y PDGF, muesfran una conducta consistente. El
efecto agudo observado después de la administracion de un antagonista no
especifico de los receptores con actividad de tirosina cinasa como es la
genistefna, produce durante las cuatro horas de registro una disminucién
exclusiva del porcentaje de suefio MOR sin modificar alguna ofra fase de
suefio. El suefio MOR ha sido vinculado a procesos de conéo‘lidacién de
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memoria {Smith C, 1995; Siegel JM, 2001; Maguet P, 2001) y se ha visto que
los receptores con actividad de tirosina cinasa son importante en la generacion
de LTP en el hipocampe en estudios in vitro (O'Dell TJ, 1991) asi como en los
procesos de aprendizaje y memoria en estudios in vivo~(SoderIing TR, 2000),
Ademas, la teoria neurotrofica del suefio sugiere que. la generacion del suefio
es un proceso que tiene lugar por grupos neurcnales, esta idea podria ser
apoyada por la amplia distribucién 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 Io$ receptores vy los
factores de crecimiento en suéﬁo. Por ejemplo, la administracién de BNDF a
conejos y ratas Incrementa el suefio lento {(Kushikata T, 1998). Ademas, el
receptor para este factor de crecimiento presenta variaciones ultradianas y Sus
cifras se incrementan después de la privacién total de suefio (Kushikata T,
1998). Cuando se priva de suefic MOR durante seis horas a ratas se observa
una mayor inmuncreactividad para BNDF en diversas areas cerebrales (Sei H,
2000), principalmente en cerebelo y talic cerebral. En éstermismo estudio,
después de 6 horas de privacion de suefic MOR se reporta cifras de NGF
mencres solamente en hipocampo. Esto' constrasta con lo reportado
previamente por Yamuy y Kushikata quienes muestra que la administracion de
NGF en ventriculo lateral asi como a zonas especificas del cerebro de ratas y
gatos facilita el suefio MOR (Yamuy J, 1995, Kushikata, 1999). Esto podrié
sugerir distintas funciones de los receptores dependiendo de su ubicacién o de
su tipo ya que recientemente se ha demostrado la presencia de los recebtores

{p75 y Trk-c) para NGF en los nucleos tegmental pedinculo pontino, latero ’
dorsal,‘ niicleo peribraquial, la formacion reticular pontina lateral y medial, el
nucieo del rafe y el locus coeruleus (Yémuy J, 2000}, todas ellas son areas de
han sido involucradas en la generacién del susfio. Otros estudios qué. amplian
nuestro conocimiento sobre los factores de crecimiento son los que muestran
que la administracion ICV del factor de crecimientc semejante a la insulina 1
(IGF-1) a ratas y conejos produce diéminucién de suefio lento y suefio MOR
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(Obal F, 1999). En tanto que otros investigadores han reportado que las cifras

plasmaticas de IGF en hombres sanos de fercera edad co-varia de forma

inversa con la cantidad de suefio 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 hipétesis neurotréfica que postula que durante el suefio,

los factores de crecimiento son utilizados, por ejemplo, en el mantenimiento de
sinapsis no utilizadas. durante la vigilia, en la estabilizacidn de circuitos

sinapticos y en la plasticidad cerebral (Krueger JM, 1993, 1999, 2000).

l.os factores de crecimiento anfes mencionados y otros més incluyendo al
PDGF y al EGF han sido previamente involucrados en el suefio. En 1997, Tafti
utilizando la aproximacion de quantitative trait loci sugirié la imhortancia de
lalgunas regiones gendmicas en el suefio MOR. Dentro de estas regiones
genérhicas 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). Asimisma, Tononi reportd ‘que varios
factores de crecimiento forman parte de la tercera familia de genes que se
expresan durante la privacion de suefio (Tononi G, 2000). Estos datos
comienzan a dibujar el papel de los factores de crecimiento en el suefio y
podrian contribuir a apoyar y ampliar los alcances de la teoria neurotrdfica del

sueno.

PDGFR y EGF. La amplia distn’bucic’;ﬁ cerebral de los receptores para PDGF y
EGF (Schaudies RP, 1989; Yeh HJ, 1991; Sasahara M, 1991) sugiere su
importancia en los procesos fisicldgicos cerebrales. Estos factores de
crecimiento, sus receptores y vias de transduccion de serales han sido
involucrados en la aparicién de gliomas, fumores cerebrales, en los procesos
de mielinizacion, en los cambios ghales observados en la enfermedad de =
AIzheirﬁer (Masliah E, 1995; Smits A, 1998, Canhella B, 1999) y ahora en el

