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1. RESUMEN

La narcolepsia es un trastorno del suefio que se caracteriza por hipersomnolencia
diurna, cataplejia, paralisis del suefio y una corta latencia al suefio con movimientos
oculares rapidos (MOR). El desarrollo de la enfermedad es debido principalmente a
la muerte de neuronas orexinérgicas del hipotalamo lateral. Las orexinas son
neuropéptidos que modulan la regulacion del suefio-vigilia, las emociones, la
recompensa y la regulacion de la energia. La importancia de las orexinas en la
regulacion del ciclo suefo-vigilia se destaca porque se sabe que la deficiencia en la
sefalizacion de las orexinas produce un fenotipo narcoléptico en humanos, en
perros narcolépticos y en roedores modificados genéticamente para carecer de
orexinas o sus receptores. De manera relevante, el cuadro de narcolepsia es mas
severo en cuanto a la sintomatologia en los ratones carentes del receptor tipo 2 a
orexinas que el que se presenta en los ratones carentes del gen para el receptor

tipo 1.

Durante los episodios de inmovilidad, la actividad eléctrica de la corteza
cerebral estd desincronizada y el hipocampo muestra ritmo theta, parametros que
son iguales a los que se presentan en el suefio MOR y es similar a lo reportado en
los pacientes con narcolepsia-cataplejia. Por lo anterior se ha propuesto a la rata
taiep como un modelo de esta patologia del suefio. En el caso de los humanos con
narcolepsia se han descrito dos tipos. La narcolepsia tipo 1, en la que el sujeto
presenta cataplejia y niveles de orexina menores <110 pg/mL en liquido
cefalorraquideo (LCR). Por otra parte, en la narcolepsia tipo 2 no se muestra

cataplejia y los pacientes tienen niveles normales de orexinas en el LCR.

El objetivo de este proyecto fue el de analizar a través de un estudio
inmunohistoquimico la presencia de neuronas orexinérgicas y su distribucion en el
cerebro de las ratas taiep a distintas edades y compararlas con sujetos sanos: ratas

Sprague-Dawley.




Se emplearon cerebros perfundidos de ratas Sprague-Dawley (SD) y taiep macho
de 3, 6, 9y 12 meses de edad, cuatro. Se realizaron cortes histolégicos cerebrales
de 40 uM de espesor en la regidn del hipotalamo y se realizé la inmunohistoquimica
contra orexina-A para la inmunotincion de las neuronas orexinérgicas. Se realizo un
conteo de las neuronas marcadas tomando como referencias anatomicas para

localizar el hipotadlamo lateral, el fornix, el 11l ventriculo y el &rea perifornical.

Los resultados muestran que el promedio de neuronas orexinérgicas
inmunomarcadas disminuye con la edad en ratas SD, sin embargo, en ratas taiep,
el promedio aumenta a los 6 meses, seguido de un decremento a los 9 meses de
edad, sin que sean significativas estas diferencias. No se obtuvieron diferencias
significativas entre el nimero de neuronas orexinérgicas de la rata taiep y las

controles SD.

Dado que la narcolepsia es una enfermedad autoinmune y, considerando que
los episodios de inmovilidad muestran un pico entre los 8 y 9 meses de edad en la
rata taiep y luego decrecen sin cambios en la densidad de neuronas orexinérgicas,
sugiere la participacion de mecanismos compensadores a pesar del proceso de
desmielinizacion progresiva en este mutante de mielina, con similitudes con las

adenoleucodistrofias, considerando la mutacion que tienen en la tubulina tipo p4.

En conclusion, este estudio muestra que la rata taiep es un modelo de
narcolepsia tipo 1, con un nimero normal de neuronas productoras de orexinas en
el hipotadlamo las cuales presentan episodios de inmovilidad similares a la cataplejia
humana y canina, y a los arrestos motores en los ratones manipulados

genéticamente.

Estudios farmacologicos ulteriores seran fundamentales para determinar el
rol de las orexinas en el ciclo suefo-vigilia y en los episodios de inmovilidad en este

mutante de mielina.

10



2. INTRODUCCION

2.1 Ritmos bioldgicos

Los organismos vivos presentan actividades biologicas ciclicas a lo largo del tiempo
y con una periodicidad definida. Los ritmos biolégicos son oscilaciones de una
variable biolégica que son generados por el denominado reloj biolégico, que se
encuentra localizado en el sistema nervioso central (SNC; Garcia y cols., 2011). Es
el nucleo supraquiasmatico, localizado en el hipotalamo anterior por arriba del
quiasma oOptico, el principal oscilador que coordina los ritmos bioldgicos de la

fisiologia y el comportamiento (Klein y cols., 1991).
Los ritmos biologicos se dividen en:

- Ultradianos: Duran menos de 24 horas y suelen ser independientes de
factores geofisicos. Influyen en diversas conductas animales, tales como

alimentacion, movimiento y exploracion (Rivkees, 2007).

