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RESUMEN.

Los ritmos circadianos son todos aquellos procesos fisiolégicos y de
comportamiento que mantienen una periodicidad de aproximadamente 24 horas
ajustandose a las sefiales ambientales externas. Dicha sincronizacion se da a traves
del nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo que actia como el reloj maestro

central coordinando otras &reas del cerebro y los tejidos periféricos.

Uno de los ritmos circadianos mas importante para el mantenimiento de la salud
tanto fisica y como mental es el ciclo suefio-vigilia, el cual se divide en tres etapas:
la vigilia, el suefio de ondas lentas (SOL) y el suefio con movimientos oculares
rapidos (MOR).

La melatonina es una neurohormona cuya produccion pineal esté sincronizada con
los estimulos de luz/oscuridad medioambientales, permitiéndole actuar como un
cronobidtico enddgeno, regulando la periodicidad de los ciclos circadianos, entre
ellos, el ciclo suefio-vigilia, a través de la interaccidn con sus receptores tipo | y tipo
Il denominados MT1 y MT2, respectivamente; los cuales se encuentran distribuidos
ampliamente en el cerebro y en los tejidos periféricos.

Se ha demostrado que tanto la melatonina exdégena como los agonistas de sus
receptores MT1 y MT2 tienen un efecto estimulador del suefio, ademas de un efecto
cronobidtico en los humanos. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales

lleva a cabo este papel no se han dilucidado por completo.

La narcolepsia tipo 1 es un trastorno del suefio caracterizado por la tétrada clasica
que incluye somnolencia diurna excesiva, alucinaciones hipnopémpicas, paralisis
del suefio y cataplejia. Esta ultima se define como la pérdida episddica del tono

muscular con conservaciéon de la conciencia.

La rata taiep es una mutante de tubulinas que se ha propuesto como un modelo de
narcolepsia tipo 1 debido a que presenta episodios de inmovilidad a lo largo del dia
y la noche que se caracterizan por una actividad electroencefalografica semejante
a lo descrito tanto en la narcolepsia canina, asi como en la humana, ademas de

presentar un patron del ciclo suefio-vigilia desorganizado.



El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto cronobidtico de la
administracion de melatonina exégena en dosis crecientes el ciclo suefio-vigilia de
la rata taiep macho adulta a través de la implantacion de electrodos de registro

mediante una cirugia estereotaxica.

Con la administracion de melatonina en una dosis de 20 mg/Kg se obtuvo una
disminucion de la duracion total y media de los episodios de vigilia junto con un
incremento en la duracién total de los episodios de suefio de ondas lentas durante
el periodo de luz. Por otra parte, se obtuvo un incremento en la duracion total, la
frecuencia y la duracion media de los episodios de inmovilidad durante el pico
maéaximo de produccion enddgena de melatonina, asi como una fragmentacion del
suefio con movimientos oculares rapidos durante el periodo de oscuridad, con la

administracion de melatonina con una dosis de 20 mg/Kg.

A partir de estos resultados concluimos que la melatonina exégena actia como un
cronobidtico en las ratas taiep macho adulta, sin embargo, interviene negativamente
en los episodios de inmovilidad, incrementando su duracién total, su duracion media
y su frecuencia, asi como produciendo una fragmentacion del suefio con

movimientos oculares rapidos.



1. INTRODUCCION.

1.1 Los ritmos circadianos.

Los ritmos circadianos (del latin circa que significa “aproximadamente” y dies que
significa “dia”) nos referimos todos aquellos procesos fisioldgicos, bioquimicos y del
comportamiento que mantienen una periodicidad que se aproxima a las 24 horas,
lo que permite integrar los cambios medioambientales externos con la fisiologia
interna, ejemplo de estos son el ciclo suefio-vigilia, la temperatura corporal, la

alimentacion, la ingesta de agua y algunos ritmos neuroendocrinos (Zisapel, 2018).

La idea de que existe un reloj biolégico intrinseco que regula estos ritmos surgio en
1729, cuando Jean-Jacques de Mairan describio que las plantas de mimosa abrian
sus hojas durante el dia y las cerraban durante la noche, incluso exponiéndolas a
una obscuridad constante. Hoy en dia sabemos que dicho reloj bioldgico esta
compuesto tanto en los mamiferos como en algunas otras especies por el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo que actia como el marcapasos central que
coordina a las demas areas cerebrales y a los tejidos periféricos a través de sefales

neuronales y hormonales (Ruan et al., 2021).

En los mamiferos, el reloj circadiano a nivel celular consta de bucles de
retroalimentacion negativa que se encuentran presentes en practicamente todas las
células y a partir de los cuales se regula la expresion ritmica de una gran parte del
transcriptoma (Mohawk et al., 2012). De hecho, en ratones se estima que mas de la
mitad del genoma codificador de proteinas posee una expresion ritmica en al menos
un 6rgano; ademas, el 56% de los 100 medicamentos mas vendidos en Estados
Unidos de América tienen como obijetivo directo a los genes reloj o a alguno de sus
productos, lo que resalta la enorme influencia del reloj circadiano sobre la fisiologia
y la importancia de la cronomedicina en el tratamiento de multiples enfermedades
(Zhang et al., 2014).

El mecanismo del reloj circadiano molecular comienza durante el periodo de luz con
la activacion del factor de transcripcion heterodimérico CLOCK/BMALL (de sus

siglas en inglés circadian locomotor output cycles kaput/brain y muscle ARNT-like
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1), el cual activa la transcripcion de los genes reloj Criptocromo tipo 1y tipo 2 (Cryl
y Cry2, de sus siglas en inglés), y de los genes denominados Periodo (abreviado
Per), de los cuales en los mamiferos superiores se conocen tres subtipos
denominados Periodo 1 (Perl), Periodo 2 (Per2) y Periodo 3 (Per3).
CLOCK/BMAL1 regula la transcripcion de Per y Cry mediante su unidon a un

elemento potenciador de la caja E del genoma (Ruan et al., 2021).

Al final de la tarde, la actividad transcripcional del complejo CLOCK/BMALL1
disminuye, tanto por su degradacion mediante los complejos de ligasa E3
especificos, como por la acumulacion del complejo PER/CRY que se transloca al
ndacleo e inhibe su actividad transcripcional, disminuyendo también su propia
transcripcion. La disminucién en los niveles de PER/CRY permite la restauracion de
los niveles de CLOCK/BMAL1, reanudando nuevamente el ciclo, el cual posee una

duracion cercana a las 24 horas (Takahashi, 2017).

Citoplasma CRYs
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Figura 1. Los bucles de retroalimentacion del reloj circadiano a nivel celular. El heterodimero CLOCK/BMALL1 se
une a un elemento potenciador de la caja E activando la transcripcion de los genes Periodo 1, 2 y 3, Criptocromo 1y 2,
Rev-erb ay By Ror a, By y. Las proteinas CRIPTOCROMO y PERIODO forman un complejo que inhibe la actividad de
CLOCK/BMAL1, mientras que las RORs y las REV-ERBs compiten por unirse al gen Bmall, regulando su transcripcion
de forma positiva 0 negativa, respectivamente. Los complejos de ligasas E3 especificos degradan a las proteinas CLOCK
y BMAL1 regulando su actividad. Las flechas rojas indican una regulacion negativa, las flechas verdes indican una
regulacion positiva. Abreviaturas. CLOCK/BMAIL1 = Circadian locomotor output cycles kaput/brain y muscle ARNT-like
1, Cry = Criptocromo, Per = Periodo, Ror = receptores huérfanos relacionados con el &cido retinoico. Creada con NIAID
NIH BIOART.



Posteriormente, se descubrieron otros genes y bucles de retroalimentacion
adicionales, como lo son los receptores nucleares REV-ERBa y REV-ERBp y los
receptores huérfanos relacionados con el acido retinoico (RORa, RORB y RORY),
cuya transcripcion también es activada por el complejo CLOCK/BMALL1 (Preitner et
al., 2002; Sato et al., 2004). Los receptores ROR compiten con los receptores REV-
ERB para unirse al promotor del gen Bmall, regulando su transcripcion de forma

positiva 0 negativa, respectivamente (véase Figura 1; Cox et al., 2019).

A pesar de la existencia de este reloj bioldgico interno que regula los ritmos
circadianos existen multiples factores externos que también pueden influir en dicha
regulacion, los cuales son denominados “zeitgebers” (Heyde y Oster, 2019). Esta
palabra alemana que significa “dador de tiempo” hace referencia a todas las sefiales
temporales externas que sincronizan los ritmos bioldgicos y los ajustan con un ciclo
de 24 horas, siendo la luz uno de los estimulos de mayor importancia, no obstante,
factores como el horario de la actividad fisica, de la ingesta de alimentos y la
conducta social también han demostrado influir de manera significativa sobre

nuestros ritmos circadianos (Ruan et al., 2021).
1.2 El ciclo sueio-vigilia.

El ciclo suefio-vigilia es uno de los ritmos circadianos mas importantes, ya que a
pesar de que el suefio se define como un estado de relativa desconexién con el
entorno que es facilmente reversible y presenta una disminucion de las funciones
motoras; es durante este periodo que se llevan a cabo mdltiples procesos que
permiten mantener el correcto funcionamiento del organismo (Tononi y Cirelli,
2014).

Entre estas funciones debemos destacar la propuesta de la homeostasis sinaptica
de Tononiy Cirelli (2014), quienes plantean que el conjunto de actividades motoras,
sensoriales y cognitivas que realizamos durante la vigilia ocasionan cambios en las
conexiones cerebrales que permiten el procesamiento de dicha informacion, dando
como resultado una acumulacion de la fuerza sinéptica, siendo el suefio el que
permite su disminucion a niveles que sean energéticamente sostenibles (Tononi y
Cirelli, 2014).



Adicionalmente, se ha demostrado que la privacion del suefio conduce a un estado
de deterioro fisico y cognitivo, lo cual aumenta el riesgo de trastornos
cardiovasculares, alteraciones metabdlicas, desbalance hormonal y el deterioro del
sistema inmunoldgico, entre otras afecciones (Ma et al., 2018).

En cuanto a la regulacion del ciclo suefio-vigila, el modelo de los dos procesos,
propuesto por Borbély, en 1982, propone que se da mediante la interaccion entre el
proceso homeostatico, que mantiene el equilibrio entre la necesidad de dormir
acumulada durante el tiempo que se permanece en vigilia, y su disipacion durante
el tiempo de suefio; y el proceso circadiano, que propone que el suefio y la vigilia
suceden en fases predeterminadas a lo largo del ciclo diario de 24 horas (Borbély,
2022).

Es importante destacar que el proceso circadiano es regulado principalmente por el
ndcleo supraquiasmatico del hipotalamo; mientras que el control del proceso
homeostatico depende de la actividad neuronal de los nucleos promotores de la
vigilia y del suefio, lo que permite diferenciar la influencia de cada uno sobre dicho
ciclo (Wang et al., 2020).

Debido a esto, se ocupan diferentes parametros para la cuantificacion de ambos
procesos, siendo los registros electroencefalograficos el principal factor para la
medicion del proceso homeostético, en los cuales la actividad delta se considera un
marcador del tiempo de suefio de ondas lentas (SOL), mientras que la actividad de
alta frecuencia y baja amplitud, es decir, de ondas beta, se asocia con el tiempo de
vigilia. Por otro lado, para el proceso circadiano se consideran a diversos
biomarcadores, como son la temperatura corporal y la sintesis de melatonina (Sher
et al., 2021).

La melatonina es considerada como uno de los biomarcadores del proceso
circadiano mas relevantes debido a que su sintesis en la glandula pineal se
encuentra estrechamente relacionada con la promocién del suefio en especies
diurnas, por ejemplo, en el humano la propensién a dormir aumenta después del
inicio de la produccién endégena de melatonina durante las primeras horas de la
noche (Zisapel, 2018).



1.3 Las etapas del ciclo suefio-vigilia.

La estructura del suefio estd constituida por dos estados neurofisiolégicos que se
alternan ciclicamente, uno es el suefio de ondas lentas y el otro es el suefio con

movimientos oculares rapidos (MOR; Sarasso et al., 2021).

En los registros electroencefalograficos (EEG), el SOL se define por la presencia de
ondas delta de gran amplitud y frecuencias que van desde los 0.1 hasta los 4 Hz
generadas por el circuito talamo-cortical (Sarasso et al.,, 2021). Ademas de
presentar una actividad parasimpdtica alta, es decir, existe una disminucién de la
presion arterial, la frecuencia cardiaca y la temperatura corporal (Gobbi y Comai,
2019).

Humano Rata
Vigilia Vigilia
AN AR A\ A A g
SOL N1
SOL N2

Complejos K
_~Husos del suefio hin

SOL N3

MOR

50 v 250 pv

1 sec 1sec

MOR

Figura 2. Ondas electroencefalograficas presentes en el ciclo suefio-vigilia. Las etapas del ciclo suefio-vigilia se
pueden diferenciar a partir de las ondas electroencefalogréaficas, presentandose ondas beta durante la vigilia, ondas delta
en el suefio SOL y ondas theta en el suefio MOR. En humanos, el suefio SOL se subdivide en 3 etapas progresivas de
profundidad, iniciando con N1 que es una etapa de transicion entre la vigilia y el suefio, N2 caracterizado por la presencia
de los complejos Ky los husos del suefio y N3, también llamado suefio profundo. Abreviaturas. SOL = suefio de ondas
lentas, MOR = suefio con movimientos oculares rapidos. Modificado de Brown et al., 2012.

A su vez, el SOL se subdivide en tres niveles graduales de profundidad
denominados N1 que consiste en un estado de transicion entre la vigilia 'y el SOL;
N2, que se caracteriza por la presencia de los complejos K que son ondas agudas

bifasicas de alto voltaje y frecuencias que se encuentran entre los 0.1y los 4 Hz; y



los husos del suefio que son oscilaciones ritmicas espontaneas de ondas crecientes
y menguantes con una frecuencia entre los 11 y los 16 Hz; y finalmente la etapa N3,
también denominado suefio profundo que presenta ondas delta (Rodriguez-Labrada
et al., 2019).

Por otro lado, el suefio MOR se caracteriza por la atonia de los musculos
esqueléticos, asi como rafagas de movimientos oculares r4pidos y ondas theta de
baja amplitud con una frecuencia que va de los 4 a los 8 Hz generadas por el ntcleo
septal medial (Gobbi y Comai, 2019). A esta etapa del suefio se le ha asociado con
un incremento de la actividad simpatica, lo que a su vez incrementa la frecuencia
cardiaca, la frecuencia respiratoria, la presion arterial y la temperatura corporal
(Gobbi y Comai, 2019).

Los humanos, al poseer un suefio monofésico, es decir con un solo episodio de
suefo prolongado de alrededor de 8 horas cada 24 horas, pueden presentar hasta
8 ciclos de SOL y suefio MOR por noche, este dltimo sucede cada 90 minutos
aproximadamente siendo el dltimo estadio del ciclo, con una duracion de entre 5 a
7 minutos en el primer episodio de suefio MOR y posteriormente aumenta
progresivamente a lo largo de la noche llegando a alcanzar una duracién de entre
20 a 40 minutos (Le Bon, 2020).

Cabe mencionar que el tiempo en cada etapa del sueiio cambia a lo largo de la vida
del individuo, siendo en recién nacidos los que tiene un mayor el tiempo de suefio
MOR; mientras que el tiempo de SOL aumenta progresivamente con la edad,
representando en la edad adulta aproximadamente entre un 75 hasta un 80 por

ciento del tiempo total de suefio (Gobbi y Comai, 2019).

Con respecto a la vigilia, los ritmos electroencefalograficos que se encuentran en
esta etapa se caracterizan por presentar una alta frecuencia y una baja amplitud
variando a razén de la conducta que se esté realizando. En humanos, cuando el
sujeto se encuentra en vigilia relajada con los ojos cerrados podemos observar
ondas alfa de una frecuencia que va de los 8 a los 12 Hz, las cuales desaparecen

ante la estimulacion visual al abrir los ojos (Brown et al., 2012).