suefio.
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La administracién del inhibidor al reé,eptor a PDGF, el AG1296, indujo la
desaparicién del suefioc MOR durante las cuatro horas de registro a ambas
dosis utilizadas. Esta es la primera evidencia fisiolégica que muestra que este
receptor tiene una funcion en la generacion' del suefio MOR, Aunque
previamente Tafti y Tononi habian sugerido su implicacién, de forma general.,
por ser parte de log factores de crecimiento que al parecer se expresarian
durante el suefio MOR (Tafti M, 1997, Tononi G, 2000). E! efecto observado al
inhibir la activacion del receptor a PDGF se ve reflejada en una disminucion del
suefio MOR y en un aumento de {a vigilia, sin afectar al suefio lento. Sin
embargo, es necesario aclarar que estamos observando un efecto agudo vy en
el estudio que realizamos (nicamente registramos el suefio durante cuatro
tioras, al inicio del periodo de luz, por lo anterior no sabemos si esta supresién
de suefio MOR durante las primeras cuatro horas de registro pudo ser'.
compensada o tener algin efecto de rebote durante las siguientes horas del
ciclo ya que es sabia la preponderancia del suefio MOR en la rata durante el
uitimo tercio det pericde de luz. Una posible explicacién o interpretacion a los
efectos agudos observados sobre el suefic es que el compuesto AG1296 fue
capaz de inhibir la activacion de los receptores a PDGF, aunque no se podria
confirmar si estos efectos fueron debidos a la inhbicién general de la mayoria’
de receptores independientmente de su localizacion o a la inhibicion primordial
an aigUhas areas donde convergen la tocalizacion de los receptores a PDGF vy
anat(‘)'mia de estructuras previamente descritas como muy importantes en el
suefioc como el tallo cerebral, talamo vy corteza (Sasahara M, 1991; Yeh HJ,
1991, 1983}. Independientemente de lo anteﬁor, los resultados apoyan la teoria
neurotrofica del suefio. Ademas, de fa presencia de este receptor en las areas
antes mencionadas se ha visto que su concentracion es dependiente de la
edad de las ratas. Se ha reportado que en ratas de 24 meses la concentracién
de receptores a PDGF es menor en comparacion a ratas jovenes (Hu Y, 1998)
esto podria sugerir su implicacion en los cambios en el patron de suefic MOR
que se observan durante la vejez (Spiegel R, 1982). Sin em_bargo, hasta la
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fecha nadie ha reportado una posible relacién entre este factor de crecimiento
(PDGF_) durante la vejez y el susfo.

En o caso del receptor a EGF, los efectos observados debidos a la
administracién de fos inhibidores AG1478 y compuesto 56 fueron consisfentes,
ambos compuestos dis_minuyeron el porcentaje de suefio MOR y aumentaron el
porcentaje de vigilia durante las cuatro horas de registro, igual a lo observado
en el caso de la inhibicién del receptor a PDGF. En el primer caso, el AG1478,
mostré comportamiento dosis dependiente. En tanto que en el segundo caso, el
compuesto 58, solo se utilizé una dosis v los efectos fueron evidentes. Los
resuitados obtenidos con estos inhibidores sugieren que este receptor y sus
segundos mensajeros, al iguat que el PDGFR, estan involucrados en el’sueﬁo
MOR. Sin embargo, la diferencia en el porcentaje de suefio MOR que fue
inhibido puede deberse a la diferente 1Cs -entre ambos compuestos ya que
para el caso del compuesto 56 es menor la ICg requerida (ICsp=6 pM) en
comparacion al AG1478 (ICsp= 3nM) para ejercer su accién. En fodo caso se
puede descartar una accién cruzada (inhibicion de otros receptores) ya que la
iCso para observar este efecto es de 100 MM (Han Y, 1996; Bridges AJ 1996;
Levitzki A, 1995). Al observar un efecte mas conspicuc en la inhibicion det
suefio MOR al usar un compuesto con una ICg menor (6 pM} nos podria
sugerir que el".compuesto 56 es sumamente efectivo a bajas dosis o que el
mecanismo de este receptor para facilitar esta fase de suefio puede ser
sumamente ﬁnb ya. que requiere un' inhibidor mucho més" especifico
‘(cbmpuesto 56 vs AG1478). Por otro lado, estos resultados contrastan con los
hallazgos reportados recientemente por Kushikata. Este autor muestra que la
administracién ICV de EGF a conejos produce incremento de suefio lento y
disminucion de suefio MOR a dosis de 25 ug (Kushikata T, 1998). En nuestro
estudio, at utilizar antagonistas, solamente observamos disminucién de suefio
lento a dosis de 25 ng en tanto que a todas las dosis y con ambos compuestos
(AG1478 y compuesto 56) se presenta menor cantidad de suefic MOR e
incremento de vigilia. Posibles explicaciones, el estudio realizado por Kushikata
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fue en conejos en comparacién a ratas que se utilizaron en este estudio; el
receptor a EGF tiene alrededor de ocho ligandos, entre elios el EGF, (Zwick E,
1999) por lo cual los efectos 6bseryados por Kushikata pueden ser debidos al
EGF y a alguna de sus enzimas. Puede ser gque el efecto sea dependiente del
ligando y de su concentracién. En resumen, los efectos sobré el suefio
observados después de la administracién aguda de inhibidores de los
receptores a PDGF y a EGF produce efectos consistentes que se ven
reflejados en la disminucién del suefioc MOR y en incremento de vigilia durante
las cuatro horas de registro. Esto no descarta que el efecto agudo observado
pueda tener repercusiones scbre el suefio mas alla de las cuatro horas de
registro. Debido a que ambos récep_tores tienen y al parecer utilizan casi las
mismas enzimas como mecanismos de transduccidn de sefiales, alguna de
ellas o mas de una puede ser la encargada de llevar a cabo este efecto

observado en el suefio MOR.