- Infradianos: El periodo es mayor a 24 horas, éstos pueden agruparse segun
dependan o no del periodo geofisico, asi, existen ciclos que siguen las fases
lunares, el movimiento de la Tierra, etc. Un ejemplo de ritmo infradiano es el ciclo
menstrual en las mujeres, que acontece cada 28 dias aproximadamente (Haus y
Smolensky, 2006), otro ejemplo es la hibernacibn que experimentan algunos
animales, el cual es un estado de inactividad y decremento del metabolismo que

puede durar varios meses.

- Circadianos: Siguen un ciclo aproximado de 24 horas. Son enddgenos y
permanecen en equilibrio con los ciclos ambientales externos. El mas conocido es
el ciclo suefo-vigilia (Haus y Touitou, 1992).

2.2 Ciclo sueio-vigilia

El suefio y la vigilia son dos procesos fisioldgicos que siguen un patrén biolégico

circadiano, es decir, cercano a las 24 horas, debido al giro de la Tierra sobre su
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propio eje. El suefio, fendmeno durante el cual se incrementa el umbral para percibir
estimulos del medio externo, alterna ciclicamente con un periodo de vigilia o estado

de alerta, constituyendo el ciclo suefio-vigilia.

Aunque los mecanismos fisiolégicos del suefio y la vigilia estan
interrelacionados, se sabe que existen diferencias evidentes en el procesamiento
cerebral activo y los sistemas neuroquimicos especificos involucrados en ambos

estados cerebro-mentales (Schwartz y Roth, 2008).

El electroencefalograma es el registro de las oscilaciones que muestran la
actividad eléctrica cerebral, la cual se origina por los potenciales de accién y los
potenciales postsinapticos excitatorios e inhibitorios de las neuronas de la corteza
cerebral; se obtiene por medio de electrodos que se sitdan en la superficie del cuero
cabelludo en humanos o a través de electrodos superficiales en animales durante
la vigilia, el suefio o durante otras actividades. Se registran ondas de diferente
morfologia, amplitud y frecuencia dependiendo de la zona cerebral del registro como

son: la corteza frontal, la parietal, la occipital, etc. (Da Silva, 2009).

A partir de registros del electroencefalograficos (EEG), se pueden diferenciar
las distintas etapas del ciclo suefio-vigilia con base en la frecuencia de las ondas

cerebrales (Figura 1).
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A » Ondas beta (12-30 Hz) B *» Ondas alfa (8-13 Hz)

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 00 0.2 04 0.6 0.8 1.0
C » Ondas theta (4-8 Hz) D » Ondas delta (0-4 Hz)
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 00 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Figura 1. Tipos de ondas cerebrales en un registro electroencefalogréafico en el humano. En A) se muestra la frecuencia
de las ondas beta, que oscila entre 12-30 Hz. B) Las ondas alfa oscilan entre 8-13 Hz, éstas son mas lentas y de mayor
amplitud que las beta. C) Las ondas theta son ondas de mayor amplitud y menor frecuencia que van desde los 4 hasta los 8
Hz. D) La frecuencia de las ondas delta oscila entre 0 y 4 Hz, son las ondas de mayor amplitud y de menor frecuencia.
Modificado de Abhang y cols., 2016.

La polisomnografia es una prueba que se realiza para el estudio del ciclo
suefo-vigilia, la cual incluye registros de diferentes variables como la actividad
cerebral por medio de electroencefalografia, la actividad ocular por medio de
electrooculografia (EOG) y la actividad muscular a través de la electromiografia
(EMG); también pueden registrarse las actividades cardiaca y respiratoria, los
movimientos respiratorios, la pusioximetria y los movimientos de las extremidades.
Gracias al empleo de esta técnica en el humano, el ciclo suefio-vigilia se ha dividido
en tres etapas: la vigilia, y dos fases principales del suefio, a saber, el suefio de

ondas lentas (SOL), y el suefio con movimientos oculares rapidos (MOR).