1.4 Estructuras cerebrales implicadas en la regulacion de la vigilia.

A partir de los experimentos realizados por los investigadores italianos Moruzzi y
Magoun, en 1949, los cuales mostraron que la estimulacion eléctrica de la formacion
reticular del tallo cerebral en gatos anestesiados cambiaba los patrones
electroencefalograficos a una actividad rapida similar a la que se presenta en la
vigilia, se establecido la existencia de una red neuronal responsable de la
estimulacién y mantenimiento de la vigilia, a la cual denominaron el sistema de

activacion reticular ascendente (Moruzzi y Magoun, 1949).

Esta red promotora de la vigilia se origina en la formacion reticular del mesencéfalo
y la protuberancia, a partir de donde se envian fibras descendentes hacia la médula
espinal, regulando el tono del musculo esquelético en contraste con las diversas
posturas requeridas por los comportamientos que se llevan a cabo durante la vigilia
(Jones et al.,, 2020); y las proyecciones ascendentes a través de la region
paramedial del mesencéfalo que posteriormente se dividen en tres vias: la via
dorsal, la via ventral y la via directa que se conecta con la corteza cerebral (Jang et
al., 2015).

Prosencéfalo __________ 3 ¢ Tronco encefélico —y

A

Corteza cerebral

Dorsal

Anterior + Posterior

Ventral TLD/TPP

Rafé dorsal @ @FPB

Formacion reticular

@ Nucleos de la via dorsal

@ Prosencéfalo
basal
Hipotalamo

@ Ndcleos de la via ventral

Figura 3. Nucleos promotores de la vigilia y sus proyecciones. Las neuronas de la formacién reticular se proyectan
hacia la corteza cerebral mediante las vias dorsal (rosa), ventral (naranja) y directa. En la via dorsal las neuronas de la
formacién reticular y de los ndcleos tegmentales pedinculopontino y laterodorsal se proyectan hacia la corteza cerebral
y al area tegmental ventral la cual envia proyecciones al niicleo accumbens y finalmente a la corteza prefrontal. En la via
ventral, el nacleo dorsal del rafé, el nacleo parabraquial y locus coeruleus se proyectan hacia el prosencéfalo basal
mediante el hipotdlamo y el ndcleo tuberomamilar, para finalmente proyectarse hacia la corteza cerebral. Abreviaturas.
LC = Locus coeruleus, NTM = ndcleo tuberomamilar, PB = ndcleo parabraquial, TLD/TPP = nulcleos tegmentales
laterodorsal y pedunculopontino. Modificado de Gompf y Anaclet, 2020.



En la via dorsal la formacion reticular glutamatérgica y los nucleos tegmentales
pedunculopontino y laterodorsal colinérgicos se proyectan hacia las areas
neocorticales. Ademas de ello, los nucleos pedunculopontino y laterodorsal envian
proyecciones hacia las neuronas dopaminérgicas y GABAérgicas del area
tegmental ventral del mesencéfalo, la cual esta involucrada en los procesos de
recompensa, posteriormente se envian proyecciones hacia el nucleo accumbens y
finalmente hacia la corteza prefrontal, permitiendo el procesamiento de la
informacion sensorial, la motora y la cognitiva (Brown et al., 2012).

La via ventral comprende fibras del locus coeruleus noradrenérgico, del ndcleo
parabraquial glutamatérgico y de los nucleos del rafé dorsal y medial
serotoninérgicos que se proyectan hacia el nacleo tuberomamilar histaminérgico y
al hipotalamo lateral orexinérgico desde donde se envian proyecciones hacia el
prosencéfalo basal de donde ascienden para inervar la corteza cerebral y regular la

conducta motora (véase Figura 3; Scammell et al., 2017; Gompfy Anaclet, 2020).

En 1998, dos grupos de investigadores descubrieron de manera independiente dos
neuropéptidos derivados del mismo precursor producidos por las neuronas del
hipotadlamo dorsal y lateral. El Dr. De Lecea et al., los nombré hipocretina 1 e
hipocretina 2 debido a que fueron asilados del hipotdlamo y poseian similitud con
los aminoacidos de la hormona intestinal secretina (De Lecea et al., 1998). Por otro
lado, el grupo del Dr. Yanagisawa et al., los denominé orexina A y orexina B a partir
de la palabra griega “orexis” que significa apetito, debido a que al administrarlos
centralmente en el ventriculo lateral de las ratas se estimulaba el consumo de

alimentos (Sakurai et al., 1998).

Dichas neuronas orexinérgicas juegan un rol fundamental en la regulacion del ciclo
suefo-vigilia, ya que se ha demostrado que su estimulacion desencadena la
transicion desde el suefio hacia la vigilia, mientras que la supresion de su actividad
induce un incremento en el suefio de ondas lentas (Li et al., 2022). Ademas, la
pérdida de estas neuronas causa la enfermedad denominada narcolepsia, un

trastorno del suefio caracterizado por la tétrada clasica que incluye somnolencia
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diurna excesiva, alucinaciones hipnopompicas, paralisis del suefio y cataplejia, que

es la pérdida episddica del tono muscular (Thannickal et al., 2000).
1.5 Estructuras cerebrales implicadas en la regulaciéon del suefio de ondas lentas.

La primera estructura que se asocio con la promocion del SOL fue el &rea predptica
ventrolateral, ubicada en el hipotdlamo anterior (Sherin et al., 1996). Esta estructura,
compuesta por aproximadamente un 80% de neuronas de naturaleza GABAérgica
asociadas al péptido galanina, envia proyecciones al nucleo tuberomamilar, al locus
coeruleus y a los nucleos del rafé dorsal y medial inhibiendo el sistema de excitacién
promotor de la vigilia (Sherin et al., 1998).

A su vez, el éarea prebptica ventrolateral recibe fibras histaminérgicas,
noradrenérgicas y serotoninérgicas, creando una conexion reciproca con los
nucleos monoaminérgicos, lo que conforma un sistema “switch” de prendido o
apagado, el cual se homologa a un sube y baja o sistema “flip-flop” en los circuitos

electronicos (véase Figura 4; Chou et al., 2002).

Suefio Vigilia
] l NTM
Area preoptica LC <— Orexina

Orexina —
ventrolateral

\ / RD-M
NTM ; i
Area preoptica
LC preop

ventrolateral
RD-M

Figura 4. Sistema de switch o “flip-flop” del ciclo suefio-vigilia. Las neuronas del area predptica ventrolateral envian y
reciben proyecciones de los nicleos monoaminérgicos promotores de la vigilia: el ndcleo tuberomamilar, el locus coeruleus
y los nucleos del rafé dorsal y medial. Esta interaccion reciproca conforma un sistema de switch o “flip-flop”, alternando el
suefio de ondas lentas y la vigilia. Abreviaturas. LC = Locus coeruleus, NTM = nlcleo tuberomamilar, RD-M = Rafé dorsal y
medial. Modificado de Fuller et al., 2006.
La fotoestimulacion de estas neuronas GABA/galaninérgicas a frecuencias bajas
(0.5-4Hz) promueve el suefio de ondas lentas, mientras que su inhibicidn
optogenética lo reduce, ademas de que la estimulacion quimiogenética de esta
poblacién neuronal disminuye la temperatura corporal mostrando tener un papel

importante en la conexion entre el ciclo suefio-vigilia y la ritmicidad circadiana de la
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temperatura corporal como se ha mostrado antes en registros polisomnograficos
(Kroeger et al., 2018).

En el hipotdlamo también se encuentra otra estructura asociada con la estimulacion
del suefio de ondas lentas denominada el nucleo preoptico medial (Gong et al.,
2000). Sus neuronas GABAEérgicas proyectan hacia el hipotalamo lateral perifornical
orexinérgico, al nucleo del rafé dorsal serotoninérgico, al locus coeruleus
noradrenérgico y a la sustancia gris periacueductal ventrolateral de naturaleza
dopaminérgica, inhibiendo asi los principales centros promotores de la vigilia
(Uschakov et al., 2007). Se ha descrito también una conexion con el area predptica
ventrolateral que, a través de proyecciones GABAérgicas, activa sus redes
neuronales por desinhibiciobn provocando las transiciones entre ambos estados

cerebro-mentales (Walter et al., 2019).

Asimismo, se ha mostrado que la actividad neuronal del nicleo predptico medial
aumenta al inicio del suefio de ondas lentas para posteriormente disminuir la tasa
de descarga a lo largo del episodio de suefio (Alam et al.,, 2014); ademas de
presentar una mayor actividad después de la privacion del suefio lo que sustenta su

rol en el suefio de ondas lentas (Gvilia et al., 2006).

Cabe destacar que la tasa de descarga de las neuronas del area preoptica
ventrolateral al inicio del rebote en la fase de suefio de recuperacion, después de la
privacion del suefio se encuentra elevada, pero a diferencia del nicleo predptico
medial no se presenta una disminucion significativa a lo largo de los episodios de

suefio de ondas lentas (Alam et al., 2014).

Esta evidencia sugiere que nucleo preéptico medial juega un rol relevante en la
estimulacién del inicio del suefio de ondas lentas como una respuesta al aumento
de la presion homeostatica para dormir durante la fase de vigilia; mientras que las
neuronas del area preoptica ventrolateral se asocian principalmente con su

mantenimiento (Alam et al., 2014; Gvilia et al., 2006).

Por otra parte, en 2012, Anaclet y sus colaboradores identificaron una poblacion de

neuronas ubicadas en la region lateral y dorsal al nervio facial que se encuentran
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activas durante el suefio de ondas lentas, pero no durante la vigilia, a las cuales
denominaron la zona parafacial. Mas del 50% de estas neuronas activas durante el
suefio son de naturaleza GABAérgicas/glicinérgicas, por lo que la interrupcion de la
liberacion de estos neurotransmisores produce un aumento del 40% en la cantidad

del tiempo de vigilia diaria (Anaclet et al., 2012).

Adicionalmente, estas neuronas envian proyecciones inhibitorias hacia el nucleo
parabraquial, lo que disminuye la liberacion de glutamato hacia las neuronas del
prosencéfalo basal magnocelular las cuales proyectan hacia la corteza cerebral,
dando como resultado la aparicion de las ondas delta caracteristicas del suefio de
ondas lentas (Anaclet et al., 2014). Si bien las neuronas GABAérgicas de la zona
parafacial poseen otras conexiones con multiples estructuras que se extienden a
casi todo el cerebro, sus principales aferencias provienen del tronco del encéfalo,
entre las cuales se destaca al nucleo mesencefalico profundo y a la sustancia gris
periacueductal ventrolateral por su papel en la regulacién del suefio de ondas lentas
(Gompf y Anaclet, 2020).

Adicionalmente, la mayoria de los nucleos muestran una conexion reciproca,
indicando la posible existencia de asas de retroalimentacion que permiten regular
sus funciones. Sin embargo, aun se requieren investigaciones adicionales para
esclarecer el papel fisiolégico de estos circuitos y como operan en los distintos

estados cerebro-mentales (Su et al., 2018).

Otra estructura involucrada en la regulacion del suefio de ondas lentas es el
prosencéfalo basal, cuyas neuronas GABAérgicas se dividen en subgrupos activos
durante la vigilia, en el suefio MOR o en el suefio de ondas lentas. Estas Ultimas
representan aproximadamente un 28% de la poblacion neuronal GABAérgica del
prosencéfalo basal y sus descargas se correlacionan positivamente con la actividad
cortical delta (Hassani et al., 2009). Estas neuronas GABAérgicas que son ademas
somatostatina-positivas al ser estimuladas mediante activacion optogenética
inducen un aumento en la cantidad del suefio de ondas lentas y una disminucion en

el tiempo de vigilia a través de la inhibicion de las neuronas colinérgicas,
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glutamatérgicas y GABAérgicas con inmunorreactividad positiva para la

parvalbumina promotoras de la vigilia del prosencéfalo basal (Xu et al., 2015).

Finalmente, se debe destacar el papel de las neuronas corticales en la estimulacion
del suefio de ondas lentas. Las primeras hipoétesis proponian que la actividad de
ondas delta se debia a una respuesta pasiva a las sefiales subcorticales, no
obstante, las investigaciones actuales muestran que dichas neuronas podrian
participan activamente en la estimulacion y el mantenimiento del suefio de ondas

lentas (véase Figura 5; Gompf y Anaclet, 2020).

Prosencéfalo > < Tronco encefalico —»

A

Dorsal

Anterior + Posterior

Ventral

parafacial

Nucleos promotores

de la vigilia Prosencéfalo

@ Nucleos promotores del @
suefio de ondas lentas

Figura 5. Nucleos promotores del suefio de ondas lentas y sus proyecciones. Las neuronas GABAérgicas del area
predptica ventrolateral y del nlcleo predptico medio envian sus proyecciones hacia el nicleo tuberomamilar, el locus
coeruleus, los nucleos del rafé dorsal y medial, el hipotdlamo lateral y la sustancia gris periacueductal ventrolateral
inhibiendo asi los principales ndcleos promotores de la vigilia. La zona parafacial inhibe la actividad del nucleo
parabraquial interrumpiendo la actividad glutamatérgica del prosencéfalo basal. Por otro lado, las interneuronas
inhibitorias de la corteza inducen la actividad cortical delta caracteristica del suefio de ondas lentas Abreviaturas. HL =
Hipotalamo lateral, LC = locus coeruleus, NTM = nicleo tuberomamilar, PB = ntcleo parabraquial, POVL/POM = area
predptica ventrolateral y niicleo predptico medio, SGPAVI = sustancia gris periacueductal ventrolateral, TLD/TPP = nucleos
tegmentales laterodorsal y pedinculopontino. Modificado de Gompf y Anaclet, 2020.

Entre las poblaciones de neuronas corticales que se han asociado con la regulacion
del suefio de ondas lentas se encuentran el subconjunto de interneuronas
GABAérgicas que expresan Oxido nitrico sintasa neuronal tipo 1 (nNNOS); y las que
expresan el receptor de neurokinina tipo | de la sustancia P debido a que su
actividad neuronal se relaciona con la cantidad de suefio de ondas lentas y con los
cambios de actividad de ondas delta en la corteza cerebral (Dittrich et al., 2012;

Gerashchenko et al., 2008). Ademas, se ha mostrado que la proporcion de
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activacion de estas neuronas depende de la presion de suefio acumulada durante
la vigilia (45).

Adicionalmente, se ha descrito que la estimulacidbn quimiogenética de las
interneuronas inhibitorias que expresan somatostatina aumenta la actividad de
ondas delta, asi como la duracion del suefio de ondas lentas, mientras que su

inhibicién produce el efecto contrario (Funk et al., 2017).

1.6 Estructuras cerebrales implicadas en la regulacion del suefio con movimientos

oculares rapidos.

La regulacion del suefio MOR depende de la actividad de diversos grupos de
neuronas encargadas tanto de su estimulacion como de su inhibicién, lo que
conforma un sistema switch de prendido o apagado el cual se extiende desde el
tronco encefalico hasta el hipotdlamo (véase Figura 6; Gompf y Anaclet, 2020).

Una de las principales estructuras asociadas con la estimulacion del suefio MOR es
el ndcleo sublaterodorsal en la rata o el nicleo subcoeruleus en el humano, el cual
esta compuesto por neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas y colinérgicas, cuya
estimulacién farmacolégica induce un estado similar al suefio MOR, produciendo
actividad electroencefalografica de ondas theta y atonia muscular (Boissard et al.,
2002).