MAPK-ERK. Las vias de transduccion de
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suefioc durante cuatro horas de registro y

después de la administracion de dos inhibidores (PD38059 y U0126} que tienen
el mismo sitio de accion (delta N3-S218E/5222D MEK) muestran

caracterfsticas diferentes. En tanto el PD98059 diminuye ol SOL 1, incrementa
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al SOL.2 y no tiene efecto alguno sobre el suefio MOR; no sucede lo mismo con
el UD126 que tiene efecto especlfico sobre el suefio MOR. Esta diferencia
puede ser atribuida a la sensibilidad del compuesto U0126 para inhibir a la
enzima. Ensayos de cinética enzimatica muestran que el U0126 (IC56=0.07 pM)
tiene 100 veces mas afinidad por el sitio defta N3-S218E/5222D MEK en
comparacion con el PD98059. (Favata MF, 1998). Los resultados obtenidos con
la inhibicién aguda de la MAPK-ERK son las primeras evidencias fisiologicas
que muestran que una enzima-tan importante e involucrada en diversos
proceses fisiolégicos estudiades in vitro como.LTP, integracion de sefializacién
intracelular (Grewal S5, 1999) v en estudios conduciuales en ratas (Sweatt JD,
2001), al parecer también esti involucrada en e! suefio (cambios agudos) v
quizas en una fase especifica del suefio (MOR). Tomando todo lo anterior, es
decir, los reportes previos sobre la importancia de la MAPK-ERK en el
fenomeno de LTP y en estudios conductuales en ratas, los efectos que se
observan durante la inhibicion de esta enzima en el suefio y la relacion
existente entre la memoria y el suefio (Smith C, 1995; Siegel JM, 2001, Maquet
P, 2001) podria sugerir la relacion de la MAPK-ERK en el fendmeno suefio-
memoria. Recientemente, se ha reportado que la privacion total de suefio por
seis horas incrementa las cifras de MAPK-ERK fosforilada en hipoccampo (Fang
J, 2000). Sin embargo, la técnica de privacidn de suefio fue realizada por |,
adicion de objetos nuevos al ambiente de las ratas por lo cual el efecto
observado puede ser una mezcla de privacion de suefio 'y actividad
hipocampal; ya que la adicion de nuevos objetos' incrementa. las cifras de
MAPK-ERK en hipccampo de ratas (lzquierdo LA, 2001). Ademas se ha
reportado que, al parécer, las cifras de MAPK-ERK en cerebro se mantienen
constantes a lo largo dé la vida de la rata (Hu Y, 1998). Esta via ha sido de las
mas estudiadas y es considerada como una de las principales vias de
transduccion de sefiales en los receptores para EGF y PDGF (C!aesson—We!sh"
L, 1994; Levitzki A, 1995; Grewal SS, 1969). En adicién a lo anterior, se ha
reportado que varios factores troficos, como el factor ;Ie crecimianto nerviosa

(NGF), el factor estimulador de colonias de macrofagos y granulocitos (GM-
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CSF) y el factor estimutador de colonias de granulocitos (G-CSF), utilizan
principallmente la MAPK-ERK en su transduccién de seflales (Bridges AJ, 1995;
Grewal S8, 1999; Schenk PW, 1999). En este sentido se ha reportado que la
inyeccion de NGF en el tegmento pontino de gaios (Yamuy J, 1995) facilita la
aparicion de sueiio MOR aunque si se inyecta en el ventriculo de conejos
{Takahashi S, 1999) solamente incrementa el suefio lento. La administracion.
intracerebral a ratas del factor estimulador de colonias de. macréfagos y
granulocitos (GM-CSF) incrementa el suefio MOR sin generar fiebre. {Kimura
M, 2000). En ensayos preclinicos, la administracion de GM-CSF a humanos
reduce la cantidad de suefio lento e increnta de manera no significativa el
suefio MOR (Schuld A, 1999). Estos resultados comienzan a sugerir la relacién
de la MAPK-ERK eh e} suefio, aunque los efectos, al parecer, pueden variar
dependiendo del sujeto experimentai y de la ruta de administracién:

Src. Las proteinas Src son una gran familia cuya funcion, pocio conocida, se ha
involucrado mas en procesos de neurogénesis, cancer, crecimiento neuronal,
alcoholismo y en memoria, aunque se les ‘conoce més como proteinas que
unen otras protefnas (Soderfing TR, 2000). Los resuitados obtenidos muestran
gue la inhibicién de las proteinas Src mediante el compuesto Herbimycina A
produjo incremento en el porcentaje de vigilia, disminucién en SOL2 y suefio
MOR. Al utilizar otro compuesto més especifico y con el mismo mecanismo de
accion, como es el PP1, observamos incremento en el porcentaje de vigilia y
disminucion de SMOR. ElI comportamiento de ambos compuestos es
basicamente similar aunque con diferente potencia, con excepcién de la
disminucion del SOL2 generado por la Herbimycina A. Estas diferencias,
pueden deberse a que la herbimycina A se une solamente a una de estas
proteinas Src, la denominada P60°" | con una ICsy=900 pM yla un.ién de este
inhibidor a los grupos thicl de Ia cinasa es irreversible (Fukazéwa H, 1991). En

tanto ef compuesto PP1 se une a las proteinas PSS, p3ck pssm

y Hek con
una ICse=5 nM y de manera reversible (Hanke JH, 1996). Hasta la fecha este

sarig el primer reporte de la posible relacién de esta proteina en el suefio,
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aunque previamente se ha mostrado que fa mutacion en las proteinas fyn y src
en ratones altera el fendmeno de LTP y disminuye la eficiencia de ratas en la
prueba de aprendizaje espacial de Morris (Grant 8G, 1993). Recientemente, se '