2.2.1 El estado de vigilia

La vigilia es un estado cerebral de conciencia recurrente, en el que el individuo se
involucra con el ambiente externo realizando respuestas conductuales y cognitivas
como la alimentacion, la comunicacion, la ambulacion, etc. La vigilia se mantiene
por la actividad de varios nacleos que van desde el tallo cerebral (bulbo raquideo y
puente), hasta la base del cerebro anterior. Las estructuras cerebrales que
promueven la vigilia son: la formacion reticular, que contiene neuronas que

proyectan hacia distintos ndcleos y estos usan como transmisores aminas
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biogénicas, péptidos y acetilcolina (Brown y cols., 2012). El talamo, que libera
glutamato en sus terminales sinapticas; el locus coeruleus, nucleo principal que
contiene neuronas noradrenérgicas, las cuales liberan adrenalina y noradrenalina;
los nucleos del rafé, que liberan la serotonina, el area ventral tegmental, que libera
dopamina; el nucleo tuberomamilar, que libera histamina y el cerebro basal anterior
donde destaca el nacleo basal de Meynert, que libera acetilcolina (Saper, 1987;

Saper y cols., 2001)

A partir de la década de los 90’s del siglo pasado, se describid, por dos grupos
diferentes de investigadores, a los péptidos denominados como orexinas por
Sakurai y su grupo de investigadores (1998), e hipocretinas por el grupo de De

Lecea y sus colaboradores (1998).

Las orexinas son producidas por unas 10.000 a 20.000 neuronas localizadas
en la region del hipotalamo lateral (Green, 2011; Schatzberg y Debattista, 2019). La
activacion de las orexinas desencadena la vigilia, mientras que los bajos niveles de
orexina que suceden en la noche, conducen al suefio (Diniz Behn y cols., 2008).
Estos neuropéptidos son producidos por un reducido grupo de neuronas
hipotalamicas (Moore, 2003; Saper y cols., 2005; Figura 2).

El nacleo paraventricular del talamo, el ndcleo arcuato, el locus coeruleus,
los nucleos del rafé dorsal y el nacleo tuberomamilar, son estimulados por las

orexinas, activando a los grupos de neuronas que promueven la vigilia.
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: Nucleo

tuberomamiliar
ESSSSTOE—

Area ventral tegmental

Figura 2. Nacleos involucrados en el ciclo suefio-vigilia los cuales son activados por las neuronas orexinérgicas. En
la vigilia, la corteza cerebral se activa presentando actividad tipo B. Las neuronas orexinérgicas se encuentran solamente en
el hipotalamo lateral, sin embargo, proyectan a todo el sistema nervioso central. Entre sus funciones, las orexinas promueven
la vigilia, inervando y excitando diferentes regiones cerebrales que impulsan la atencién, que incluyen al locus coeruleus y a

los nacleos del rafé.

En la formacion reticular se concentran las vias de proyeccion que se dirigen
hacia el tdlamo y la corteza cerebral, a este sistema se le conoce como sistema
activador reticular ascendente (SARA; Moruzzi y Magoun, 1949). La vigilia se
mantiene gracias a que el SARA se activa, el cual forma parte del tallo cerebral y
produce una reaccion de despertar en la corteza cerebral al ser estimulado (Brown
y cols., 2012; Harris, 2005; Schwartz y Kilduff, 2015). El SARA esté situado en el
tronco cerebral y esta conformado por un conjunto de neuronas de gran tamafio. El
SARA recibe dos tipos de aferencias sensoriales, y va a la corteza cerebral para

mantener el estado de vigilia (Magoun, 1952).
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El registro electroencefalografico de un ser humano en vigilia y con los ojos
abiertos es desincronizado, presentando ritmo  predominantemente, en un rango
de 12-30 Hz, actividad eléctrica de alta frecuencia y de baja amplitud (Moore, 2007)
y reflejando diferencias en el tiempo del procesamiento cognitivo, motor y de las

funciones perceptivas (Fuller y cols., 2006).

2.2.2 El estado de sueiio

En los seres humanos, el suefio es el principal periodo de quietud con una conducta
especifica, el cual es un estado biolégico que se caracteriza por adoptar una postura
especie-especifica de reposo con los ojos cerrados en los seres humanos y en la
mayoria de los mamiferos. Es un estado facilmente reversible, lo cual lo diferencia
de estados patolégicos como son el coma o el estupor (Vassalli y Dijk, 2009). El
suefo se define en funcién de la conducta del individuo y de los cambios fisiol6gicos
que ocurren en los diferentes estados de actividad cerebral (Chokroverty, 2011).
Durante el suefio se presentan cambios en la actividad respiratoria, en el ritmo
cardiaco, la temperatura corporal, entre otras variables fisiol6gicas. Existen dos
tipos de suefio en el ser humano: el suefio de ondas lentas (SOL), y el suefio con
movimientos oculares rapidos (MOR; Manni, 2005).