Durante la vigilia y el suefio de ondas lentas, estas neuronas se encuentran
inhibidas tonicamente por aferencias GABAEérgicas provenientes de los nucleos
reticulares pontinos mesencefélicos y, en menor proporcioén, por el nacleo reticular
parvocelular. También reciben entradas ténicas glutamatérgicas provenientes de las
estructuras ya mencionadas; asi como del area motora primaria de la corteza frontal,
el nucleo central de la amigdala, el nucleo del lecho de la estria terminal, el
hipotalamo lateral, la sustancia gris periacueductal y el nuacleo reticular

paragigantocelular lateral (Boissard et al., 2003).

A su vez las neuronas glutamatérgicas del nucleo sublaterodorsal proyectan
rostralmente hacia los ndcleos talamicos intralaminares, el hipotalamo posterior y el

prosencéfalo basal regulando la activacion cortical y la actividad de ondas theta en
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el hipocampo, y caudalmente se dirigen hacia las neuronas glicinérgicas de la
formacion reticular del bulbo raquideo, promoviendo la atonia muscular (Boissard et
al., 2002).

Por otra parte, se ha descrito que el nucleo tegmental pedidnculo-pontino y el nicleo
tegmental laterodorsal ubicados en el tronco encefalico contienen neuronas
colinérgicas que se encuentran principalmente activas durante la vigilia y el suefio
MOR; mientras que, su estimulacion optogenética durante el suefio de ondas lentas
aumenta el numero de episodios de suefio MOR sin cambiar su duracion (Van Dort
et al., 2015). Asimismo, las neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas de dichos
ndcleos han mostrado patrones de descarga similares a los de las neuronas
colinérgicas, lo que muestra que también participan en la regulacién del suefio MOR
(Boucetta et al., 2014).

Prosencéfalo Tronco encefalico

A
v

Corteza

Dorsal

Anterior _l_ Posterior

Ventral

SGPAVI

SD

Rafé
dorsal

Locus
Coeruleus

@ Ncleos promotores

del suefio MOR @ Prosencéfalo

Nucleos inhibidores basal
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del suefio MOR

Figura 6. Nucleos promotores del suefio MOR y sus proyecciones. Las neuronas del nicleo sublaterodorsal se
proyectan rostralmente hacia el prosencéfalo basal, regulando la actividad cortical, mientras que caudalmente se dirigen
hacia la médula, inhibiendo a las motoneuronas y produciendo la atonia muscular caracteristica del suefio MOR.
Adicionalmente, los nucleos tegmentales laterodorsal y pedinculopontino estimulan el suefio MOR. El rafé dorsal, el locus
coeruleus y la sustancia gris periacueductal ventrolateral envian proyecciones hacia el ndcleo sublaterodorsal inhibiendo
su actividad durante el estado de vigilia. Abreviaturas. MN = Motoneuronas, SD = nucleo sublaterodorsal, SGPAvI =
sustancia gris periacueductal ventrolateral, TLD/TPP = nlcleos tegmentales laterodorsal y pedinculopontino. Modificado
de Gompf y Anaclet, 2020.

Por otra parte, varios ndcleos de la protuberancia regulan negativamente el inicio
del suefio MOR, como el nucleo del rafé dorsal serotoninérgico y el locus coeruleus
noradrenérgico, que son estructuras promotoras de la vigilia, las cuales envian sus

proyecciones al nucleo sublaterodorsal, al nicleo tegmental pedunculopontino y al
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nacleo tegmental laterodorsal causando la inhibicion de su actividad lo que suprime
al suefio MOR (Scammell et al., 2017).

Se ha mostrado también que la sustancia gris periacueductal ventrolateral y la
region dorsal del ndcleo reticular mesencefalico poseen neuronas GABAérgicas que
impiden el inicio del suefio MOR a través de la inhibicibn de las neuronas

promotoras del suefio MOR del nucleo sublaterodorsal (Sapin et al., 2009).

Adicionalmente, existe un grupo de neuronas hipotalamicas
GABAérgicas/galaninérgicas adyacentes al area predptica ventrolateral las cuales
se denominan el &area preoptica ventrolateral extendida. Estas neuronas
GABAérgicas/galaninérgicas se encuentran activas durante el suefio MOR;
mientras que la lesidén de esta area mediante microinyecciones de acido iboténico
lo disminuye (Lu et al., 2000). Asimismo, dichas neuronas envian sus proyecciones
hacia las neuronas del rafé dorsal serotoninérgico y del locus coeruleus
noradrenérgico, evitando la inhibicién de los nucleos promotores del suefio MOR
(Lu et al., 2002).

Existen otras neuronas GABAérgicas/galaninérgicas ubicadas en el hipotdlamo
dorsomedial que estan implicadas tanto en la estimulacién como en la inhibicion del
suefio MOR, las cuales estan divididas en dos subpoblaciones, las neuronas que
se proyectan hacia el &rea preoptica inhiben al suefio MOR y promueven el suefio
de ondas lentas; y el segundo grupo que proyecta hacia el nacleo del rafé pélido
estimulando el inicio del suefio MOR y suprimiendo al suefio de ondas lentas
regulando de manera antagonica el suefio de ondas lentas y el suefio MOR (Chen
et al., 2018).
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2. ANTECEDENTES GENERALES.

2.1 Trastornos del suefio y alteraciones del ritmo circadiano.

Los trastornos del suefio son un grupo heterogéneo de enfermedades
caracterizadas por una alteracion en los patrones regulares del ciclo suefio-vigilia,
pudiendo manifestarse como una cantidad insuficiente de suefio, somnolencia

excesiva 0 movimientos anormales durante el suefo (K Pavlova y Latreille, 2019).

Latercera edicion de la Clasificacion Internacional de Trastornos del Suefio, 0 ICSD-
3 por sus siglas en inglés, las divide en las categorias de insomnio, trastornos
respiratorios relacionados con el suefio, trastornos centrales de hipersomnolencia,
trastornos del ritmo circadiano suefo-vigilia, parasomnias, trastornos del

movimiento relacionados con el suefio y otros trastornos del suefio (Sateia, 2014).

El insomnio se define como la dificultad para iniciar o mantener el suefio a pesar de
presentarse las condiciones 6ptimas para dormir, lo que afecta el rendimiento diurno
del paciente (Bollu y Kaur, 2019). El insomnio es el trastorno del suefio mas
frecuente con una prevalencia internacional que varia entre el 10% y el 60% de la
poblacién, siendo mas comun en adultos mayores, mujeres y pacientes con

afecciones médicas y/o psiquiatricas (Bhaskar et al., 2016).

Actualmente, la ICSD-3 clasifica el insomnio en funcién del tiempo que el paciente
ha presentado los sintomas, tomando en cuenta un periodo menor a los tres meses
para el insomnio de corto plazo, y para el insomnio crénico una frecuencia de tres o

mas veces a la semana por mas de tres meses (Sateia, 2014).

Ademas de esta clasificacidon, se debe considerar si existen comorbilidades y si el
problema se presenta para iniciar o para mantener el suefio, y asi determinar el tipo
de tratamiento que puede darse a traves de terapia farmacologica, como es el uso
de las benzodiazepinas y otros hipnaéticos, la melatonina y sus agonistas, los
antagonistas de la orexina, los antidepresivos y los antihistaminicos; pero también

mediante terapia no farmacol6gica como el mejoramiento de la higiene del suefio y
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la terapia cognitiva-conductual o una combinacién de ambos (K Pavlova y Latreille,
2019).

Por otra parte, los trastornos centrales de hipersomnolencia son aquellos en los que
el paciente presenta una somnolencia diurna excesiva que no se deriva de otro
trastorno del suefio o de alguna alteracion en su ciclo circadiano, entre ellos se
encuentra la narcolepsia tipo 1, la narcolepsia tipo 2, la hipersomnia idiopatica, el
sindrome de Kleine-Levin, la hipersomnia debido a un trastorno médico, la
hipersomnia debido a un medicamento o sustancia, la hipersomnia asociada a un

trastorno psiquiatrico y el sindrome de suefio insuficiente (Sateia, 2014).

La narcolepsia tipo 1 es un trastorno cronico de la regulacion del suefio MOR
ocasionada por la pérdida selectiva de las neuronas productoras de orexina, cuyos
sintomas caracteristicos son la somnolencia diurna excesiva, la pardlisis del suefio,
las alucinaciones hipnopémpicas y la cataplejia, es decir, la pérdida del tono
muscular repentina con conservacion de la conciencia desencadenada
especialmente por emociones positivas, como la risa o la actividad sexual (K

Pavlova y Latreille, 2019).

Su prevalencia estimada va de 1.05 a 79.4 por cada 100,000 personas y Su
incidencia varia entre 0.06 a 6.56 por cada 100,000 personas por afo, siendo
diagnosticado principalmente durante la infancia y la adolescencia (Wang et al.,
2022).

Su diagnéstico se realiza a partir de la medicion de los niveles de orexina A en el
liguido cefalorraquideo cuando estos valores se encuentran por debajo de los 110
pg/mL; o bien a través de la prueba de latencias multiples del suefio cuando se
presenta una latencia media menor o igual a los 8 minutos, al menos dos inicios de
suefio con periodos de suefio MOR y méas de un episodio de cataplejia en cuatro
registros de suefio al permanecer el paciente en un cuarto poco iluminado y sin ruido

u otros estimulos a lo largo del dia (Sateia, 2014).

En cuanto a su tratamiento, esta enfocado en aminorar la sintomatologia, ya que la

pérdida de las neuronas que contienen orexina es irreversible, por lo tanto, para

19



disminuir la somnolencia diurna excesiva se utilizan principalmente farmacos
psicoestimulantes como son el modafinilo, el metilfenidato y el pitolisant; mientras
que para el tratamiento de los sintomas derivados de la desregulacion del suefio
MOR como la cataplejia, las alucinaciones hipnagdgicas y la paralisis del suefio se

emplean el oxibato de sodio y los antidepresivos triciclicos (Barateau et al., 2019).

La narcolepsia tipo 2 comparte la sintomatologia y el tratamiento de la narcolepsia
tipo 1 a excepcion de la cataplejia, ademas de presentarse niveles normales de
orexina A en el liquido cefalorraquideo, por lo que su diagnéstico se debe realizar
Gnicamente a través de la prueba de latencias multiples del suefio, tomando en
cuenta una latencia media menor o igual a los 8 minutos y al menos dos inicios de
suefio con periodos de suefio MOR, sin presentarse episodios de cataplejia y sin
gue la sintomatologia se pueda explicar a partir de la presencia de otro trastorno del
suefo (Sateia, 2014).

La falta de biomarcadores especificos adicionales a la orexina para su diagnostico
y el hecho de que la restriccion cronica del suefio y el trabajo con cambios de turnos
pueden mostrar resultados similares en la prueba de latencias multiples del suefio
han representado un obstaculo para determinar la prevalencia de la narcolepsia tipo
2. Sin embargo, se ha estimado que la frecuencia de la narcolepsia tipo 2 es mucho

menor en comparacion con la narcolepsia tipo 1 (Baumann-Vogel et al., 2021).

La siguiente categoria de los trastornos del suefio son los relacionados con el ritmo
circadiano del ciclo suefo-vigilia en la cual se incluyen el trastorno de la fase
retrasada de suefio-vigilia, el trastorno de la fase avanzada de suefio-vigilia, el
trastorno del ritmo irregular suefio-vigilia, el trastorno del ritmo suefio-vigilia distinto
de las 24 h, el trastorno de suefio debido a cambio del turno de trabajo, el trastorno
de desfase de horario y el trastorno circadiano del suefio-vigilia no especificado
(Sateia, 2014).

Su diagnostico se realiza mediante el uso de polisomnografia, cuestionarios para
identificar el cronotipo y la medicién de los niveles de melatonina en saliva u orina;
ademas de que la alteracion del ritmo circadiano debe presentarse durante al menos

tres meses, a excepcion del trastorno de desfase de horario el cual no requiere una
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duracion minima para su diagnostico (Sateia, 2014). A pesar de dichos criterios, los
trastornos del ritmo circadiano suefo-vigilia suelen ser errébneamente
diagnosticados como insomnio o hipersomnias, por ejemplo, un estudio realizado
en pacientes con insomnio mostré que del 10% al 22% de los casos presentaban

una etiologia circadiana (Flynn-Evans et al., 2017).

El primer trastorno del ritmo circadiano suefo-vigilia incluido en el ICSD-3 es el
trastorno de la fase retrasada de suefo-vigilia, el cual se caracteriza porque el
paciente posee un ritmo enddgeno de 24 horas desfasado del entorno, dando como
resultado la incapacidad de conciliar el suefio en el horario deseado y la dificultad
de despertar a la hora requerida para desempefar sus actividades diurnas, sin
afectar la calidad subjetiva del suefio (Zisapel, 2018), su prevalencia varia
dependiendo de la poblacién estudiada, presentandose con frecuencias que van
desde un 0.17% hasta un 8.9% (Sun et al., 2022).

En cuanto al tratamiento, los métodos mas comunes son la cronoterapia, el
tratamiento fético, la administracion de melatonina, la terapia cognitivo-conductual
y la higiene del suefio (Sun et al., 2022). La administracion del antipsicotico
aripiprazol en dosis bajas ha mostrado reducir el tiempo total de suefio nocturno y
produce un adelanto de la fase de suefio en pacientes con trastorno de la fase
retrasada de suefio-vigilia, por lo que se considera su posible uso para el tratamiento
de dicho trastorno (Omori et al., 2018).

Por otra parte, el trastorno del ritmo suefio-vigilia distinto de las 24 horas se define
como la presencia de un ritmo enddgeno que no esta sincronizado con el ciclo de
24 horas medio ambiental (Malkani et al., 2018). A pesar de que las personas
invidentes son la principal poblacién afectada, con una prevalencia de
aproximadamente de un 50% (Sun et al., 2022); también se ha reportado, aunque
en menor medida, en personas videntes donde los mecanismos patogénicos que
desencadenan su desarrollo aun permanecen desconocidos (Hayakawa et al.,
2005).

El tratamiento para los pacientes que no perciben los estimulos luminicos se realiza

mediante higiene del suefo, ajustes en el tiempo de suefio y con la administracion
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de melatonina, mientras que, para los pacientes videntes, ademas de los métodos

ya mencionados, también se recomienda el tratamiento fotico (Sun et al., 2022).
2.2 Produccion pineal de la melatonina y sus receptores.

La melatonina, o 5-metoxi-N-acetiltriptamina, es una de las moléculas
biolégicamente activas mas antiguas de la naturaleza y se encuentra presente en
casi todos los seres vivos (Tosches et al., 2014). Esta fue aislada por primera vez
en 1958, por Aaron Lerner y sus colaboradores, a partir de glandulas pineales

bovinas (Lerner et al., 1958).

En vertebrados, esta indolamina es producida localmente por multiples tejidos como
la piel, el tracto gastrointestinal, la retina y la médula 6sea, entre otros (Cipolla-Neto
et al., 2018). Sin embargo, su produccion central se da en la glandula pineal, la cual
es una glandula neuroendocrina no pareada, localizada en el techo del tercer
ventriculo y esta compuesta principalmente por las células productoras de

melatonina denominadas pinealocitos (Amaral y Cipolla-Neto, 2018).
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Figura 7. Regulacion de laproduccidn pineal de melatonina. Las células ganglionares de la retina perciben los cambios
luminicos medioambientales y envian una sefial al ndcleo supraquiasmatico a través del tracto retino-hipotalamico, el cual
se proyecta hacia las neuronas simpaticas preganglionares de los primeros segmentos toracicos que a través de su
interaccién con las neuronas noradrenérgicas de los ganglios cervicales superiores regula la produccion de melatonina
en la glandula pineal, inhibiéndola en presencia de luz y estimulandola en el periodo de obscuridad. Abreviaturas. NSQ =
Nicleo supraquiasmatico. Modificado de Gaspar y Cipolla-Neto, 2018.
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Es importante destacar que su producciéon esta sincronizada con los cambios de
luz/obscuridad medioambientales percibidos por un grupo especifico de células
ganglionares de la retina que contienen un fotopigmento llamado melanopsina
(Berson et al., 2002). Estas células envian proyecciones a través de la via retino-
hipotalamica hacia el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo, el cual a su vez
proyecta directa e indirectamente hacia las neuronas simpéaticas preganglionares de
los primeros segmentos toracicos de la médula espinal, a partir de los cuales se
envian proyecciones hacia las neuronas simpdéticas postganglionares de los
ganglios cervicales superiores cuyas fibras nerviosas forman los nervios coronarios

gue llegan a la glandula pineal (véase Figura 7; Amaral y Cipolla-Neto, 2018).