“ha confirmado que estas proteinas se encuentran en todo el cerebro, pero |

principalmente en neuronas de hipocampo {(Zhao W, 2000). Las cifras de estas
proteinas se incrementan después de entrenamiento espacial en el laberinto de
Morris, al igual que ofras proteinas de citoesqueleto, lo que sugiere su papel en
la plasticidad neuronal y en los procesos de memoria (Zhao W, 2000): Lo que
coincidiria con lo repbrtado de la relacion sueflo memoria (Smith C, 1995).
Debido a lo poco que sabemos de estas proteinas, es prematuro darles alguna
funcion concreta, sobre todo en el suefio.

Jak2/Stat. La inhibicién de esta cascada de segundos mensajeros mediante el
compuesto AG490, también conecide como B42, produjc a ambas dosis
utifizadas (25 y 50 pg) el mismo efecto y este fue especifico sobre una
disminucidén del suefio MOR. El mayor efecto lo obtuvimos con la dosis de 50
Lg. Sin embargo, a esta dosis es posible que tengamos un efecto mezclade al
inhibir no sdlo 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 administracién de 25 pg de AG1478 con los resultados obtenidos con el
compuesto AG490 a dosis de 50 g y con Herbymicina A se encuentran cifras
similares, lo cual sugiere que a esta dosis el compuesto AG1478 podria estar
inhibiendo o. actuando en estas dos cascadas de segundos mensajeros,
aungue esto deberé ser corroborado por estudios in vifro. La enzima Jak2 es
intraceluiar y se Ioca!iz:_a principalmente en corteza, hipocampo, cerebro basal y
estriado (De Fraja C, 1998) y recientemente se ha descubierto que, al parecer,
es la principal cascada de activacion y modulacion del receptor a hormona del
crecimiento en el cerebro (Carter-Su C, 2000). Esta es la primera evidencia
fisiologica del involucramiento de esta enzima en el suefio y su posible funcién
estara por ser determinada.



74

PI3K. Para inhibir esta cascada de segundos mensajeros utilizamos
wortmanina, un compuesto no selectivo y LY294002 un compuesto con
[Cs0=0.43 UM (Viahos CJ, 1994). Los resultados muestran que wortmanina no
afecta al patrén de suefio en forma significativa. En tanto el LY294002 lo hace
Unicamente a dosis de 50 g, El efecto chservado eé especifico sobre el
porcentaje de suefio MOR. La pbsible interpretacion que nos sugiere es-que
esta via de segundos mensajeros no es de las principales en la cascada de
sefializacion para el fenémeno del suefio o que los compuestos utilizados no
son lo suficientemente sensibles para mostrar el papet de estas vias. Esta vié
de segundos mensajeros ha sido involucrada: en procesos supervivencia
neuronal y en la regulacién del crecimiento axonal. Sin embargo, .esta's .
acciones no lo hace exclusivamente esta enzima sino que fo hace en
conjuncion con la MAPK-ERK y la PLC, actuando las tres de manera sinérgica
(Yang F, 2001) | | '

Controles negativos. El uso de los compuestos tirfostina A y PP3 como
controles negativos cbedece a la necesidad de determinar posibles efectos de
la estructura quimica de los compuestos aqui utilizados. La tirfostina A ha sido
usada cominmente 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; Paillart 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 patrén de
suefip (ver cuadro 1), tampoco en alguno de los parametros obtenidos a partir
de estas fases, como frecuencia, duracién y latencia (ver anexo 1). Lo que’
sugiere qué tanto el vehiculo como las moléculas inactivas no tuvieron efecto
alguno sobre los cambios observados en el patron dé*sueﬁo con los inhibidores
utilizados a lo largo de las cuatro horas de registro.
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'HlVgp'I 20 y suefio

Estimaciones epidemioldgicas sugieren que entre 20 y 30% de adultos y 50%
de nifios con sida desarrolian demencia (Epgtein LG, 1988; Brew BJ, 1999).
Este sindrome esta caracterizado por déficit en atencién y memoria, asi como
aiteraciones motoras (Jassen RS, 1989; Brew BJ, 1999). El VIH entra al
cerebro relativamente. pronto después de la infeccién (Perry SW, 1990). Como
resultado de su ingreso varias proteinas constituyentes del virus pueden, en
consecuencia, también entrar. entre ellas la gp120. Se ha reportado que
algunas alteraciones en el patrén de suefio se puedeﬁ observar en los primeros
estados de la infeccion (Darko DF, 1992). La glucoprotefna 120, msjor
conocida como HiVgp120 que proviene del humano, tiene su origien en el gen
env que codifica para una proteina precursora de 160 kDal.que al ser
proteoiiticamente desensambiada da origen a la HIVgp120 y a la HIVgp41, La
administracién aguda de HIVgp160 y HIVgp41 a ratas altera el patrén de suefio
al producir incremento de suefio lento, fragmentacion de este e induccidn dé .
respuesta febril cerebral (Gemma C, 1999). Mark Opp en 1996 report6 que la
administracién de una sola dosis de 100 ng de HlVgp1 20, a ratas af inicio del
periodo de oscuridad, produce incremento de suefio lento Yy éueﬁo MOR
durante las dos primeras horas de registro ademas de que el incremento de
suefio lento se correlécioné con el incremento en las cifras de interleucina 1
(Opp MR, 1996).