2.2.2.1 El suefio de ondas lentas
En el humano, el suefio de ondas lentas (SOL) no es un proceso homogéneo, sino
que se organiza ciclicamente en distintas fases, cada una se caracteriza por
acontecimientos identificables asociados con cambios somaticos y patrones del
EEG que los caracteriza (Rodenbeck y cols., 2006). En 1968, Rechtschaffen y Kales
dividieron ese estadio del suefio en cuatro fases y las dos ultimas representaban el
suefio de ondas lentas. Sin embargo, en 2007, la Academia Americana de Medicina
del Suefio (AASM, de sus siglas en inglés) redujo esa subdivision del SOL a tres, al
fusionar entonces los estadios 3y 4 en una sola fase (Mosery cols., 2009). El suefio
de ondas lentas se divide entonces en tres estadios, N1, N2 y N3. La etapa N1, es

un estado de transicion desde la vigilia al suefio, caracterizado por la pérdida de la
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actividad alfa y la aparicion de ondas de frecuencia mixta: beta de 12-30 Hz en el
EEG con actividad en la banda de frecuencia theta (4-8 Hz). La etapa N1 progresa
hacia la segunda fase, N2, que se caracteriza porque el EEG muestra husos de
suefilo prominentes, con una frecuencia de 12 a 15 Hz y los complejos K.
Finalmente, la etapa N3, la del suefio profundo, donde el EEG muestra ondas de
baja frecuencia y alta amplitud, de 0 a 4 Hz (Shrivastava, 2014).

Se ha descrito que en el suefio de ondas lentas se activan las neuronas del
nacleo ventrolateral predptico del hipotalamo (Hofman y Talamini, 2015). Las
neuronas del ndcleo ventrolateral predptico liberan el neurotransmisor acido y-
aminobutirico (GABA), el cual es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso central (Sheriny cols., 1998). Al activarse este nucleo, disminuye la funcién
de los nudcleos activadores de la vigilia, iniciandose asi la transicion hacia el suefio
de ondas lentas (Saper y cols., 2005). Interviene también la inactivacion de los
nudcleos serotoninérgicos del nucleo del rafé dorsal del tronco cerebral, el nicleo del
fasciculo solitario y del prosencéfalo basal (Moore, 2003). Se desactiva el sistema
reticular activador ascendente, lo cual permite la aparicion de los ritmos talamo-
corticales por la inhibicion de las fibras sensoriales ascendentes (Figura 3). El SOL
también se caracteriza por una relajacion de la musculatura corporal, esto es
hipotonia; asi como una disminucién de la frecuencia cardiaca, de la presion
sanguinea, de la temperatura corporal y de la actividad cerebral de manera
progresiva (Dijk, 2009).
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Talamo

Prosencéfalo basal | |Area predptica del hipotilamo | | Hipotdlamo lateral Hipotalamo posterior
(ACh (+)) (GABA () (Orx (+)) (H®)

Tronco encefilico Tronco encefilico Tronco encefilico
(ACh (+), Glu (+)) (NE (+)) (5-HT ()

Figura 3. Estructuras y vias responsables de la activacion del suefio de ondas lentas. La excitacién talamo-cortical se
genera mediante un conjunto de proyecciones ascendentes desde el tronco cerebral rostral, el hipotadlamo y el prosencéfalo
basal (flechas rectas). Estas proyecciones ascendentes, estan relacionadas con la activacién, emplean los neurotransmisores
acetilcolina (ACh), glutamato (Glu), norepinefrina (NE), serotonina (5HT), histamina (H) y orexina (Orx). Las neuronas que
promueven el suefio en el area preoptica liberan acido y-aminobutirico (GABA) y forman los circuitos reciprocos inhibidores

con sistemas de excitacion hipotalamica (flechas curvas). Modificado de Rosenwasser, 2009.

2.2.2.2 El suefio con movimientos oculares rapidos (MOR)
En el transcurso de una noche, el suefio de ondas lentas alterna con el suefio con
movimientos oculares rapidos cada 90 minutos en el humano, mientras que en la
rata ambas etapas alternan cada 10 a 13 minutos (Trachsel y cols., 1991; Vivaldi y
cols., 1994; Datta y Hobson, 2000). Sin embargo, en cada ciclo se alarga la duracién
del suefio MOR desde 5 a 7 minutos respecto del primer episodio, hasta alcanzar
los 30 minutos 0 mas antes de despertar (Peraita-Adrados, 2005; McCarley, 2007).

Este se caracteriza por presentar episodios de movimientos oculares rapidos
(MOR), atonia muscular, ademas de una actividad cortical desincronizada con una
frecuencia de 12-30 Hz registrada en el EEG. De tal forma que durante el suefio
MOR el EEG muestra ondas cerebrales rapidas y desincronizadas, de baja
amplitud, 100-150 v, y alta frecuencia, actividad rapida similar a la vigilia pero con
atonia muscular, por lo que también se le conoce como suefio paradojico (Jouvet,
1965). El suefio MOR ocurre por activacion inicial sobre el nucleo reticular pontis

oralis, cuyo estimulo se propaga a los nucleos tegmentales pedunculo-pontinos y
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latero-dorsales y regresa nuevamente a la corteza cerebral (Sanford y cols., 2003).
Durante el suefio MOR la frecuencia cardiaca y la respiratoria son irregulares, y la
temperatura corporal no esta regulada (Ramay cols., 2005).