Cuando el nucleo supraquiasmatico es activado por un estimulo luminico envia una
sefal inhibitoria a las neuronas noradrenérgicas para evitar la sintesis de
melatonina. Por el contrario, durante el periodo de obscuridad estas neuronas
simpaticas son activadas, liberando noradrenalina la cual interactia con los
receptores noradrenérgicos alb y B1 localizados en la membrana de los pinealocitos

desencadenando la sintesis de melatonina (Cipolla-Neto et al., 2018).
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Figura 8. Concentracion plasmatica de melatonina en humanos a lo largo del dia. Durante la fase de luz, marcada con
blanco, la concentracion de melatonina se encuentra en niveles que oscilan entre los 10 y los 20 pg/mL. Al inicio de la fase de
obscuridad, marcada con azul, comienza la secrecion de melatonina, alcanzando su pico maximo entre las 2 y las 4 horas,
disminuyendo gradualmente hasta alcanzar nuevamente los niveles de la fase de luz al despertar. Modificado de Tordjman et
al., 2017.
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Una vez sintetizada la melatonina no pude ser almacenada debido a su naturaleza
anfifilica, por lo que se libera inmediatamente a través del tercer ventriculo hacia el
liguido cefalorraquideo y hacia la circulacion general, permitiendo obtener a partir
de su concentracién sérica un reflejo exacto de su produccion a nivel de la glandula

pineal (Amaral y Cipolla-Neto, 2018).

Estos niveles de concentracion sérica van cambiando a lo largo del dia, en relacion
con el ciclo luz/obscuridad medioambiental, mostrando en humanos durante el dia
niveles que oscilan entre los 10 y 20 pg/mL; mientras que durante la noche varian
entre 80 y 120 pg/mL. Esto se debe a que la produccion de melatonina comienza
poco después de la puesta del sol, alcanzando el pico maximo entre las 0200 y las
0400 horas, para posteriormente disminuir gradualmente durante la segunda mitad

de la noche, manteniendo los niveles bajos durante el dia (véase Figura 8; Tordjman

et al., 2017).
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Figura 9. Sintesis molecular de la melatonina. La melatonina se sintetiza a partlr del aminoéacido esencial triptéfano a
través de un proceso de cuatro reacciones enzimaticas. Del lado derecho se encuentran las enzimas implicadas en el
proceso y del lado izquierdo las moléculas resultantes. Modificado de Gaspar y Cipolla-Neto, 2018.
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A nivel molecular, la sintesis de la melatonina comienza a partir del triptofano, el
cual es convertido a 5-hidroxitriptéfano por la accidon de la triptéfano-hidroxilasa y
posteriormente, por la accién de la aminoacido-aromatico-descarboxilasa que la
convierte en serotonina. La sefal adrenérgica activa al adenilato ciclasa generando
un aumento en los niveles de adenosin monofosfato ciclico lo que fosforila a la
arilalquilamina-N-acetiltransferasa que convierte la serotonina en N-
acetilserotonina, a partir de la cual la enzima hidroxi-indol-O-metiltransferasa

produce melatonina (véase Figura 9; Lee et al., 2021).
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Figura 10. Expresion de los receptores de melatonina MT1y MT2 en los nlcleos encargados de la regulacion del
ciclo suefio-vigilia. Los receptores de melatonina MT1 y MT2 se expresan en diversas estructuras encargadas de la
regulacion del ciclo suefio-vigilia. Las estructuras donde se expresa el receptor MT1 se encuentran marcadas con rojo,
las que expresan el receptor MT2 estan marcadas con amarillo y las que expresan tanto el receptor MT1 como MT2 se
sefialan con verde. Modificado de Gobbi y Comai, 2019.

Como se mencion0 anteriormente, la melatonina es una molécula anfifilica, por lo
gue altamente permeable a través de las membranas celulares, por lo que se le
puede encontrar en practicamente cualquier compartimento del organismo,
permitiéndole interactuar directamente con las moléculas y de esta forma actuar
como antioxidante (Tosches et al.,, 2014). Sin embargo, cabe destacar que la
mayoria de sus funciones fisioldgicas son realizadas a través de su interaccién con

sus receptores de membrana de alta afinidad, denominados melatonina 1 (MT1) y
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melatonina 2 (MT2), expresados ampliamente en el sistema nervioso central, asi

como en casi todos los tejidos periféricos (Amaral y Cipolla-Neto, 2018).

A pesar de esto, la coexpresidn celular de dichos receptores es muy escasa, por lo
gue se pueden sefalar una mayor expresion del receptor MT1 en la pars tuberalis
de la adenohipofisis y del nicleo supraquiasmatico; en cambio, el receptor MT2 es
mas abundante en el bulbo olfatorio, el prosencéfalo, el hipocampo, la amigdala, y
el coliculo superior (Klosen et al., 2019).

Esta diferencia en la expresion de los receptores de melatonina también se
encuentra en los nucleos encargados de la regulacion del ciclo suefio-vigilia, ya que
la expresion de los receptores MT1 es mayor en el hipotalamo lateral, el locus
coeruleus y prosencéfalo basal; mientras que la expresion de los receptores MT2
en la sustancia gris periacueductal ventrolateral y en el talamo reticular; y en el
nacleo del rafé dorsal y el nicleo supraquiasmatico expresan ambos tipos de
receptores (véase Figura 10; Gobbi y Comai, 2019).

En los humanos, las proteinas MT1 y MT2 son codificadas por los genes MTNR1A
ubicado en el cromosoma 4q35; y el MTNR1B que se localiza en el cromosoma
11921-22, con una masa de 39,374 y 40,188 Da, respectivamente, sin tener en
cuenta sus modificaciones postraduccionales; estos péptidos tienen un 70% de

homologia (Nikolaev et al., 2021).

Estos receptores tienen siete segmentos transmembranales, los cuales se acoplan
tipicamente a proteinas Goi/o, sin embargo, la evidencia apunta a que también
poseen la capacidad de acoplarse a otros subtipos de proteinas G, por ejemplo, en
las células madre mesenquimales los receptores MT2 se acoplan a las proteinas
Gag/11, desencadenando la estimulacion de la motilidad celular (Lee et al., 2014).
Por otra parte, en las células pancreaticas el aumento de la secrecion de glucagon
mediado por los receptores de melatonina involucra la union a las proteinas Gag/11
(Bahr et al., 2012). Mientras que, en las células epiteliales prostéaticas, la melatonina
suprime la proliferacion celular mediante la activacion simultanea de las proteinas
Gos y Gaq (Shiu et al., 2010).
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A nivel transcripcional, la activacion de los receptores de melatonina acoplados a
las proteinas Gai/o da como resultado la inhibicién de la produccién de monofosfato
de adenosina ciclico y la activacion de la quinasa regulada por sefiales
extracelulares tipo 1 y tipo 2 a traves de la cascada de sefializacion
GBy/PI3K/PKC{/c-Raf (Chen et al., 2020), asi como la activacion de los canales
ionicos de calcio dependientes de voltaje y los canales de potasio dependientes de
calcio (Nikolaev et al., 2021).

Existen algunas diferencias entre las vias de sefializacion de ambos receptores,
pero la méas relevante hasta el momento es su capacidad de inhibir la produccién de
guanosin monofosfato ciclico Unicamente por parte del receptor MT2 (Dortch-
Carnes et al., 2013).

Es necesario sefialar que al igual que otros receptores acoplados a proteinas G
éstos pueden formar oligbmeros, predominantemente dimeros, manteniendo
funcionales sus dos sitios de union con su respectiva selectividad por sus ligandos
(Ayoub et al., 2002).

No obstante, la probabilidad de formar heterodimeros MT1/MT2 es igual 0 mayor
qgue la de formar homodimeros, ya que se mostré en un estudio in vitro que los
receptores MT1 poseen una afinidad relativa similar tanto por otros receptores MT1
como por los receptores MT2, siendo los niveles de expresion de ambos receptores
el factor determinante para su union, mientras que los receptores MT2 poseen

mayor tendencia a formar heterodimeros (Ayoub et al., 2004).

Si bien las diferencias entre las sefiales desencadenadas por la activacién de los
receptores de melatonina homodiméricos y heterodiméricos ain no se han
esclarecido del todo; se plantea que estos Ultimos activan preferentemente las
proteinas Gq debido a que se ha descrito que los inhibidores de proteinas Gi no
afectan la respuesta de los receptores heterodiméricos de los fotorreceptores de la
retina; mientras que, la inhibicién de los receptores de trifosfato de inositol abolieron
su efecto, ademas de observarse un aumento en la produccién de monofosfato de
adenosina ciclico en células HEK293T transfectadas con ambos receptores (Baba
et al., 2013).
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Los receptores de melatonina también tienen la capacidad de formar heterodimeros
con otros receptores acoplados a proteinas G, por ejemplo, se ha demostrado la
existencia de heterodimeros funcionales del receptor MT2 con receptores de
serotonina del subtipo 5-HT2C in vitro, los cuales amplificaron la activacion de la via

Gq mediada por serotonina (Kamal et al., 2015).

Finalmente, se debe mencionar la existencia de un tercer sitio de union de la
melatonina denominado MT3, el cual fue descrito inicialmente en las meninges de
hamster y después en mdltiples 6rganos periféricos de este roedor como son el
intestino, el higado, el rifidn, el pulmdn, el masculo esquelético y el corazon (Paul et
al., 1999). Posteriormente el receptor MT3 se identific6 como la enzima quinona
reductasa tipo 2 presente tanto en humanos como en otros mamiferos, la cual a
diferencia de los receptores MT1y MT2, posee una menor afinidad por la melatonina
y una cinética de asociacion/disociacion de ligando muy rapida (Nosjean et al., 2000;
Nosjean et al., 2001).

2.3 La melatonina exégena y su efecto sobre el ciclo suefio-vigilia.

La melatonina esta asociada a diversos procesos neuroquimicos y metabdlicos,
siendo su funcion basica su papel como protector celular contra los radicales libres
y los procesos oxidativos (Chitimus et al., 2020). Sin embargo, actualmente se sabe
que también estd implicada en la modulacion de la plasticidad neuronal, la
neurogénesis, el sistema inmunolégico y los ritmos circadianos, lo que ha permitido
proponer el uso de melatonina exdégena como tratamiento para diversas
enfermedades, especialmente en los trastornos del ciclo suefio-vigilia (Biggio et al.,
2021).

La melatonina exégena administrada tanto por via oral como por intravenosa es
absorbida con una cinética de primer orden. Sin embargo, otros aspectos de su
farmacocinética varian dependiendo de la via de administracion utilizada. Una de
las mas utilizadas es la via oral, cuyas dosis oscilan de 0.5 a 6 mg/Kg las cuales
tienen una vida media que va desde los 46 hasta los 65 minutos, y una

biodisponibilidad que varia entre un 3% hasta un 33%. Por otro lado, la melatonina
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via intravenosa en dosis de 0.005 a 2 mg/Kg tiene una vida media entre 28 hasta
60 minutos (Andersen et al., 2016).

Otras vias de administracion son la intravesical, la rectal, la transdérmica y la
vaginal, de las cuales cabe destacar que la administracion rectal y vaginal han
mostrado una biodisponibilidad de entre un 36% hasta un 97.8%, siendo mayores
que la via oral estdndar, sin embargo, la informacion sobre estas vias de

administracion en humanos aun es escasa (Zetner et al., 2021).

En cuanto al metabolismo de la melatonina, este se lleva a cabo principalmente en
el higado y en segunda instancia en el rindn a partir de la accion de la enzima
CYP1A2 del citocromo P450, que la hidroxila hacia 6-hidroximelatonina para
posteriormente ser conjugada con acido sulfdrico o acido glucurénico y finalmente

excretada por la orina (véase Figura 11; Moroni y Garcia-Bennett, 2021).

El metabolito principal de la melatonina es la 6-sulfatoxi-melatonina, que es una
molécula biolégicamente inactiva y sus niveles en la orina muestran una relacion
directa con las concentraciones plasméticas de melatonina por lo que es un

biomarcador adecuado (Di et al., 1997).
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Figura 11. Metabolismo de la melatonina. La melatonina se metaboliza en el higado y los rifiones por la accién del
criptocromo P450 formando 6-hidroximelatonina, esta molécula es conjugada con acido sulftrico o acido glucurénico para
posteriormente ser excretada por la orina.

Melatonina 6-hidroximelatonina Conjugados Excrecién

Existe otra via no enzimatica por la cual la melatonina es catabolizada, la cual
consiste en una cascada de reacciones consecutivas con radicales libres, siendo
ésta una ruta catabodlica menor (Moroni y Garcia-Bennett, 2021). Algunos de los
metabolitos resultantes de esta via son la 4-hidroximelatonina y la 3-

hidroximelatonina ciclica (Hardeland, 2017).
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Se sabe que la accion cronobidtica de la melatonina se da con dosis bajas y su
efecto depende del horario en el que es administrada, ya que si se administra antes
del inicio de la secrecion endégena de melatonina en condiciones de poca luz se
induce un avance de la fase de suefio con un efecto méximo cuando se toma cuatro
horas antes. Por el contrario, si se administra después del inicio de su secrecion
endogena se induce un retraso de la fase de suefio con un efecto mayor de adelanto

si se toma 11 horas después (Quera-Salva et al., 2021).

Adicionalmente, la melatonina también posee un efecto soporifero el cual depende
de la dosis administrada, por lo que se recomienda iniciar el tratamiento con dosis
de 0.5 mg, que puede incrementarse hasta 5 mg, de 4 a 6 horas antes de dormir
para un efecto cronobiético, y una dosis de 1 a 5 mg media hora antes de acostarse
para un efecto soporifero. Asi mismo, es necesario sefialar la importancia de asociar
este tratamiento con terapia cognitivo-conductual e higiene del suefio para un

tratamiento integral del paciente (Quera-Salva et al., 2021).
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3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

3.1 La melatonina en el tratamiento de los trastornos del suefio.

Debido a sus efectos soporiferos y cronobioticos, la melatonina exdgena ha sido
considerada como una opcion efectiva para el tratamiento de una amplia variedad
de trastornos del suefio, entre los cuales se destacan los trastornos del ritmo

circadiano suefio-vigilia y el insomnio (Quera-Salva et al., 2021).

Los pacientes con trastorno de la fase retrasada del suefio-vigilia muestran un ritmo
de producciéon pineal de melatonina desfasado, por lo que se ha propuesto la
administracion de melatonina exdgena como un tratamiento efectivo para reajustar
su ciclo circadiano (Rodenbeck et al., 1998). En un estudio clinico aleatorizado doble
ciego en pacientes con este trastorno, se mostr6 que la administracién de
melatonina en dosis de 0.5 mg una hora antes del tiempo de inicio del suefio en
combinacion con una programacion conductual del suefio-vigilia logré disminuir

significativamente la latencia del inicio del suefio (Sletten et al., 2018).

Asimismo, el uso de ramelteon, un agonista de alta afinidad para los receptores de
melatonina MT1/MT2, es una posible alternativa para este tratamiento debido a que
recientemente se ha reportado que la administracion en dosis desde 4 hasta 8 mg
tiene un efecto positivo, revirtiendo la sintomatologia de los pacientes y ademas
restaurando su ciclo circadiano (lzuhara et al., 2021; Takeshima et al., 2020).