Al comparar los resultados obtenidos por fa administracion aguda de HIVgp120'
al ventriculo lateral de ratas realizado por el grupo de Opp con los descritos en
osta tesis se puede considerar qub fueron replicados parcialmente. Lo anterior
es debido a que 100 ng de HIVgp120 administrados en el ventriculo lateral de
ratas durante el periodo de luz produjo incremento de suefic MOR durante las
cuatro horas de registro (al igual que io reportado por Opp) pero no de suefio
lento. La ausencia de incremento en el suefio lento cobservada en esta’
investigacion puede ser explicada por tres vias. Este estudio fue realizado
durante el periodo de luz, en contraposicion 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 suefio lento puede tener alguna-
refacién con la interleucina 1. En este sentido se ha descrito . que cuando se
administra HIVigp120 en ventriculo’lateral de ratas es casi indetectable observar
incremento de IL-1B, pero si esta proteing, HIVgp120,' es inyectada fuera del
tejido ventricutar las cifras de IL-13 se incrementan répidamente debido a
mayor expresién {Sundar SK, 1991). Uno de los efectos de la interleucina 1B
sobre el suefio es &l incremento de suefio lento (Shoham S, 1987). Por dltimo,-
a la preghnta de si los cambios agudos observados después de la
administracién de H!Vgp120 o alguno de los tratamiehtos, aq'ui descritos, tiene
efectos a largo plazo {mas de las cuatro horas aqui mostradas) no se pueden
responder con estos experimentos.

El incremento agudo de suefio MOR observado en este trabajo después de la
administracion de HIVgp120 es consistente con lo reportado por C)pp (Opp MR,
1996). Cuando realizamos el tratamiento conjunto inhibiendo la enzima MAPK-
ERK y adicionamos HIVgp120, el incremento agudo de suefio MOR observado
solamente por H'Vgp120 no aparece. Por el contrario, cuando se administra el
inhibidor para la p38-MAPK y la Hlvgp120 no se logra detener &l incremento
agudo de suefio MOR. Por lo anterior, el efecto obsevado sobre el suefio MOR,
al parecer puede ser atribuido & la activacion de la MAPK-ERK pero no a ia
.P3BMAPK. Estos resultados parecen coincidir con lo reportado por Lannuzel y
posteriormente Meucci, - quienes mostraron que la‘ 'administracién de
concentraciones picomoiares' de HIVgp120 a cultivos de neuronas activa
rapidamente 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 cronicos pueden deberse a un mecanismo
indirecto. La HIVgp120 ha mostreado producir efecios a corto 'y largo plazo en
ratas. (ver Sanchez-Alavez M, 1999; 2000). Se ha reportado incremento de
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_glutamato producido por HIVgp120, este incremento de glutamato _produce
incremento de calcio intracelular el cual es necesario para la activacfén de la
MAPK-ERK, Para que' se realice la activacion de esta enzima se necesita de la
activacion previa de la proteina RAS (Ras/RaifMAPK-ERK). La proteina Ras
tiene un dominio de plesktrina. Este dominio de pleskirina es dependiente de
calcio. Se ha reportado que al generarse incremento de calcio intracelular se
produce activacion de la MAPK-ERK por activacién previa de Ras. El dominio
de plesktrina no es exclusivo de RAS ya que se ha descrito también en otras
proteinas como pp125FAK y PYK2 (Lev S, 1995, Siciliano J, 1996). Ademas
ds que el calcio puede activar la MAPK-ERK también puede activar ofra cinasa
conocida como la cinasa dependiente de calcio calmoduiina o CAMKII. En este
caso, evidencias recientes muestran que cuando esta enzima es activada por
calcio puede. a su vez, activar ala MAPK-ERK (Muthalif MM, 1996; Vanhoutte
P, 1999). | |

En los pocos estudios publicados a la fecha sobre el efecto agudo de la
proteina gf)120 sobre el suefio en ratas se observan cambios, los cuales al
parecer dependen de la procedencia de la proteina y ahora, al parecer, del ciclo
de luz. Por ejemplo, se ha reportado que la administracion aguda de 100 ng de
gp120 de origen felino (FIVgp120) durant el periodo de luz disminuye el suefio
lento 2 vy el suefio MOR {Prospero-Garcia O, 1994, 1999). Por ol confrario, la
administracion durante el periodo de obscuridad de 100 ng de gp120 de origen
humano (HIVgp120) incrementa el suefic lento vy el suefic MOR (Opp MR,
1896} en tanto que si estos 100 ng de HIVgp120 se inyectan durante el periodo
de luz se observa tinicamente incremento de suefio MOR.