2.3 El ciclo sueio-vigilia en la rata como modelo experimental

Un modelo animal comun en investigaciones acerca del ciclo suefio-vigilia, es la
rata. Este animal es polifasico, es decir, tiene periodos de vigilia relativamente

breves que se intercalan con episodios de suefio.

En la rata, el registro electroencefalografico durante la vigilia se caracteriza
por una actividad desincronizada, con ondas de alta frecuencia y baja amplitud en
el rango beta de 12-30 Hz, presentando actividad muscular y ocular segun la

actividad que esté realizando el animal.

El suefio en la rata se ha clasificado en: suefio de ondas lentas (SOL) y suefio
MOR.

1. Suefio de ondas lentas. En el EEG, el SOL esta caracterizado por ondas
delta de alta amplitud y baja frecuencia (de 0-4 Hz). El animal presenta
hipotonia muscular, regularidad en la frecuencia respiratoria y cardiaca,
ademas de poseer una postura caracteristica de descanso.

2. Suefio MOR. Se observan ondas rapidas de alta frecuencia y baja amplitud
similares a las que se presentan en la vigilia, con actividad beta en corteza
cerebral y theta en el hipocampo (de 4-8 Hz). En el suefio MOR, la rata
presenta ausencia de tono muscular y contracciones musculares paroxisticas
acompafiadas de movimientos oculares rapidos conjugados y ritmos

cardiaco y respiratorio irregulares (Jouvet, 1969).

2.4 Regulacion de la vigiliay el suefio

La organizacion ritmica de la que depende la duracion de cada una de las fases y
del ajuste al ciclo geofisico, esta controlada por el hipotalamo y por estructuras
relacionadas a éste, como el nucleo supraquiasmatico (Moore, 2007).
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En el tronco cerebral, diencéfalo y prosencéfalo basal, existen centros cuya
influencia es contrapuesta sobre el tAlamo y la corteza cerebral; cuando predomina
el sistema activador reticular, el individuo esta en vigilia, alerta, y cuando su
influencia decae, los sistemas inhibidores inducen el estado de suefio (Guyton,
2011). Los mismos sistemas de excitacion que son inhibidos por las neuronas
promotoras del suefio también sirven para interrumpir estos procesos de suefio y

revertir a un estado de vigilia (Saper y cols., 2005).

Las transiciones fisiologicas entre la vigilia y el suefio estan reguladas por un
componente circadiano y otro homeostéatico (Gvilia, 2006). El factor homeostatico
se refiere a una mayor propension a la somnolencia con periodos anteriores mas
largos de vigilia; mientras que el factor circadiano se refiere a variaciones en el
estado de alerta fisiolégico que varia ciclicamente con la hora del dia; asi, el
componente homeostatico favorece el suefio y el circadiano induce el estado de
vigilia (Chokroverty, 2010; véase Figura 4). En forma homeostética, la vigilia
prolongada promueve la generacion del suefio; el nucleo predptico medio (MnPN,
por sus siglas en inglés) y el area preoptica ventrolateral (vVIPOA, por sus siglas en
inglés), contienen neuronas activadoras que exhiben mayores descargas durante el
suefio, en comparacion cuando el sujeto se encuentra despierto (Schwartz y Roth,
2008).
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Figura 4. Alternancia entre la vigilia y el suefio por 2 procesos: homeostatico (proceso H) y circadiano (proceso C).
El proceso H representa la carga de suefio, y esta determinado por la secuencia temporal de estados del comportamiento. El
proceso H aumenta durante el despertar y disminuye a medida que se produce el suefio. Por el contrario, el proceso C esta
controlado en su totalidad por el nicleo supraquiasmatico (SCN), el marcapasos circadiano, independientemente del estado
conductual. La linea continua representa el curso resultante del nivel de alerta en funcion del tiempo durante el dia. Modificado
de Habbal y cols., 2009.

Algunas investigaciones indican que las neuronas del nacleo predptico medio
(MnPN) y del area predptica ventrolateral (vIPOA) funcionan para promover el suefio
de ondas lentas a través de la modulacion inhibitoria descendente de los sistemas
de excitacion localizados en el hipotalamo posterior y el tronco encefalico
(Chokroverty, 2010).

La adenosina, un nucleosido de purina, es una de las moléculas involucradas
en la regulacidon homeostética del suefio; diversos estudios han planteado la
hipétesis de que ésta molécula promueve el suefio (Radulovacki y cols., 1984;
Strecker y cols., 2000), inhibiendo los sistemas activadores y estimulando los
sistemas generadores de suefio, fungiendo como un modulador de la somnolencia.