El tratamiento del trastorno del ritmo suefio-vigilia distinto de las 24 horas también
incluye el uso tanto de la melatonina ex6gena como de los agonistas de sus
receptores, tanto en pacientes invidentes como en pacientes videntes (Malkani et
al., 2018).

Existe en la literatura cientifica el reporte de un caso de trastorno del ritmo suefio-
vigilia distinto de las 24 horas asociado al aislamiento social en una mujer con
trastorno del espectro autista, el cual mostré que la administracién conjunta de
ramelteon, un agonista de los receptores MT1 y MT2, con una dosis de 8 mg

alrededor de las 23 horas en conjunto con la administracion de suvorexant, que es
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un antagonista de los receptores para orexinas a una dosis de 15 mg permitio

restablecer su ritmo circadiano (lwata y Kaneko, 2020).

Finalmente, es importante destacar el uso de la melatonina exégena en el
tratamiento del insomnio. Se ha empleado la melatonina de liberacién prolongada,
ya que diversos estudios han mostrado que su administracion en dosis de 2 mg
durante 6 a 12 meses en adultos desde 18 hasta 80 afios que padecen insomnio
primario mejora la calidad subjetiva del suefio, sin presentar tolerancia al tratamiento
ni efecto de rebote posterior a su interrupcion (Lemoine et al., 2011; Wade et al.,
2011).

En un estudio mas reciente se evaluo el uso de melatonina de liberacién rapida con
una dosis de 3 mg una hora antes de acostarse durante cuatro semanas en paciente
de entre 45 a 60 afios disminuy6 el tiempo de despertares tempranos y aumento el
tiempo total de suefio (Xu et al., 2020).

Ademas, en estudios realizados en diferentes biomodelos se ha mostrado que el
ramelteon, que es un agonista de los receptores de melatonina MT1 y MT2, reduce
la latencia del inicio de suefio y aumenta la duracion del tiempo total de suefio
reduciendo del tiempo total de vigilia (Miyamoto et al., 2004, Yukuhiro et al., 2004).
En base a estos estudios posteriormente se evalué su uso en humanos como
tratamiento para el insomnio primario, mostrando una disminucion de forma eficaz

de la latencia de inicio del suefio (Mini et al., 2007, Zammit et al., 2007).
3.2 La rata taiep como modelo de la narcolepsia.

En 1989, el Dr. Holmgren y sus colaboradores describieron una mutacion
autosémica recesiva espontdnea en un grupo de ratas Sprague-Dawley que
mostraban temblor, ataxia, episodios de inmovilidad ténica, epilepsia y pardlisis de
las extremidades posteriores, las cuales fueron denominadas taiep por el acronimo

de sus signos (Holmgren et al., 1989).

Dicha mutacion se present6 en la cuarta generacion a partir de cruzas endogamicas
selectivas para la obtencion de la sublinea con una alta frecuencia de bostezo

espontaneo (Holmgren et al., 1989). A los 30-40 dias postnatales se presenta un
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temblor fino de la colay de las extremidades posteriores, a los 2 a 3 meses de edad
comienza la ataxia locomotora, entre los 5 y 6 meses se manifiestan los episodios
de inmovilidad ténica, ya sean espontaneos, con un pico de frecuencia entre los 8
a los 9 meses de edad, o inducidos mediante sujecion de la cola o del térax, la
epilepsia inicia entre los 2 y 6 meses de edad incrementando con la edad hasta un
pico maximo a los 9 meses y finalmente, la paralisis de las patas traseras se

desarrolla progresivamente a partir de los 7 meses de edad (Holmgren et al., 1989).

Las ratas taiep se caracterizan por presentar una hipomielinizacién central inicial
gue posteriormente da paso a una desmielinizacion progresiva a partir de los 2
meses de edad; sin verse afectada la mielina periférica, debido a que los
oligodendrocitos muestran una acumulacion de microttbulos unidos a la membrana

del reticulo endoplasmico en el citoplasma (Duncan et al., 1992).

Adicionalmente, la dineina y la kinesina, proteinas motoras de transporte asociadas
a los microtubulos, presentan una actividad alterada, lo que también dificulta el
transito intracelular de las proteinas recién sintetizadas y del acido ribonucleico

mensajero para la formacion de la mielina (Song et al., 2003).

A través de estudios de imagen de resonancia magnética y de microscopia en ratas
taiep macho se describié que las principales areas cerebrales afectadas por la
desmielinizacién progresiva son el nucleo caudado, el putamen, el globo palido, el
cuerpo calloso, el hipocampo y el cerebelo (Garduno-Robles et al., 2020; Alata et
al., 2022). Este patron muestra similitudes con lo reportado en humanos con
tubulinopatias, principalmente con aquellos que padecen de hipomielinizacién con
atrofia de los ganglios basales y el cerebelo, o H-ABC por sus siglas en inglés (Alata
et al., 2022; Curiel et al., 2017).

Asimismo, se han asociado las mutaciones en la regién subtelomérica del
cromosoma 9 como el origen de las caracteristicas de la rata taiep, donde se han
identificado mas de 30 mutaciones en el gen Tubb4a que se relacionan con

anomalias en los oligodendrocitos y la hipomielinizacién (Alata et al., 2022).
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En humanos, las mutaciones en los genes para la tubulina TUBB4A son la causa
del desarrollo de la hipomielinizacion de los ganglios basales y del cerebelo, por lo
que la rata taiep se ha propuesto como un modelo para las tubulinopatias,
especificamente para la H-ABC (Garduno-Robles et al., 2020; Alata et al., 2022).

La rata taiep presenta episodios de inmovilidad que son descritos como la pérdida
repentina de los reflejos antigravitatorios con contractura de la musculatura facial y
de las orejas aplanadas detras del craneo lo que produce una facies caracteristica,
pudiendo o no presentarse la cola de Straub (Cortés et al.,, 2005). Su duracién
promedio es de 53.1 £ 1.9 segundos, sin embargo, pueden durar desde 4 segundos
hasta unos pocos minutos, con una recuperacion espontanea inmediata (Cortés et
al., 2005).

Como se menciond anteriormente, los episodios de inmovilidad comienzan a
presentarse entre los 5 y los 6 meses de edad, sin embargo, su maxima
susceptibilidad se da entre los 8 a los 10 meses, siendo los machos mas
susceptibles que las hembras (Cortés et al., 2005). Durante el periodo de luz, los
episodios de inmovilidad espontaneos son mas frecuentes durante las fases de
vigilia y de SOL, mientras que durante del periodo de oscuridad, se presentan con
mayor frecuencia durante el suefio MOR (Cortés. et al.,, 2011). La actividad
electroencefalografica durante estos episodios muestra una desincronizacion
cortical y un ritmo theta en el hipocampo similar a la presentada durante los
episodios de narcolepsia-cataplejia en los humanos, por lo cual, en 1991, Prieto y
sus colaboradores propusieron a la rata taiep como un modelo de narcolepsia-
cataplejia (Prieto et al., 1991), un trastorno del suefio causado por la pérdida de las
neuronas orexinérgicas (Lin et al., 1999) caracterizado por la tétrada clasica que
incluye somnolencia diurna excesiva, alucinaciones hipnopémpicas, paralisis del

suefo y cataplejia, que es la pérdida del tono muscular (Thannickal et al., 2000).

El ciclo suefio-vigilia de la rata taiep presenta diversas alteraciones al compararla
con la cepa original Sprague-Dawley, entre las cuales podemos mencionar una
disminucion de la duracion total de SOL y un suefio MOR fragmentado (Prieto et al.,

1991); ademas de presentarse una disminucion en la frecuencia de los episodios de
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vigila, de SOL y de suefio MOR con una diferencia significativa considerando el
tiempo total de 24 h y el periodo de luz, pero no asi en el periodo de oscuridad
(Cortés. et al., 2011). Asimismo, los episodios de vigilia, de SOL y de suefio MOR
de la rata taiep muestran un aumento en la duracion media al compararlos con la
rata Sprague-Dawley. Sin embargo, los episodios de vigilia y de SOL presentan una
diferencia significativa en el tiempo total de 24 h, en el periodo de luz y en el periodo
de oscuridad, mientras que en los episodios de suefio MOR solo se presenta una
diferencia significativa en el tiempo total de 24 h y en el periodo de luz, pero no en

el periodo de oscuridad (Cortés. et al., 2011).

El ciclo suefo-vigilia desorganizado y los episodios de inmovilidad de la rata taiep
no se asocian con alteracion en el sistema orexinérgico, ya que no se presentan
diferencias significativas en el nUmero de neuronas de orexina, asi como en su
morfologia y su distribucion cerebral entre ratas taiep y ratas Sprague-Dawley, a los
3, 6,9y 12 meses de edad (Espinoza Pérez, 2019). Sin embargo, aun no se han
realizado andlisis similares en todos los sistemas que participan en la regulacién del

ciclo suefio-vigilia.

Como se mencion6 anteriormente, la melatonina es una neurohormona que
participa en la regulacion circadiana del ciclo suefio-vigilia, no obstante, se
desconoce si la rata taiep presenta alteraciones en el eje de produccion de
melatonina y sus niveles plasmaticos, asi como cambios en la expresion o

funcionalidad de sus receptores MT1 y MT2.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La narcolepsia tipo 1 es un trastorno del suefo de hipersomnolencia incapacitante
caracterizado por la presencia de somnolencia diurna excesiva, episodios de
cataplejia, alucinaciones hipnopémpicas y paralisis del suefio causado por la
pérdida irreversible de neuronas orexinérgicas en el hipotalamo lateral, por lo tanto,
su tratamiento se enfoca en disminuir la sintomatologia mediante farmacos
psicoestimulantes, como son el oxibato de sodio y los antidepresivos triciclicos
(Barateau et al., 2019).

En el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de
Fisiologia se cuenta con la rata taiep, una mutante de tubulina que se ha propuesto
como un modelo de narcolepsia tipo 1 debido a que durante los episodios de
inmovilidad la actividad electroencefalografica se asemeja a lo descrito tanto en la
narcolepsia canina, asi como en la humana, ademas de presentar un patrén del

ciclo suefo-vigilia desorganizado (Cortés. et al., 2011).

La melatonina es una neurohormona cuya produccion central se da en la glandula
pineal, la cual depende de los estimulos del ciclo luz-obscuridad medioambientales,
por lo que una de sus principales funciones es la regulacion de los ciclos

circadianos, entre ellos, el ciclo suefio-vigilia (Amaral y Cipolla-Neto, 2018).

Actualmente, la melatonina exdgena es utilizada para el tratamiento de mdultiples
trastornos del suefio debido a que no desarrolla tolerancia o sintomas de rebote
(Wade et al.,, 2011). Sin embargo, su uso como cronobiotico en trastornos de
hipersomnia aun permanece inexplorado, por ello nos proponemos evaluar los
efectos de la melatonina exdgena sobre el ciclo suefio-vigilia y los episodios de

inmovilidad en la rata taiep macho adulta.
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5. OBJETIVOS.

5.1 Objetivo general.

e Evaluar el efecto cronobidtico de la melatonina exdgena en el ciclo suefio-

vigilia de la rata taiep macho adulta.

5.2 Objetivos particulares.

e Analizar el efecto de la melatonina exégena sobre los episodios de

inmovilidad de la rata taiep.
e Determinar las modificaciones de la frecuencia, duracién y latencia en las

fases del suefio de la rata taiep producidas por la administracion exégena de

melatonina.

e Comparar las etapas del ciclo suefio-vigilia con el ciclo de luz/obscuridad ante

la administracion intraperitoneal de melatonina exdgena a diferentes dosis.
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6. MATERIAL Y METODOS.

6.1 Disefio del estudio.
Estudio experimental, de corte transversal.
6.2 Ubicacion espaciotemporal.

Todos los procedimientos descritos en este protocolo fueron realizados en el
Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de
Fisiologia, de la Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla, durante el periodo

de tiempo que comprende los meses entre junio 2023 y noviembre 2024.
6.3 Estrategia de trabajo.

Se utilizaron 6 ratas taiep macho, las cuales debian tener 6 meses de edad en el

momento en que se realizaron los registros electroencefalograficos.

Las ratas fueron colocadas en cajas de acrilico transparente de 6 mm de grosor,
con medidas de 30 cm de ancho, 45 cm de largo y 20 cm de alto, que contenian
viruta de madera tipo chip estéril en el piso, siendo distribuidas en grupos de 2 ratas
por caja hasta el dia de la cirugia, posteriormente se colocaron en cajas individuales
de acrilico transparente de 6 mm de grosor con medidas de 24 cm de ancho, 34 cm
de largo y 15 cm de alto. Se mantuvieron con acceso libre a agua potable Ciel®
(Coca Cola Co., México) y alimento balanceado para roedores (Purina Mills, 5018,
Estados Unidos de América).

Las ratas fueron alojadas en un cuarto con un ciclo de luz/oscuridad 12:12 con el
encendido de luces a las 0700 h y manteniendo una temperatura de 22 + 1° C y
humedad relativa entre 30 y 45%.

Se les realizaron cirugias estereotaxicas para el implante de electrodos para registro
electroencefalografico a los 165 dias postnatales. Después de los cuidados
postoperatorios y de 3 dias de habituacion a las condiciones de registro, a cada
sujeto se le realizaron 4 registros de 24 h, dejando un lapso de 72 h entre ellos. En

el primer registro se administré por via intraperitoneal (i.p.) etanol al 10% como
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vehiculo, mientras que del segundo al cuarto registro se administraron dosis
crecientes de melatonina 5, 10 y 20 mg/Kg por via i.p. al inicio del periodo de
obscuridad (1900 h).

6.4 Muestreo.

6.4.1 Definicidn de la unidad de poblacion.
Se utilizaron ratas taiep macho de 180 dias postnatales.
6.4.2 Seleccidn de la muestra.

Los sujetos fueron seleccionados de acuerdo con las caracteristicas del fenotipo

taiep.
6.4.3 Disefo y tipo de muestreo.

Estudio experimental transversal no probabilistico.
6.4.4 Tamafo de la muestra.

Se utilizaron 6 ratas taiep macho (n=6).

6.5 Definicion de las variables y escalas de medicion.

Dosis de melatonina: Es la cantidad de melatonina administrada a la rata por via

intraperitoneal, cuantificada en mg/Kg.

Periodo de luz: Es el tiempo que la rata estard expuesta a un ambiente con luz, el
cual tendra una duracion de 12 horas, iniciando a las 0700 h y terminando a las
1900 h. Cuantificado en horas.

Periodo de oscuridad: Es el tiempo que la rata estard expuesta a un ambiente con
ausencia de estimulos luminosos, con una duracién de 12 horas, iniciando a las

1900 h y terminando a las 0700 h, Cuantificado en horas.

Duracion media: Es el tiempo promedio que dura una etapa, ya sea de vigilia, suefio
de ondas lentas, suefio con movimientos oculares rapido o episodio de inmovilidad,

cuantificado en minutos.
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Frecuencia: Es el nUmero de episodios de vigilia, suefio de ondas lentas, suefio con
movimientos oculares rapidos o episodios de inmovilidad que ocurren en

determinado periodo.

Latencia del suefio con movimientos oculares rapidos: Es el tiempo transcurrido
desde el inicio del registro hasta el inicio del primer episodio de suefio con

movimientos oculares rapidos, cuantificado en minutos.
6.6 Métodos de recoleccion de datos.

Las sefales de los registros electroencefalogréaficos fueron amplificadas vy filtradas

mediante el programa GRAEL LT System (Compumedics, Reino Unido).

6.7 Técnicas y procedimientos.
6.7.1 Cirugia estereotaxica.

A las ratas se les realiz6 una cirugia estereotéxica para el implante de los electrodos
para registro electroencefalogréfico. Para la anestesia se utiliz6 oxigeno a un
volumen de 1 L/min e isoflurano para uso veterinario Fluriso® (VetOne, México) con
una concentracion del 5% para la induccion y posteriormente se mantuvo con una
concentracion de 2-3%, confirmando la anestesia profunda mediante la nula

respuesta del reflejo de la cola.