Por otro lado, los resultados obtenidos con la administracién aguda del inhibidor
de la enzima p38-MAPK (882621 90) sugieren que esta enzima tiene un papel
en el suefio, ya que altera todos, Ibs estados, siendo el suefio MOR el mas
afectado durante las cuafro horas de registro. Esta es la primeré evidencia
fisiclégica que muestra que esta enzima estd involucrada en el fendmeno del
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suefio, aunque al parecer no esta involubrada en el incremento agudo de suefio
MOR genérado por la administracion dnica de 100 ng de HIVgp120. Se ha
repdrtado que esta via de transduccién de sefales este relacionada con.
estados cronicos de infeccién aunque nadie ha reportado relacién directa entre
HiVgp120 y esta enzima. Esta enzima ha sido ligada a los procesos de
inflamacion, crecimiento celular, diferenciacion, y apoptosis {(Ono K, 2000). Lo
anterior sugiere que podria estar implicada a largo plazo ya que el tratamiento
crénico con HIVgp120 produce cambios en la memgria, LTP, suefio y apoptosis
en neuronas.(Bagetta L, 1997; Lipton SA, 1998; Sanchez-Alavez M, 2000}, Los
resultados presentados anteriormente sugieren la importancia de la via de
transduccion de sefiales medidada por la MAPK-ERK en las modificaciones
agudas del patron de suefio producidas por la HIVgp120. Estos cambios son
agudos, sin embargo, algo interesante es que actualmente se encuentra en
fase iI' de estudios clinicos el combuesto GPI—1189, una molécuta con
propiedades similares al U0126, para fratar las alteraciones neurolégicas
producidas en la demencia asociada la SIDA (McGuire D, 2000; Pulliam L,
2001).

CONCLUSIONES

Factores de crecimiento y suefio. Los receptofes para factores de crecimiento
se encuentran ampliamenté distribuidos en el cerebro. Estos receptores son
complejos ya que tienen varios ligandos y varias enzimas acopladas como
mecanismos de segundos mensajeres. La union de a!guno d_e sus ligandos
puede dar lugar a la activacion total o diferencial de las enzimas intracelulares.
Sin embargo, la inhibicion del receptor puede ayudar a -d~eterminar su posible
funcién en el suefio. La administracion ICV aguda de inhibidores de los
receptores a factores de crecimiento y a sus segundos mensajero afectd al
suefio durante las cuatro horas de registro. Los cambios agudos observados
se enfocan principalmente a la disminucién del suefio MOR vy al ihcremento de

vigilia. E! suefio MOR ha sido ligado a los procesos de memoria y aprendizaje
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donde los raceptores a factores de crecimiento y algunas de sus segundos
mensajeros han mostrado su importancia tanto en estudios in vifro como in
viva, L.as enzimas intracelulares, al parecer, juegan un papel complementario
entre éllas y ninguna tiene a su cargo la funcién exclusiva de los cambios
observados. Debido a que tinicamente registramos el suefio durante cuatro
horas, no sabemos si los cambios observados durante este lapso pudieran
tener efectos de rebote durante las siguientes horas del ciclo suefio vigilia de
la rata. '

SIDA y sueffo. La administracién aguda de HIVgp120 inactivada por calor no
produce alteraciones en el patron de suefio y se comporta similar al control. A
Sin' embargo, la administracion de HIVgp120 incrementa el suefio MOR
durante las cuatro horas de registro. Al administrar un inhibidor de la enzima
MAPIK-ERK previamente a la administracién de HIVgp120 se observa que, al
parecer, este inhibidor es capaz de impedir el incremento de suefio MOR
observado después de la sola administracién de HIVgp120. La inhibicion de la
enzima p38-MAPK no modifica el incremento de suefio MOR producido por
HIVgp120. Estos datos sugieren que al via MAPK-ERK es, al parecer, una de
las vias a través de las cuales la HIVgp120 produce el incremento de suefic
MOR observado después de la administracién aguda de HIVgp120.
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Abalract

Approximately 35% of HIV-infeeled subjects, both children and adulls, exhibit alterntions in the slecp-waking cycle. 11V surface
glycoprotein gpl20 has been postalaled to contribute to this abnarmality. For exnmple, it as been reported that 111 Ve 20 modifies steep
in freely-moving rats and that it niso activales the ERK pathway in brain slices. The gont of this work was te determine if sleep changes
induced by 111Vgp120 in notmal rats arc medinted by the MAPK pathway. Our results show that a single intenventricular administration of
HI1Vgpl20 selectively increases REMS and that such an increase con be prevented by U026, an inhibitor of ERK aclivating enzymc,
MEK, In contrast, SB202190, a MAPK-p38 inhibitor, kad ne effect on HIVep120-induced incrense in REMS. These results suggest that

H1Vgpi20 increnses REMS in the rat by specifically affecting the ERK signal transduction pathway, @ 2001 Published by Elsevier

Scichce BV,
Theme: Disorders of the nmnus'srys!m

Topic: Infectious disedses

Keywardy; Sleep- waking cycle; Newrotoxicity, Cilutamate; Chemokines; MAPK; MEK; FRK