Durante la vigilia, la adenosina extracelular se acumula selectivamente en el

21



prosencéfalo basal y en la corteza cerebral, promoviendo la transicion de la vigilia
hacia el suefio de ondas lentas mediante la inhibicion de la vigila (Strecker y cols.,
2000). Esta relacion no es evidente en otras regiones del cerebro, lo que sugiere
que la adenosina actia como un somnifero local justo en la region del prosencéfalo

basal (Saper y cols., 2005).

2.4.1 Principales neurotransmisores involucrados en la regulacion del

ciclo suefo-vigilia

Dentro del tallo cerebral y el hipotalamo existen poblaciones de neuronas que
promueven la vigilia mediante la accion de diferentes neurotransmisores como son

la noradrenalina, la serotonina, la histamina o la orexina (Franco y cols., 2012).

2.4.1.1 Noradrenalina
Se sabe que el locus coeruleus es el principal nucleo noradrenérgico de
proyecciones eferentes a la mayoria de las estructuras del cerebro anterior (Aston-
Jonesy Bloom, 1981). Estas neuronas muestran una tasa de disparo mayor durante
la vigilia en comparacién al SOL y en el suefio MOR una tasa de disparo
practicamente nula (Aston-Jones y Bloom, 1981; Takahashi y cols., 2010).

2.4.1.2 Serotonina

Es un neurotransmisor sintetizado en las neuronas serotoninérgicas en el sistema
nervioso central (Dahlstrom y Fuxe, 1964). Las neuronas serotoninérgicas estan
distribuidas en los nucleos del rafé, que son grupos de neuronas que se extienden
a lo largo del tallo cerebral y proyectan a diferentes regiones del cerebro.
Investigaciones realizadas en gatos y ratas muestran que la tasa de disparo de las
neuronas serotonérgicas y la concentracion de serotonina extracelular en el rafé
dorsal es mas alta durante la vigilia disminuyendo progresivamente a lo largo del
SOL y del sueiio MOR (Urbain y cols., 2006; Monti, 2010).

2.4.1.3 Histamina
Es una molécula derivada de la histidina. Las neuronas histaminérgicas en el

cerebro de mamiferos se encuentran en el &rea hipotalamica posterior, en el nacleo
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tuberomamilar, mandando desde alli axones hacia todo el sistema nervioso central
(Watanabe y cols., 1984). Estas neuronas estdn activas durante la vigilia y
disminuyen su tasa de disparo durante el SOL y el suefio MOR. EXxisten tres tipos
de receptores histaminérgicos en el cerebro: H1, H2 y H3. La estimulacién de H1 y
H2, promueven la vigilia (Ramesh y cols., 2004). Por otro lado, el receptor H3 actla
como un autorreceptor con efecto negativo, es decir, la propia histamina inhibe a

través de este receptor su propia liberacion (Diaz-Negrillo, 2013).

Otras neuronas, localizadas en nucleos especificos del hipotalamo y el tallo
cerebral estan involucradas en el inicio y mantenimiento del suefio. Estas contienen
acetilcolina y GABA, que proyectan y modulan la actividad de los nucleos

involucrados en la regulacion de la vigilia (Saper y cols., 2010).

2.4.1.4 Acetilcolina

Es un neurotransmisor especifico que actia como mensajero entre neuronas del
sistema nervioso. Participa en procesos como memoria, aprendizaje,
neuromodulacion, enfermedades neurodegenerativas, funciones musculares, etc.,
(Diaz-Negrillo, 2013). Estudios electrofisiologicos en el cerebro basal anterior, en el
tegmento pedunculopontino y en el nacleo laterodorsal, mostraron que las neuronas
colinérgicas descargan a tasas significativamente mas altas durante la vigilia y el
suefio MOR en comparacién con el SOL (Steriade y cols., 1990). La liberacion de
acetilcolina en el cerebro basal anterior y en regiones como el neocértex y el talamo,
es mayor durante la vigilia que durante el suefio MOR (Vazquez y Baghdoyan,
2001).

2.4.1.5 Acido y-aminobutirico (GABA)
Es el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central de los
mamiferos (Watanabe y cols., 2002). En el nucleo preéptico medio y en el area
predptica ventrolateral, existen neuronas GABAEérgicas, las cuales exhiben un
patrén especifico de descarga elevada durante el SOL y el suefio MOR (Szymusiak

y cols., 1998; Suntsova y cols., 2002). En estudios se ha demostrado que las
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neuronas GABAérgicas promueven el suefio por medio de la inhibicion de los
sistemas involucrados en la vigilia como el sistema orexinérgico y los sistemas

monoaminérgicos (Szymusiak y McGinty, 2008).
2.5 Cambios fisioldégicos durante el suefio

La temperatura, la presion sanguinea, los niveles de oxigeno, de diéxido de carbono
y la glucosa en la sangre son generalmente altos y muy variables durante el periodo
de vigilia. Sin embargo, durante el suefio de ondas lentas las demandas fisiol6gicas
se reducen y hay un descenso en la temperatura, el tono muscular, los movimientos
corporales, la respiracion, la frecuencia cardiaca y la presion arterial. Todos los
parametros alcanzan sus valores minimos durante este periodo. Por el contrario,
durante el suefio MOR, los valores se elevan hasta niveles casi tan altos como los

gue se presentan durante la vigilia (Purves, 2001).