Se tricotomizo la parte dorsal de la cabeza de la rata con una rasuradora (Oster,
Estados Unidos de América), y se le administrd por via subcutanea el analgésico no
esteroidal meloxicam (Flaxol MX, México) a una dosis de 1 mg/Kg para la analgesia
y lidocaina topica (Pharmalife, México) en solucién al 10% en los oidos antes de ser
montada en el equipo estereotaxico tipo Kopf (Modelo 900LS, Stoelting Co., Estados

Unidos de América).

Posteriormente se procedié a la desinfeccion de la zona con yodopovidona al 10%
(Isodine, México), después se realiz6 una incision a lo largo de la cabeza con
escalpelo No. 4 y una hoja de bisturi No. 20, se retiré el periostio empleando una
legra dejando despejado los huesos del craneo. Mediante el uso de un taladro de

mano (Modelo 8782, Santul, México) se realizaron tres trépanos en las zonas
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frontal, parietal y occipital para el anclaje de un electrodo de tornillo de acero

inoxidable en cada uno.

Asimismo, se realiz6 un cuarto trepano para la colocacion de un electrodo bipolar
trenzado de profundidad en el hipocampo derecho en la zona CA1 de acuerdo con
las coordenadas estereotaxicas del atlas de Paxinos y Watson (2007), siendo estos
-4 mm anteroposterior, -2.5 mediolateral y -2.5 mm dorsoventral, tomando como
referencia la sutura de bregma, para registrar la actividad electroencefalogréfica del

hipocampo.

Adicionalmente, se colocaron dos electrodos de nicromio en los musculos de la nuca
para el registro electromiografico; y uno en la zona posterolateral de la 6rbita ocular
izquierda para el registro electrooculografico. Todos los electrodos, a excepcion del
electrodo de hipocampo, se unieron mediante un conector de 6 polos. El anclaje de
los electrodos al craneo se realiz6 empleando acrilico dental (Nic Tone, México).

6.7.2 Cuidados postoperatorios.

Inmediatamente después de que concluyd la cirugia se les administré por via
subcutanea 5 mL de solucion salina al 0.9% y 5 mL de solucion glucosada al 5%
para su rehidratacion. Se desmontaron del aparato estereotaxico y se colocaron en
cajas individuales de acrilico transparentes sobre una almohadilla de calor eléctrica
hasta que se recuperaron completamente de la anestesia. Una vez que la rata se
pudo incorporar sobre sus cuatro patas se les dio acceso libre al alimento y al agua

manteniendo las condiciones de alojamiento mencionadas previamente.

El tiempo de recuperacion fue de cinco dias, administrandoles por via subcutanea
el analgésico meloxicam (Flaxol MX, México) a una dosis de 1 mg/Kg y el antibiotico
enrofloxacina (Enroxil, México) a una dosis de 32 mg/Kg durante los primero tres
dias. Terminado este periodo se realizaron tres sesiones de habituacion cada una
con una duracion de tres horas simulando las condiciones del registro
electroencefalografico, conectando a la rata a un sistema rotatorio tipo “swivel” para

permitir su libre movimiento.
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6.7.3 Registro electroencefalografico.

A cada rata se le realizaron cuatro registros electroencefalograficos con una
duracion de 24 h cada uno, iniciando a las 1900 h y dejando un periodo de 72 h
entre ellos. Para el registro control se administr6 etanol al 10% por via
intraperitoneal en una dosis de 1 mg/Kg. Los siguientes registros correspondieron a
la administracion de melatonina (Sigma-Aldrich, México) por via intraperitoneal a las
dosis de 5, 10 y 20 mg/Kg, la cual fue disuelta en 10% del volumen final de etanol
absoluto y posteriormente se le agregé el 90% restante de solucion fisioldgica de
cloruro de sodio al 0.9%. Tanto el vehiculo como las diferentes dosis de melatonina

se administraron justo antes de iniciar el registro.

Las sefales fueron amplificadas y filtradas mediante el programa GRAEL LT System
(Compumedics, Reino Unido) las cuales comprenden el electroencefalograma, el
electromiograma y el electrooculograma. También se realizé la grabacién en video

de la actividad conductual.

El posterior analisis de los registros se realizo mediante el programa Profusion Sleep
(Compumedics, Reino Unido), dividiéndolos en épocas de 10 segundos y sefialando
cuatro diferentes etapas: vigilia, suefio de ondas lentas, suefio con movimientos

oculares rapidos y los episodios de inmovilidad.
6.8 Analisis de datos.

Se procedio a cuantificar la frecuencia de episodios y la duracion media de las
etapas de vigilia, SOL, suefio MOR vy episodios de inmovilidad de los diferentes
grupos experimentales, considerando el tiempo total (24 h) y los periodos de
luz/oscuridad (12 h/12 h). Adicionalmente, se cuantific la latencia para el primer

episodio de suefio MOR a partir del inicio del registro (1900).

6.9 Disefo estadistico.
6.9.1 Hipotesis.

H1: La melatonina exdégena aumenta la duracion total del suefio de ondas lentas y

disminuye la fragmentacién del suefio con movimientos oculares rapidos.
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6.9.2 Pruebas estadisticas.

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa SigmaPlot version 14.0
(Systat Software Inc, Estados Unidos de América) mediante un analisis de varianza
(ANOVA) de medidas repetidas y una prueba post-hoc de Dunnet. Se consider6

como diferencia significativa cuando la probabilidad fue < 0.05.
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7. LOGISTICA

7.1 Recursos humanos

Alumno tesista: Alejandro Nicolds Luna Pérez.

Responsable del trabajo: Dra. Ma. del Carmen Cortés Sanchez (directora).
Corresponsable del trabajo: Dr. José Ramén Eguibar Cuenca (co-director).

7.2 Recursos materiales

7.2.1 Alojamiento

Cajas de acrilico transparente de 6 mm de grosor con medidas de 30 cm de ancho,
45 cm de largo y 20 cm de alto, cajas individuales de acrilico transparente de 6 mm
de grosor con medidas de 24 cm de ancho, 34 cm de largo y 15 cm de alto, viruta
de madera tipo chip estéril, agua potable Ciel® (Coca Cola Co., México), alimento
balanceado para roedores (Purina Mills, 5018, Estados Unidos de América).

7.2.2 Cirugia estereotaxica

Isoflurano para uso veterinario Fluriso® (VetOne, México), rasuradora (Oster,
Estados Unidos de América), meloxicam (Flaxol MX, México), lidocaina topica
(Pharmalife, México), equipo estereotaxico tipo Kopf (Modelo 900LS, Stoelting Co.,
Estados Unidos de América), yodopovidona al 10% (Isodine, México), escalpelo No.
4, hoja de bisturi No. 20, legra, taladro de mano (Modelo 8782, Santul®, México),
electrodos de tornillo de acero inoxidable, electrodo bipolar trenzado de profundidad
de acero inoxidable, electrodos de nicromio, acrilico dental (Nic Tone, México),
solucion salina al 0.9%, solucién glucosada al 5%, almohadilla de calor eléctrica,
enrofloxacina (Enroxil, México).

7.2.3 Registros electroencefalograficos

Sistema rotatorio tipo “swivel”, etanol absoluto, melatonina (Sigma-Aldrich™,
México), programa GRAEL LT System (Compumedics, Reino Unido), programa
Profusion Sleep (Compumedics, Reino Unido).

7.2.4 Analisis estadistico

Programa Sigma Plot version 14.0 (Systat Software Inc, Estados Unidos de

América).
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7.3 Recursos financieros

Financiado por la VIEP-BUAP 2023-2024 al cuerpo académico en
Neuroendocrinologia (BUAP-CA-288), por los proyectos de investigacion con
namero COSM-SAL-17- de la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de
Posgrado de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla a favor de la Dra. Ma.
del Carmen Cortés Sanchez y los proyectos CONACyYT de Ciencia Basica con
nameros 243,247 y 243,333 a favor del Dr. José Ramon Eguibar Cuenca y la Dra.
Ma. del Carmen Cortés Sanchez, respectivamente y por los Programas Nacionales
Estratégicos del CONACyYT (PRONACES-CONACYyT) con nimero 194171.

7.4  Cronograma de actividades

7.4.1 Gréfica de Gantt

2023 2024

Actividades jun jul ago sep | oct nov dic ene feb

Habituacion
preoperatoria
Cirugia
estereotaxica
Cuidados
postoperatorios

Habituacion

Registros EEG

Calificar
registros EEG

Analisis |
estadistico
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8. BIOETICA

Todos los procedimientos descritos en este trabajo fueron realizados de acuerdo
con las pautas establecidas en la Norma Oficial Mexicana 062 (NOM-062-200-1999)
para el cuidado y uso de animales de laboratorio, y ademas siguiendo los
lineamientos de la guia de cuidado y uso de animales del laboratorio del Instituto
nacional de Salud de los Estados Unidos de América (NIH, por sus siglas en inglés).
El protocolo fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla (No. 000255).
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9. RESULTADOS.

9.1 Frecuencia de los episodios de vigilia.

Durante el periodo de oscuridad no se presentaron diferencias significativas en la
frecuencia de los episodios de vigilia con la administracion de las diferentes dosis

de melatonina probadas respecto al grupo control (véase Figura 12A).

La administracion de las tres dosis de melatonina durante el periodo de luz no
modificd significativamente la frecuencia de los episodios de vigilia (véase Figura
12B).
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Figura 12. Frecuencia de los episodios de vigilia dependiendo de los periodos luz/oscuridad. A) Durante el periodo
de oscuridad no se obtuvo un cambio significativo en la frecuencia de los episodios de vigilia con las diferentes dosis de
melatonina respecto al grupo control (P0.05). B) La frecuencia de los episodios de vigilia no se modificé significativamente
con la administracion de melatonina en diferentes dosis respecto al grupo control durante el periodo de luz (P0.05). Las
barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra
blanca el periodo de luz.

Al analizar la distribucion de la frecuencia de los episodios de vigilia a lo largo de las
24h de registro obtuvimos un incremento significativo durante el periodo que
comprende entre las 0900 h y las 1100 h con la dosis de 10 mg/Kg respecto del
grupo control (ANOVA de medidas repetidas F = 3.86, gl =5, 22, P < 0.05, seguido
de la prueba de Dunnett, g = 2.93, P < 0.05; véase Figura 13).
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Figura 13. Distribucién de la frecuencia de los episodios de vigilia en el ciclo circadiano. Se observa un incremento
en la frecuencia de los episodios de vigilia con la dosis de 10 mg/Kg respecto al grupo control entre las 0900 h y las 1100
h (*P<0.05). Los puntos representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de
oscuridad y la barra blanca el periodo de luz.

9.2 Frecuencia de los episodios de suefio de ondas lentas.

Durante el periodo de oscuridad, no se obtuvieron cambios significativos en la
frecuencia de los episodios de suefio de ondas lentas con la administraciéon de las

tres diferentes dosis de melatonina respecto al grupo control (véase Figura 14A).

Del mismo modo, al analizar la frecuencia durante el periodo de luz no se obtuvo
una diferencia significativa con las diferentes dosis de melatonina respecto al control

(véase Figura 14B).
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Figura 14. Frecuencia de los episodios de suefio de ondas lentas dependiendo de los periodos luz/oscuridad. A)
Durante el periodo de oscuridad no se obtuvo una diferencia significativa en la frecuencia con las diferentes dosis de
melatonina respecto al grupo control (P0.05). B) Durante el periodo de luz la frecuencia de los episodios de suefio de
ondas lentas no se modificé con la administracion de las tres dosis de melatonina respecto al grupo control (P0.05). Las
barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra
blanca el periodo de luz. Abreviaturas. SOL = suefio de ondas lentas.
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Figura 15. Distribuciéon de la frecuencia de los episodios de suefio de ondas lentas a lo largo de 24 h. Se present6
un aumento significativo en la frecuencia de los episodios con la dosis de 10 mg/Kg respecto al grupo control entre las
0900 hylas 1100 h (*P<0.05). Los puntos representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa
el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. SOL = suefio de ondas lentas.
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En la distribucion de la frecuencia de los episodios de SOL a lo largo de las 24h de
registro se obtuvo un incremento estadisticamente significativo con la dosis de 10
mg/Kg respecto al grupo control en el lapso de las 0900 h hasta las 1100 h (ANOVA
de medidas repetidas F =6.11, gl =5, 22, P <0.01, seguido de la prueba de Dunnett,
g = 3.31, P < 0.05; véase Figura 15).

9.3 Frecuencia de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos.

La frecuencia de los episodios de suefio MOR no se modificd con la administracion
de melatonina en diferentes dosis respecto al grupo control, tanto durante el periodo

de oscuridad (véase Figura 16A), como durante el periodo de luz (véase Figura
16B).
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Figura 16. Frecuencia de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos dependiendo de los periodos
luz/oscuridad. A) No se observaron cambios estadisticamente significativos durante el periodo de oscuridad (P0.05). B)
Durante el periodo de luz no se presentaron cambios significativos con la administracion de melatonina (P0.05). Las barras
representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca
el periodo de luz. Abreviaturas. MOR = movimientos oculares rapidos.

Asimismo, al analizar la distribucion de la frecuencia de los episodios de suefio MOR
a lo largo de las 24 h de registro en lapsos de 120 minutos podemos observar que
no se presentaron diferencias significativas con ninguna de las tres dosis de
melatonina exégena administradas al compararlas con el grupo control (véase
Figura 17).
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Figura 17. Distribuciéon de la frecuencia de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos alo largo
de 24 h. No se observaron cambios significativos en la frecuencia de los episodios entre los grupos (P0.05). Los puntos
representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca
el periodo de luz. Abreviaturas. MOR = movimientos oculares rapidos.

9.4 Duracion total de los episodios de vigilia.

La duracion total de los episodios de vigilia durante el periodo de oscuridad no se
modificé con la administracion de las diferentes dosis de melatonina tanto durante
el periodo de oscuridad (véase Figura 18A), como durante el periodo de luz (véase
Figura 18B).

Al analizar la distribucion de la duracion total de vigilia a lo largo de las 24 h
dividiendo el tiempo en intervalos de 120 min se obtuvo una diferencia significativa
en el periodo de las 0300 h a las 0500 h entre el grupo control y la dosis de 5mg/Kg
(ANOVA de medidas repetidas F = 3.96, gl =5, 22, P < 0.05, seguido de la prueba
de Dunnett, g = 3.23, P < 0.05; véase Figura 19).
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Figura 18. Duracidn total de los episodios de vigilia dependiendo de los periodos luz/oscuridad. A) La melatonina
no modificé la duracion total de los episodios de vigilia durante el periodo de oscuridad (P0.05). B) No se obtuvieron
cambios estadisticamente significativos con la administracién de las diferentes dosis de melatonina en el periodo de luz,
(P0.05). Las barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de
oscuridad y la barra blanca el periodo de luz
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Figura 19. Distribucién de laduracién total de los episodios de vigiliaen el ciclo circadiano. Se observa un aumento
significativo en la duracion total de los episodios de vigilia entre las 0300 h y las 0500 h con la dosis de 5 mg/Kg respecto
al grupo control (*P0.05), ademas de una disminucién significativa entre las 1300 h y las 1500h con la dosis de 20 mg/Kg
en comparacion con el grupo control (*P0.05). Los puntos representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra
negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz.
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Adicionalmente, se obtuvo una disminucion significativa de la duracién total de los
episodios de vigilia entre las 1300 h a las 1500 h con la dosis de 20 mg/Kg respecto
al grupo control (ANOVA de medidas repetidas F = 4.38, gl =5, 22, P < 0.05, seguido
de la prueba de Dunnett, g = 3.21, P < 0.05; véase Figura 19).