Individuals infecled with the humen immunodeficiency
virus type-1 (HIV-1) exhibit seversl neuropsychiatric
manifestations [#], which include a prominent disorganiza-
tion of the sleep- waking cycle. These abnormalilies have
been observed both in childeen [7] and adults [5]. These
changes are an increase in dela sleep during the second
part of the night in HIV-infected subjects or a decrease in
the totel time spent in rapid-eye-movement sleep (REMS)
in AIDS patients [5,7]. These alterations are unrelated to
opportunistic infections or brain ncoplasm, and appear to
be a result of HIV-1 infection itself [%,14]. However, since
direct HIV-1 infection of neurons has not been docu-

*Comesponding author, Tel.: +52-5-623-2509; fax: +52-5-623.2241.
E-mafl address: apg@servidorumammx (0. Prospéro-Garcia).

mented, the mechanisms by which HIV-1 causes these
alterations dre unknown.

One potential explanation suppofied by mounting ex-
perimental evidence ts that proteins derived from the virus
may be neurotoxic. In  particular, HiV-derived
glycoprotein-120 (HIVgp120) produces neurotoxicity in
both rodent and human neuronal cell types, including
hippocampal, retinal pganglion, cortical and cerebellar

granule neurons {3,4_,8,10]. The mechaniém of action of -

HIVgp120 seems to be via an abnormal facilitation of Ca™
conductance [4,11,12). Recently, it was also reported that
in primary central nervous system (CNS) cells, HIVgp120
aclivates the extracellular signal-regulated kinase (ERK)
signal transduction pathway [10], whose activation can be
associated with Ca®" elevations [18].

The serine/thiconine kinases known as ERK-1 and

DOUG-8993/01/% - soe front matter  © 2001 Published by Flsevier Science BV,

PIL: SO006-8993(01)02745-7
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ERK-2 or Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK)-1
and -2 are part of a signal transduction pathway which can
be activated by diverse stimuli including neurotransmitters,
growth factors and cytokines. They may act as a major link
between events at the level of the plasma membrane and
cytoplasmic and nuclear effectors (for review, see Ref,
{201).

Since HIVgpl120 increases REMS and slow-wave sleep
{SWS) in freely-moving rats {13] and activates the ERK
signal transduction pathway in cullured cefls [10}, we
decided to investigate if HIVgp120-induced sleep aitera-
tions could be prevented by inhibiting the ERK pathway.

V0126 and SB202190 were purchased from Calbioch-
em, San Diego CA, USA. HIVpp120 is the natural product
abtained from the SF2 isolate of HIV, with purity greater
than 95% as determined by gel electrophoresis. This gp120
is from a lymphotropic virus, which seems to be less
neuroloxic in vitro, since it does not induce cellular death,
but it definitively induces behaviorzal, electrophysiological
and biochemical changes [17].

Sixty-two male Wistar rats (280--300 g) were housed in
a 12-h light, 12-h dark cycle (lights on at 08:00 h) at
constant room tempetature (23+2°C). They were im-

planted with & stainless steel screw into their parietal bones’

and a third one into Ihe frontal bone for electroence-
phalographic recording. Two wire electrodes were inserted
into the mascles of the neck for electromyographic record-
ing, Also, a cannula aimed to the right lateral ventricie
(AP:0.8, L:1.5, D:3.6) was stereotaxicaily implanted for
the administration of the drugs. After surgery, all rats were
housed individually for at least a week for recovery. Food
and water were available ad libitum,

After the recovery period, rals were acclimatized to the
recording chamber for 24 h before beginning the expeit-
ment. On the experimental day, they wete randomly
assigned to eight different groups to rteceive one of the
following treatments: saline (n=10, 5 pl); DMSO (n=11,
5 wl) denatured (boiled) HIVppl20 (n==7, 100 ng);
U0126, an ERK inhibitor (n=35, 6 pg in 5 pl DMSO);
SB202190, a p38 inhibitor (1=6, 6 pg in 5 i DMSOY,;
HIVgpl20 (n=8, 100 ng); UOI26+HIVgpi20 (n=6, doses
as above) and SB202190+HIVgpl20 (=9, doses us
above). All drugs were i.c.v. administered with the aid of a
Hamilton syringe. Immediately after treatment, sieep was
recorded for 4 h (10:00-14:00 h) in a sound-attenuated
chamber with {ood and water ad Iibitum,

Sleep recordings” were scored by visual inspection
considering 15-s epochs, The total time of Wakefulness
(W), SWS1, SWS2 and REMS was determined. Likewise,
latency to SWS1, SWS2 and REM sleep onset, frequency,
and mean duration of all the stages were evaluated. These
results were analyzed by a one~way ANOVA test followed
by a post-hoc Bonferroni test.

Sleep architecture was unallered in amma!s treated with
vehicle (DMSO) or denatured HiVgp!20 when compared
to the saline-injected group (Fig. 1), consistent with past

observat;ons [17]. In contrast, HIVgp120 decreased SWSI,
although not significantly, and increased REMS (Fig.
1b,d). The latter was mainly due to an increase in REMS
mean duration (Table 1),

When administered alone, U0126 decreased REMS (Fig.
1d) by decreasing its frequency (Table 1), In addition, it
increased SWS1 (Fig. 1b), but not significantly. SB20219¢
also altered the sleep pattern by increasing total {ime in W
and SWS1 (Fig. la,b) as a result of higher frequencies of
both W and SWS1 episodes (Table 1). Consistently, SWS2

and REMS showed a significant decrement in their total

time (Fig. le,d). The decrease in SWS2 was distributed
among all stages, while REMS decrement was due to a
frequency decrease (Table ).