3. ANTECEDENTES GENERALES

3.1 Clasificacion de los trastornos del suefio

La Clasificacion Internacional de los Trastornos del Suefio, en su tercera edicion
(2014), distingue siete categorias principales de los trastornos del suefio que son:
el insomnio, trastornos respiratorios relacionados con el suefio, trastornos centrales
de hipersomnolencia, trastornos del ritmo circadiano, trastornos de movimiento
relacionados con el suefo, parasomnias y otros trastornos del suefio (Darien;

American Academy of Sleep Medicine, 2014; véase Tabla 1).
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Tabla 1. Clasificacién internacional de los trastornos del suefio

CLASIFICACION GENERAL

TIPOS

Insomnio ¢ Insomnio crénico
¢ Insomnio de corta duracién
Trastornos respiratorios | * Sindrome de apnea obstructiva del sueno

relacionados con el sueno

* Sindrome de apnea central del suenio

e Trastornos de hipoventilacion relacionados con el sueno

Trastornos centrales de

hipersomnolencia

* Narcolepsia tipol y tipo 2

* Hipersomnolencia idiopatica

* Sindrome de Kleine-Levine

e Hipersomnia por un trastorno médico

¢ Hipersomnia debido a un medicamento

* Hipersomnia asociada a un trastorno psiquiatrico

¢ Sindrome de suefio insuficiente

Trastornos del ritmo circadiano

* Trastorno de retraso de la fase de suefo

* Trastorno de avance de la fase de suefio

* Trastorno irregular del ciclo suefio-vigilia

* Trastorno laboral debido a cambio de turno en el trabajo
* Trastorno del desfase de horario (jet-lag)

* Trastorno circadiano del sueno-vigilia no especificado

Trastornos de movimiento

relacionados con el sueno

e Sindrome de piernas inquietas

¢ Bruxismo relacionado con el sueno

e Trastorno de movimiento ritmico relacionado con el
sueno

¢ Trastorno del movimiento relacionado con el sueno

debido a un medicamento.

Parasomnias

e Parasomnias relacionadas con suefio no MOR
e Parasomnias relacionadas con sueio MOR

e Otras parasomnias (véase tabla 2)

Otros trastornos del sueno
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3.2.1 Insomnio

La caracteristica esencial del insomnio es la dificultad para iniciar o mantener el
suefio. Este es dividido en dos categorias: primario y cronico segun la Clasificacion

Internacional de Enfermedades version 10 (World Health Organization, 1992).

Especificamente, el trastorno por insomnio crénico se asocia con conductas
desadaptativas que representan los principales factores perpetuadores del insomnio
tales como el estrés, trastornos de ansiedad y depresion, medicamentos, malos
habitos de suefio, etc. (Perlisy cols., 1997). Estos factores deben abordarse a través
de una terapia cognitivo-conductual para lograr un resultado exitoso a largo plazo
(Williams y cols., 2013).

3.2.2 Trastornos respiratorios relacionados con el suefo

Son los trastornos que implican dificultades respiratorias por interrupciones en los
patrones normales de respiracion durante el suefio (Iber, 2005). Se dividen en
cuatro secciones: apnea obstructiva del suefio, apnea central del suefio, sindrome
de hipoventilacion y trastorno de hipoxemia relacionado con el suefio. Estas
condiciones, a su vez, pueden asociarse con una mala calidad del suefio y por
alteraciones en los niveles del intercambio de gases durante éste como el Oz, CO,

etc.

3.2.3 Trastornos del ritmo circadiano

Estos trastornos son causados por alteraciones en el ritmo circadiano por una
desalineacién del ritmo circadiano enddgeno y el entorno con consecuencias
contraproducentes en el suefio y otros aspectos de la salud, por ejemplo, disfuncién
en el metabolismo, deterioro cognitivo, anomalias cardiovasculares, disfunciones

gastrointestinales y genitourinarias (Klerman, 2005).

Los trastornos del ritmo circadiano incluyen retraso de la fase de suefio,

trastorno de avance de la fase de suefio, ciclo suefo-vigilia irregular, ciclo suefio-
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vigilia diferente a 24 horas, trastorno de suefio debido a cambio de turno en el

trabajo, trastorno de ciclo suefio-vigilia circadiano no especificado (Sateia, 2014).