9.5 Duracion total de los episodios de suefio de ondas lentas.
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Figura 20. Duracion total de los episodios de suefio de ondas lentas dependiendo de los periodos luz/oscuridad.
A) La melatonina no modificé la duracién total de los episodios de SOL durante el periodo de oscuridad (P0.05). B) Durante
el periodo de luz la neurohormona produce un incremento en la duracion total de los episodios de SOL, siendo significativo
con la dosis de 20 mg/Kg respecto al grupo control (*P0.05). Las barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por
grupo. La barra negra representa el periodo oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. SOL = suefio de
ondas lentas.

Durante el periodo de oscuridad no se obtuvieron modificaciones en la duracion total
de los episodios de SOL con las diferentes dosis de melatonina (véase Figura 20A).
Mientras que, durante el periodo de luz se obtuvo un aumento en la duracion total
de dichos episodios, la cual es dependiente de la dosis de melatonina con una
diferencia significativa entre el grupo con dosis de 20 mg/Kg y el grupo control
(ANOVA de medidas repetidas F = 3.43, gl =5, 22, P < 0.05, seguido de la prueba
de Dunnett, g = 2.87, P < 0.05; véase Figura 20B).

En la distribucion del tiempo total de SOL a lo largo de las 24 h se obtuvo, en el
periodo de las 1300 h a las 1500 h, un aumento significativo con la dosis de 20
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mg/Kg respecto al grupo control (ANOVA de medidas repetidas F =5.11, gl =5, 22,
P < 0.05, seguido de la prueba de Dunnett, q = 3.31, P < 0.05; véase Figura 21).
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Figura 21. Distribucién de la duracion total de los episodios de suefio de ondas lentas en el ciclo circadiano. Se
observa un aumento significativo en la duracién total de los episodios de SOL entre las 1300 h y las 1500 h con la dosis
de 20 mg/Kg respecto al grupo control (*P0.05). Los puntos representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La

barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. SOL = suefio de ondas
lentas.

9.6 Duracion total de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos.

En la duracion total de los episodios de suefio MOR no se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos durante el periodo de oscuridad (véase Figura 22A),
asi como durante el periodo de luz (véase Figura 22B).

De igual forma, al analizar la distribucién de la duracion total de los episodios de
suefilo MOR a lo largo del periodo de 24 h dividiendolo en intervalos de 120 minutos
obtuvimos que todos los grupos presentan un patron muy similar, sin obtenerse
cambios significativos tras la administracion de las diferentes dosis de melatonina

respecto del grupo control (véase figura 23).
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Figura 22. Duracién total de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos dependiendo de los
periodos luz/oscuridad. A) La administracion de melatonina no modificé la duracion total de los episodios de suefio MOR
durante la fase de oscuridad (P0.05). B) No se tuvieron cambios significativos entre las diferentes dosis de melatonina
respecto al control durante la fase de luz (P0.05). Las barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La
barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. MOR = movimientos
oculares rapidos.
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Figura 23. Distribucion de la duracién total de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos en el
ciclo circadiano. No se observaron cambios significativos con ninguna de las dosis de melatonina administradas. (P0.05).
Los puntos representan la media £ E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la
barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. MOR = movimientos oculares rapidos.
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9.7 Duracion media de los episodios de vigilia.

Durante el periodo de oscuridad no se obtuvieron cambios en la duracion media de
los episodios de vigilia con las diferentes dosis de melatonina administradas

respecto al grupo control (véase Figura 24A).

Por otro lado, durante el periodo de luz, se obtuvo un cambio en la duracién media
de estos episodios que se relaciona con el aumento de las dosis administradas de
melatonina administrada, disminuyendo significativamente con la administracion de
la dosis de 20 mg/Kg respecto al grupo control (ANOVA de medidas repetidas F =
3.37,9l=5, 22, P <0.05, seguido de la prueba de Dunnett, g = 2.73, P < 0.05; véase
Figura 24B).
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Figura 24. Duracién media de los episodios de vigilia dependiendo de los periodos luz/oscuridad. A) Durante el
periodo de oscuridad no se obtuvieron cambios significativos con las dosis de melatonina administrada (P0.05). B) En el
periodo de luz se present6 una disminucion en la duracién media de los episodios de vigilia, con una diferencia significativa
con la dosis de 20 mg/Kg respecto al grupo control (*P0.05). Las barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por
grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz.
En su distribucién a lo largo de las 24 h de registro, se obtuvo que la duracion media
de los episodios de vigilia disminuy6 significativamente entre las 0900 h y las 1100
h con la dosis de 10 mg/Kg (ANOVA de medidas repetidas F =4.31, gl =5, 22, P <
0.05, seguido de la prueba de Dunnett g = 9.91, P < 0.05) y de 20 mg/Kg (ANOVA
de medidas repetidas F =4.31, gl =5, 22, P <0.05, seguido de la prueba de Dunnett,

g = 2.83, P < 0.05; véase Figura 25).
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Figura 25. Distribucion de la duracion media de los episodios de vigilia en el ciclo cirdadiano. Se observa una
disminucién significativa en la duracién media de los episodios de vigilia con las dosis de 10mg/Kg y 20 mg/Kg respecto

al grupo control (*P0.05) entre las 0900 h y las 1100 h. Los puntos representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo.
La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz.

9.8 Duracion media de los episodios de suefio de ondas lentas.

La duracion media de los episodios de SOL durante el periodo de oscuridad no se
modific6 con ninguna de las tres dosis de melatonina (véase Figura 26A). Asi
mismo, durante el periodo de luz no se obtuvieron cambios con la administracion de

melatonina en diferentes dosis respecto al grupo control (véase figura 26B).

Al analizar la distribucion de la duracién media de los episodios de SOL a lo largo
de las 24 h de registro no se obtuvieron cambios significativos entre los grupos con

melatonina respecto al grupo control en ningun periodo del dia (véase Figura 27).
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Figura 26. Duraciéon media de los episodios de suefio de ondas lentas dependiendo de los periodos luz/oscuridad.
A) La duracion media de los episodios de SOL no se modificé con la administracién de melatonina durante el periodo de
oscuridad (P0.05). B) Durante el periodo de luz no se observaron cambios significativos entre los grupos (P0.05). Las
barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra
blanca el periodo de luz. Abreviaturas. SOL = suefio de ondas lentas.
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Figura 27. Distribucion de la duracion media de los episodios de suefio de ondas lentas en el ciclo circadiano. No
se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos (P0.05). Los puntos representan la media + E.E.M. de 6 sujetos
por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. SOL =
suefio de ondas lentas.
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9.9 Duracion media de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos.
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Figura 28. Duracién media de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos dependiendo de los
periodos luz/oscuridad. A) En el periodo de oscuridad se obtuvo una disminucién de la duracion media de los episodios
dependiente de la dosis la cual fue significativa con la dosis de 20 mg/Kg respecto al grupo control (*P0.05). B) Durante
el periodo de luz no se obtuvieron cambios significativos entre los grupos (P0.05). Las barras representan la media +
E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz.
Abreviaturas. MOR = movimientos oculares rapidos.
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Figura 29. Distribucién de la duracién media de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos en el
ciclo circadiano. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (P0.05). Los puntos
representan la media = E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca
el periodo de luz. Abreviaturas. MOR = movimientos oculares rapidos.
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Durante el periodo de oscuridad se obtuvo una disminucion significativa en la
duracion media de los episodios de suefio MOR con la administracion de la dosis
de 20 mg/Kg respecto al grupo control (ANOVA de medidas repetidas F = 3.35, gl =
5, 22, P < 0.05, seguido de la prueba de Dunnett, g = 2.77, P < 0.05; véase Figura
28A). En cuanto al periodo de luz, no se observaron cambios significativos con

ninguna de las dosis de melatonina administradas (véase Figura 28B).

Al analizar la distribucién de la duracién media de los episodios de suefio MOR a lo
largo del ciclo circadiano no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos

con melatonina en diferentes dosis respecto al grupo control (véase Figura 29).

9.10 Latencia del suefio con movimientos oculares rapidos.

La latencia al primer episodio de suefio MOR no se modifico con las diferentes dosis

de melatonina evaluadas respecto al grupo control (véase Figura 30).
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Figura 30. Latencia del suefio con movimientos oculares rapidos. No se obtuvieron cambios estadisticamente
significativos entre los grupos tratados con melatoninay el grupo control (P0.05). Las barras representan la media + E.E.M.
de 6 sujetos por grupo. Abreviaturas. MOR = movimientos oculares rapidos.
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9.11 Frecuencia de los episodios de inmovilidad.

A B

20 — 20 —
o 15— o 15 -
[F] [*]
° o
8 K.
o - -
2 10 2 10
(7] [F]
= =
g 8
L 5+ 5+

0~ 0 -

0 5 10 20 0 5 10 20
| ]
Melatonina (mg/Kg) Melatonina (mg/Kg)

Figura 31. Frecuencia de los episodios de inmovilidad dependiendo de los periodos luz/oscuridad. A) No se obtuvo
un cambio en la frecuencia de los episodios de inmovilidad durante el periodo de oscuridad (P0.05). B) No se modificé la
frecuencia de los episodios de inmovilidad durante el periodo de luz con la administraciéon de melatonina en diferentes
dosis (P0.05). Las barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de
oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. El = episodios de inmovilidad.
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Figura 32. Distribucién de la frecuencia de los episodios de inmovilidad en el ciclo circadiano. No se obtuvo un
cambio significativo en la frecuencia de los episodios de inmovilidad con la administracién de melatonina exégena (P0.05).
Los puntos representan la media £ E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la
barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. El = episodios de inmovilidad.
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Durante el periodo de oscuridad no se modifico la frecuencia de los episodios de
inmovilidad con las diferentes dosis de melatonina exdgena administradas (véase
Figura 31A). Del mismo modo, durante el periodo de luz no se observé un cambio
estadisticamente significativo con la administracion de melatonina en diferentes

dosis con respecto al grupo control (véase Figura 31B).

Asi mismo, en la distribucion de la frecuencia de los episodios de inmovilidad a lo
largo de las 24h de registro no se obtuvo un cambio significativo con las diferentes

dosis de melatonina administradas respecto al grupo control (véase Figura 32).

9.12 Duracion total de los episodios de inmovilidad.
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Figura 33. Duracién total de los episodios de inmovilidad dependiendo de los periodos luz/oscuridad. A) No se
obtuvieron cambios significativos entre las diferentes dosis de melatonina y el grupo control durante el periodo de
oscuridad (P0.05). B) Durante el periodo de luz no se obtuvo un efecto significativo con la administracién de melatonina
respecto al grupo control (P0.05). Las barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra
representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. El = episodios de inmovilidad.

Durante el periodo de oscuridad los cambios obtenidos mediante la administracién
de dosis crecientes de melatonina no fuero estadisticamente significativos (véase
Figura 33A). Asimismo, durante el periodo de luz no se obtuvo un cambio
significativo entre las diferentes dosis de melatonina administradas respecto al

grupo control (véase Figura 33B).
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Figura 34. Distribucion de la duracion total de los episodios de inmovilidad en el ciclo circadiano. Se observa un
aumento en la duracién total con las dosis de 10 mg/Kg y 20 mg/Kg a partir de las 0300 h, llegando a un pico maximo
entre las 0700 hy las 0900 h, con una diferencia significativa con la dosis de 20 mg/Kg respecto al grupo control (*P<0.05).
Los puntos representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la
barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. El = episodios de inmovilidad.

Al analizar la distribucion de la duracion total de los episodios de inmovilidad a lo
largo de las 24 h de registro en intervalos de 120 min se obtuvo un incremento con
las dosis de 10 mg/Kg y de 20 mg/Kg respecto al grupo control, el cual comienza
entre las 0300 h y las 0500 h llegando a un pico maximo entre las 0700 h y las 0900

(véase Figura 34).

Durante las primeras dos horas de luz, se obtuvo un pico maximo de aumento
significativo con la administracién de melatonina con dosis de 20 mg/Kg respecto al
grupo control (ANOVA de medidas repetidas F = 3.86, gl =5, 22, P < 0.05, seguido
de la prueba de Dunnett, g = 2.93, P < 0.05; véase Figura 34).
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9.13 Duracion media de los episodios de inmovilidad.

Durante el periodo de oscuridad en los episodios de inmovilidad se obtuvo un
aumento significativo en la duraciébn media con la administracion de melatonina con
la dosis de 10 mg/Kg respecto al grupo control (ANOVA de medidas repetidas F =
3.81,gl=5, 22, P <0.05, seguido de la prueba de Dunnett, g = 3.04, P < 0.05; véase
Figura 35A).

En el periodo de luz no se modificé la duracion media de los episodios de inmovilidad
con ninguna de las dosis de melatonina administradas respecto al grupo control

(véase Figura 35B).
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Figura 35. Duracion media de los episodios de inmovilidad dependiendo de los periodos luz/oscuridad. A) Durante
el periodo de oscuridad se presentd un incremento significativo en la duracion media de los episodios de inmovilidad con
la dosis de 10 mg/Kg respecto al grupo control (*P0.05). B) No se observaron cambios significativos entre los grupos
(P0.05) durante el periodo de luz. Las barras representan la media + E.E.M. de 6 sujetos por grupo. La barra negra
representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas. El = episodios de inmovilidad.

Al analizar la duracion media de los episodios de inmovilidad a lo largo de las 24 h
de registro se obtuvo un incremento significativo con la administracion de
melatonina entre las 0300 h y las 0500 h al administrar las dosis de 10 mg/Kg
(ANOVA de medidas repetidas F = 6.16, gl =5, 22, P < 0.01, seguido de la prueba
de Dunnett g = 3.13, P < 0.05) y de 20 mg/Kg (ANOVA de medidas repetidas F =
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6.16, gl =5, 22, P <0.01, seguido de la prueba de Dunnett, g = 3.16, P < 0.05; véase
Figura 36).

Por otro lado, entre las 1500 h y las 1700 h se obtuvo una disminucién significativa
en la duracion media de los episodios con la dosis de 10 mg/Kg respecto al grupo
control (ANOVA de medidas repetidas F = 4.50, gl =5, 22, P < 0.05, seguido de la
prueba de Dunnett, g = 2.88, P < 0.05; véase Figura 36).

2.0 -
—@- 0 mg/Kg
—l- 5 mg/Kg
10 mg/Kg
1.5 — 20 mg/Kg

- -

Duracion de El (min)

OS5 ——T—7T——T7T T T T T T T T T
21 23 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
|

Tiempo (h)

Figura 36. Distribucién de la duracién media de los episodios de inmovilidad en el ciclo circadiano. Se obtuvo un
aumento significativo en la duracion media de los El durante el periodo entre las 0300 h y las 0500 h con la dosis de 20
mg/Kg respecto al grupo control (*P<0.05); asi mismo, se obtuvo una disminucion significativa en el lapso entre las 1500
hy las 1700 h con la dosis de 10 mg/Kg respecto al grupo control (*P<0.05). Los puntos representan la media + E.E.M.
de 6 sujetos por grupo. La barra negra representa el periodo de oscuridad y la barra blanca el periodo de luz. Abreviaturas.
El = episodios de inmovilidad.
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9.14 Hipnogramas

En los hipnogramas de una rata taiep podemos observar que la duracion media de
los episodios de suefio MOR es menor durante el periodo de oscuridad en el grupo
con la administracion de melatonina en dosis de 20 mg/Kg (véase Figura 37D)

respecto al grupo control (véase Figura 37A).

Asi mismo, se observa un incremento en la frecuencia de los episodios de
inmovilidad con la administracion de melatonina (véanse Figuras 37B, 37C y 37D)

respecto al grupo control (véase Figura 37A).