When U0126 and HIVgpl20 were administered simul-
taneousty, REMS increments induced by HIVgpl20 were
prevenied (Fig. 1d). In contrast, administration of
3B202190 was ineffective in blocking HIVpp120-induced
REMS increases (Fig. 1d).

In the present study, a single dose of HIVgp120 (100 ng
ic.v.) was able to increase REMS in rais as previously
reported by Opp et al.-[13]. These authors also reported an
increase in SWS2 which we were unable 1o replicate. This
could be due to the use of a different rat steain in that swdy
(Sprague--Dawley vs, Wistar in our study) 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).

We also observed that 10126, a selective inhibitor of the
ERK pathway [6), was able to prevent the HiVppl20
REMS-increasing effect. This suggests that HIVgp120 acis,
at least in part, through the recruitment of this pathway, in
agreement with in vitro studies [10]. The lack of effect of
the p38 inhibitor, 5B202190, on the increase in REMS
caused by HIVEpl20, suggests that the HIVgpl20 action
on this sleep stage does mot involve this pathway and

. supports the specificity of the effects caused by U0126,

Clearly, this is not the only intracellular pathway allecled
by HIVgp120; however, it seems Lo play an important role
in the generation ol the effects on sleep.

The proposed physiotogical function of ERK on_ the
intracellular mediation of glutamate transmission, i.e.
induction of immediate early genc (TEG) transcription
[18,20] lends support lo the hypothests suggesting that
HIVgpl20 increases Ca®* conductance by Facilitating the
activity of glutamate receptors, i.e. NMDA or chemokine
receptors [4,11,12]. This Ca*" could trigger the activation
of BRK1/ERK2 pathway, which in turn activates JEG
transcription. The proteins encoded by these genes have
been reported to be invelved in sleep generation [1]. )

Glutample transmission has also been implicated 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. HIVgp120 effect on REMS provides
an opportunity to clarify whether or not ERK1/ERK2
pathway is involved in REMS regulation and in the

mediation of HIVgp120 toxic effects that influence REMS
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Fig. 1. The effect caused by H1vgp120 on REMS nad ita prevention by the BRK)/ERKZ inhibitor; U0126 crn be scen i (d). All comparisons versus

saline and DMSO, P<0.05.

expression. Alternatively, it has been demonsirated (hat
hippocampal neurons express several types ol chemokine
recepiors [12] which besides being used by HIV-1 to infect
susceplible cells, can facilitate the activalion of the ERK1/
BRK2 pathway. However, interaction with these receptors
does nol activate MAPK-p38 [10,12].

These acule changes, resulling mainly from a massive
increase in Ca®* conductance, may progress into a more
severe sieep abnormality expressed as a dramatic reduction

tion that may cause neuronal damage and death. For
example, patients in advanced stages of AIDS {5], cais
infected with the feline immunodeficiency virus for more
than a year [16] .and rats chronically treated with
HIVgp120 [17] show a marked reduction in total REMS,

HIV-1-infected subjects sufler from alterations of their
night-time sleep patterns, in association with excessive and
debilitating  daytime sleepiness and faligue [5), greatly
affecting their quality of life. The present results further

in REM sleep occurrence, due to a chronic Ca®" disregula- our undersiznding of the pathophysiological mechanisms
Table 1
HEVgpl20 slecp and MATK pathways

n Frequincy (x=S.EM) Density (r+SEM) Lasny s45TM)

w W51 SWs2 REM W SWs SWS2  REM SWs1 sWs2 REM

Salte (5 1) 1 Kz 161£2] 20EE3 IZSELS A6K07 1SS0l 47503 13400 Dernl 1585227 46262
BMSO {5 i) (L ATV S T TSN MY INSLLY 0607 IRIOT ATIOA LAL64 6lnld INALZE 496ETH
QU0 Balisd oty 1072LT 95602 AL 00T ABINS 29100 TTLIG LAGN  eiLl WARL AAStEs
GP120 (100 ag) R 97104 10310 WIELO  I23M03  S2L0R 22R03 TEL04 251000 15323 BxeS 493265
V0126 (6 ng) $ Noxld 13652 MODT  BOERL 49102 27400 69304 E3200 B30T M2lT 5125108
GRIZ0+UDI2S 6 170xlz*  IL02LS 1BS1T  9BELO 49204 24203 $8:07  M62D1 3479 SMERP BRAsR9
SBI02190 (§ pg) 6 611t 16BE1 I6SLL9  OR03* 62008 ZRAG3 46104 06:02*  [T2a2d M6EDD 1479:320
GPI20+58252190 9 123109 ISSELI 1994283 136206 46204 142000 65105 2ex(r (2514 IR0LLS  4L3S4

* P<0.5, One-way ANOVA and Donferronl test versus control,
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by which HIV infection brings about such changes and
thus points to novel targets for developing new therapcutic
approaches,
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