T T T T T 1
1900 2300 0300 0700 1100 1500 1900

Figura 37. Hipnogramas de 24 h de una rata taiep con la administracion de diferentes dosis de melatonina. A)
Grupo control. B) Administracion de 5 mg/Kg de melatonina. C) Administracion de 10 mg/Kg de melatonina. D)
Administracion de 20 mg/Kg de melatonina. Los estados del ciclo suefio-vigilia se indican en el lado izquierdo de cada
hipnograma. Abreviaturas. MOR = suefio con movimientos oculares rapidos, SOL = suefio de ondas lentas, El = episodios
de inmovilidad.
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10.DISCUSION

Uno de los principales cambios que obtuvimos fue una disminucion en la duracion
total de la vigilia con la administracion de melatonina durante el periodo de luz, con
una diferencia significativa entre las 1300 h y las 1500 h con la dosis de 20 mg/Kg
respecto al grupo control (véase Figura 19), lo cual esta asociado con un incremento
de la duracion total del SOL, tanto durante el periodo de luz (véase Figura 20), como
durante el periodo de las 1300 h a las 1500 h (véase Figura 21), siendo significativo
en ambos casos con la dosis de 20 mg/Kg. Sin que se obtuvieran cambios
significativos en la duracion total de los episodios de suefio MOR ni en los episodios

de inmovilidad.

Por otro lado, se obtuvo un ligero incremento en la frecuencia de los episodios de
vigilia y de SOL durante el periodo de oscuridad y en el periodo de luz (véanse
Figuras 12 y 14) siendo estadisticamente significativo entre las 0900 h y las 1100
con la administracion de melatonina a la dosis de 10 mg/Kg (véanse Figuras 13 y
15). Del mismo modo, se obtuvo una disminucion significativa en la duracién media
de los episodios de vigilia durante el periodo de luz con la dosis de 20 mg/Kg, asi
como durante el periodo de las 0900 h hasta las 1100 h con las dosis de 10 y 20
mg/Kg, sin que se obtuviesen cambios significativos en la duracién media de los
episodios de los episodios de SOL con ninguna de las dosis de melatonina

probadas.

Una de las funciones principales de la melatonina es su actividad cronobiética a
través de su interaccion con los receptores MT1 y MT2 localizados en mdltiples
areas del cerebro, entre las cuales destacan los nucleos involucrados en la
regulacion del ciclo suefio-vigilia (Gobbiy Comai, 2019). En humanos, la melatonina
ha demostrado tener la capacidad de reducir la latencia del suefio, asi como
incrementar la duracién total del suefio (Dollins et al., 1994). Sin embargo, en ratas
se ha mostrado el efecto contrario, disminuyendo el tiempo de SOL, asi como un
incremento del tiempo de vigilia (Descamps et al., 2009; Mendelson et al., 1980), lo
gue concuerda con los cambios observados en el presente estudio en este mutante

de tubulina.
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Estos resultados destacan el efecto cronobidtico de la melatonina, ya que su
administracion en animales nocturnos, como son las ratas, resulta en un efecto
contrario al observado en animales diurnos como en los humanos, por lo que se ha
propuesto que la melatonina no actia como promotor del suefio, sino que estimula
la activacion de los procesos fisioldgicos correspondientes a la etapa de oscuridad

en cada especie, dando lugar a un efecto soporifero en los humanos.

Sin embargo, las vias por las cuales la melatonina regula el ciclo suefio-vigilia en
los animales nocturnos aun no se han esclarecido. En afios recientes, Yang y sus
colaboradores (2021) propusieron que la produccion de oOxido nitrico en las
neuronas serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafé juega un papel relevante en el
efecto promotor de la vigilia de la melatonina en ratas, ya que al administrar
melatonina a estas neuronas en un estudio in vitro se present6 una disminucion de
la expresion de la 6xido nitrico sintasa neuronal, la cual a través de la via WNK-
SPAK/OSR-NKCC1 podria atenuar la actividad inhibitoria GABAérgica sobre el
nucleo dorsal del rafé, induciendo la vigilia durante el periodo de oscuridad (Yang et
al., 2021).

En la rata taiep se han reportado niveles elevados de 6xido nitrico, asi como de la
oxido nitrico sintasa en sus tres isoformas en el cerebelo (Leon-Chavez et al., 2006),
siendo posible que este incremento se encuentre también en otras areas del sistema
nervioso central, incluyendo los nucleos reguladores del ciclo suefio-vigilia, lo que

contribuiria a la desorganizacion de este ritmo circadiano.

Del mismo modo, el efecto cronobiotico de la melatonina observado en el presente
estudio apoya la importancia del 6xido nitrico en la regulacién del ciclo suefio-vigilia,
sin embargo, muchas areas de esta via aun permanecen inexploradas, por lo que
se propondria realizar mas estudios integrando el papel antioxidante de la
melatonina, ademéas de su efecto cronobidtico para lo cual seria deseable la

administracion cronica

Por otra parte, algunos estudios sefialan un efecto promotor del suefio en ratas y
ratones, ambos animales nocturnos, al administrar la melatonina tanto por via

intraperitoneal (Holmes et al., 1982), como de manera local en determinadas areas
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del cerebro que estan implicadas en la regulacion del ciclo suefio-vigilia, como lo
son el hipotdlamo lateral orexinérgico (Sharma et al.,, 2018) y el area preoptica
medio lateral (Mendelson, 2002). Sin embargo, cabe mencionar que estos estudios
registraron la actividad electroencefalogréfica por 4, 6 y 2 h, respectivamente, lo
cual no es suficiente para determinar el efecto de la melatonina a lo largo de un ciclo
de 24 h, dejando en incognita si el efecto se da por medio de vias homeostaticas o

por una regulacion circadiana.

Dada esta discrepancia entre los diversos estudios, y ya que aun se desconocen
muchas de las vias que activa la melatonina al interactuar con sus receptores en las
diversas éreas del cerebro involucradas con la regulacion del ciclo suefio-vigilia. Por
lo que es necesario seguir investigando su mecanismo de accion tanto en modelos
animales, como a nivel celular y molecular, con la finalidad de tener una mejor
comprension de su uso y beneficio en el tratamiento de las diversas patologias del

sueno.

Otro cambio que debemos destacar con la administracion de melatonina es el
incremento en la duracion total de los episodios de vigilia desde las 0300 h hasta
las 0500 h que fue estadisticamente significativo con la administraciéon de
melatonina a la dosis de 5 mg/Kg (véase figura 19), lo que es coincidente con el
pico de produccién endégena de melatonina (Tordjman et al., 2017). Con las dosis
de 10 y 20 mg/Kg se obtuvo un ligero incremento respecto al grupo control, lo cual
nos lleva a considerar que pueda existir un proceso de desensibilizacién e
internalizacién de los receptores de melatonina MT1 y MT2 debido a la posible

saturacion de estos con las dosis mas altas empleadas en esta tesis.

Se ha establecido que la exposicion prolongada de los receptores MT1 y MT2 a
melatonina conlleva a la abolicion de la cascada de sefializacion inducida por estos
receptores, evitando la inhibicién de la produccion de monofosfato de adenosina
ciclico (MacKenzie et al., 2002), esto a través del reclutamiento de la B-arrestina y

su posterior endocitosis de los receptores (Bondi et al., 2008; Gerdin et al., 2003).

En un estudio realizado por Gerdin y colaboradores (2004) se obtuvo que la

recuperacion de los receptores MT2 disponibles para su interaccion con un agonista
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después de su internalizacion requeria al menos 8 horas (Sherin et al., 1998), lo que
podria explicar por qué el efecto obtenido con la dosis de 20 mg/Kg sobre la duracion
total de los episodios de vigilia y de SOL se present6 hasta 10 horas después del
aumento en la duracion total de la vigilia inducido con la dosis de 5 mg/Kg.

Por otra parte, en este mismo estudio se sefiala que la cantidad de receptores
recuperados posterior a su internalizacién era mayor con la administracion de 0.3
nM de melatonina que, con la administracién de 10 nM, lo que sugiere que dosis
altas de melatonina sefializan los endosomas para su degradacion. Mientras que,
dosis mas bajas permiten la recuperacion de los receptores (Sherin et al., 1998),
pudiendo ser esta la raz6n de que se presentara un aumento significativo en la
frecuencia de los episodios de vigilia y de SOL con la administracion de 10 mg/Kg

de melatonina, pero no con la administracion de 20 mg/Kg.

Cabe mencionar que se desconoce si existe un proceso similar con los receptores
MT1, y considerando que la distribucion de ambos receptores varia entre los
diferentes nucleos cerebrales que regulan el ciclo suefio-vigilia. De hecho, se ha
asociado a los receptores MT1 con el suefio MOR y a los receptores MT2 con el
SOL (Gobbi y Comai, 2019). Es importante destacar la necesidad de profundizar
sobre los efectos de la melatonina a diferentes dosis, asi como el proceso de
saturacion, internalizacion y recuperacion de sus receptores MT1y MT2, lo que nos
permitiria tener una mejor comprension del uso farmacoldgico de la melatonina, asi

como de los agonistas selectivos para cada receptor.

En la latencia del suefio MOR no se obtuvieron cambios significativos con ninguna
de las dosis de melatonina administradas; asi como en la duracion total de los
episodios del suefio MOR tanto durante el periodo de oscuridad y en el periodo de
luz (véase Figura 22), como al analizar su distribucion a lo largo de las 24 h de
registro (véase Figura 23). Sin embargo, se obtuvo una tendencia a incrementar la
frecuencia durante el periodo de oscuridad y de luz (véase Figura 16), asi como una
disminucion significativa en la duracion media de los episodios de sueiio MOR con
la administracion de 20 mg/Kg de melatonina durante el periodo de oscuridad (véase

Figura 28), lo que nos indica la alteracion del circuito que regula el suefio MOR, sin
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gue se vea afectado el tiempo total de este, asi como la latencia al primer episodio
de suefio MOR.

Por otro lado, obtuvimos una tendencia a incrementar la duracion total, la frecuencia
y la duracion media de los episodios de inmovilidad que comienza con el pico de
produccion enddgena de melatonina a las 0300 h con las dosis de 10mg/Kg y 20
mg/Kg, con una diferencia significativa en la duracion total durante las dos primeras
horas de luz (véase Figura 34) y en la duracibn media durante el periodo de

oscuridad (véase Figura 35) y entre las 0300 h y las 0500 h (véase Figura 36).

Es importante mencionar que la narcolepsia presenta mdultiples alteraciones
asociadas al suefio MOR, como lo son la paralisis del suefo, las alucinaciones
hipnopdmpicas y la cataplejia, considerando esta ultima como eventos repentinos
de suefio MOR que interrumpen la vigilia, debido a la similitud que existe entre
ambos eventos tanto en sus caracteristicas conductuales como en la actividad

electroencefalogréfica presentada (Thorpy et al., 2024).

De hecho, la suma del tiempo total de suefio MOR y el tiempo total de episodios de
inmovilidad presentados en la rata taiep da una duracién similar al tiempo total de
suefio MOR presentado en ratas Sprague-Dawley (Cortés. et al., 2011), por lo que
se propone que la administracion de melatonina esta actuando mediante las mismas
vias neuronales para inducir el aumento en la fragmentacion del suefio MOR vy el
incremento en la duracién total, la duracién media y frecuencia de los episodios de
inmovilidad, principalmente a través de su interaccion con los nucleos que regulan

el suefio MOR.

Uno de los principales nacleos que participa en la regulacion del suefio MOR es el
locus coeruleus, cuyas neuronas noradrenérgicas expresan receptores MT1 (Gobbi
y Comai, 2019), por lo cual se ha producido un creciente interés sobre el efecto de
la melatonina y de los agonistas selectivos de los receptores MT1 y MT2 sobre
dichas neuronas, sin embargo, esta interaccion aun no se ha esclarecido en su
totalidad.
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En un estudio realizado en ratas Sprague-Dawley se mostrd que la administracion
de un agonista selectivo de los receptores MT1 por via subdérmica producia la
inhibicién de la actividad de las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus,
induciendo un incremento en la duracién total del suefio MOR (Lépez-Canul et al.,
2024).

Asi mismo, en perros narcolépticos se ha descrito que la ausencia de la actividad
de las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus durante los episodios de
cataplejia (Wu et al., 1999); ademas de un incremento en la expresion de los
receptores oaz-adrenérgicos en el ndcleo ya mencionado que induce una

autoinhibicién de las neuronas noradrenérgicas (Fruhstorfer et al., 1989).

En ratas taiep, la administracion los agonistas de los receptores az-adrenérgicos
clonidina y xilacina produce un incremento en la frecuencia de los episodios de
inmovilidad, mientras que la administracion de yohimbina o idazoxan, antagonistas
de dichos receptores, disminuye su frecuencia (Eguibar et al., 2006). Dicho esto, es
necesario sefalar que, aunque aun se requieren mayores estudios sobre los efectos
de la melatonina con sus receptores MT1 en el locus coeruleus, los resultados de
este estudio indican que esta interaccion produce una inhibicién de las neuronas
noradrenérgicas que altera la regulacion del suefio MOR y aumenta la frecuencia y

duracion de los episodios de inmovilidad.

Por otra parte, es necesario sefalar la importancia del sistema dopaminérgico en la
regulacion de los eventos de cataplejia, ya que, tanto en la rata taiep como en los
perros narcolépticos se presenté un incremento en los episodios de inmovilidad o
cataplejia, respectivamente, con la administracion de quinpirol, un agonista
selectivo de los receptores D2 y D3, mientras que la administracion de antagonistas
de estos receptores produce el efecto contrario (Eguibar et al., 2010; Reid et al.,
1996).

Se ha sefialado que el area tegmental ventral participa en la promocion del suefio
MOR, ya que la activacion de las neuronas dopaminérgicas de este nucleo inhibe a
la amigdala basolateral a través de su interaccion con los receptores D2, lo cual

induce episodios similares a la cataplejia en ratones no narcolépticos durante la
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vigilia (Zhang et al., 2022). Aunado a esto, en un estudio realizado en ratas Sprague-
Dawley se mostro que la administracion sistémica de agomelatina, un agonista de
los receptores MT1 y MT2, producia un incremento en la actividad de las neuronas

dopaminérgicas del area tegmental ventral (Chenu et al., 2013).

Dicho esto, proponemos que la melatonina, a través de su interaccion con los
receptores MT1 y MT2 expresados en el area tegmental ventral incrementa la
actividad neuronal dopaminérgica de dicho nucleo inhibiendo a la amigdala
basolateral, produciendo un incremento en los episodios de inmovilidad y una

fragmentacién del suefio MOR.

Cabe sefalar que se requieren mas estudios para establecer la conexion entre la
melatonina y los sistemas monoaminérgicos en la regulacién del suefio MOR y los
episodios de cataplexia. Sin embargo, dados los resultados del presente trabajo se
propone enfocar futuros proyectos en el papel del area tegmental ventral
dopaminérgico y del locus coeruleus noradrenérgico sobre el efecto de la
melatonina y la regulacion de los trastornos del suefio MOR, como lo esta la

narcolepsia con cataplejia.

11.CONCLUSIONES

1. Enlas ratas taiep macho adultas la melatonina en dosis de 5 mg/Kg incrementa
la duracién total de la vigilia entre las 0300 y las 0500; mientras que, la dosis
de 20 mg/Kg disminuye la duracion total de la vigilia e incrementa el suefio de
ondas lentas entre las 1300 y las 1500.

2. La administracién de melatonina en dosis de 20 mg/Kg en ratas taiep macho
adultas incrementa la duracion total entre las 0700 y las 0900, asi como la
duracion media entre las 0300 y las 0500 de los episodios de inmovilidad.

3. La administracion de melatonina exdégena en dosis de 20 mg/Kg disminuyo la
duracion media de los episodios de suefio con movimientos oculares rapidos
durante el periodo de oscuridad.
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