3.2.4 Las parasomnias

Son un grupo de trastornos que se caracterizan en funcion de la etapa de suefio en
la que se producen (véase Tabla 2). Las parasomnias abarcan movimientos
complejos relacionados con el suefio, comportamientos, emociones, percepciones,
suefos y actividad del sistema nervioso autbnomo que resultan de lesiones fisicas,
alteraciones del suefio, efectos adversos para la salud y psicosociales (Xie y cols.,
2017).

Tabla 2. Clasificacién de las parasomnias

Parasomnias relacionadas con suefio de ondas lentas
Despertares confusos
Sonambulismo
Terrores nocturnos
Trastorno alimentario relacionado con el sueno
Parasomnias relacionadas con sueiio MOR
Trastorno del comportamiento del sueho MOR
Paralisis del sueno aislada recurrente
Pesadillas
Otras parasomnias
Sindrome de la cabeza explosiva
Alucinaciones relacionadas con el sueno
Enuresis del suefio
Parasomnia debido a un desorden médico
Parasomnia debida a un medicamento o sustancia

Parasomnia no especificada

3.2.5 Los trastornos del movimiento durante el suefio

Estos trastornos se diagnostican cuando el paciente experimenta insomnio y

angustia y, por ende, fatiga diurna excesiva o suefio no reparador debido a
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movimientos simples y estereotipados que ocurren durante el suefio o0 a inicios de
éste (Sateia, 2014). En este tipo de trastornos se incluyen: los trastornos de
movimientos peridédicos de las extremidades, sindrome de piernas inquietas,
calambres relacionados con el suefio, bruxismo, trastornos ritmicos del movimiento

durante el suefio y mioclono infantil benigno del suefio (Fahn y Chokroverty, 2013).

3.2.6 Los trastornos de hipersomnolencia de origen central

La hipersomnia consiste en una excesiva cantidad de suefio con incremento de la
somnolencia diurna y fatiga excesiva. Se define como la incapacidad para
mantenerse despierto y alerta durante la vigilia, lo que resulta en periodos de
necesidad irreprimible de suefio o lapsos involuntarios de somnolencia
independientemente de la hora del dia (American Academy of Sleep Medicine,
2014). Dicha somnolencia puede ser causada por afecciones meédicas, otros
trastornos del suefio, sustancias prescritas y/o ilicitas, demandas laborales,
familiares, asi como tiempo de suefio insuficiente (Khan y Trotti, 2015). Muchas
enfermedades neurolégicas pueden asociarse a excesiva somnolencia diurna
dentro de las que podemos destacar la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
de Niemann-Pick tipo IV y otras demencias (Mahowald y cols., 2005). La
reclasificacion reciente de los trastornos del suefio divide la hipersomnolencia en
ocho categorias principales: narcolepsia tipo 1, narcolepsia tipo 2, hipersomnia
idiopética, sindrome de Kleine-Levin, hipersomnia debido a un desorden médico,
hipersomnia asociada a un trastorno psiquiatrico, y el sindrome de suefio
insuficiente (Khan y Trotti, 2015).

3.2.7 Trastorno prototipico de hipersomnolencia: narcolepsia

La narcolepsia es un trastorno neuroldgico que afecta el control entre el suefio y la
vigilia, es una enfermedad cronica caracterizada por una somnolencia diurna
excesiva y episodios de atonia muscular denominada cataplejia, que se define por
la aparicion subita y reversible de episodios de atonia muscular bilateral

desencadenados por emociones (Pelayo y cols., 2010). Se presentan también otros
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sintomas como la paralisis de suefio, alucinaciones hipnagdgicas e hipnopémpicas
(Andlauer y cols., 2013).

Adicionalmente, los pacientes presentan una corta latencia al inicio del suefio
MOR, de entre 5y 8 minutos y 2 0 mas periodos de inicio de suefio MOR al aplicarse

un estudio de latencias multiples del suefio.

Actualmente, la clasificacion Internacional de los Trastornos del Suefio, a
través de la Asociacion Americana de Medicina del suefio, divide la narcolepsia en
2 tipos:

e Narcolepsia tipo 1: El paciente presenta somnolencia excesiva diurna o
episodios de suefio diurno en combinacion con una o dos de las siguientes
caracteristicas:

» Cataplejia, que consiste en episodios breves de debilidad o paralisis
muscular repentina e incontrolable que suelen desencadenarse por
alguna emocion.

» Niveles bajos o ausentes de orexina-A en el liquido cefalorraquideo
(LCR): por debajo de 110 pg/mL. Evaluados por radioinmunoensayo.

e Narcolepsia tipo 2: El individuo presenta somnolencia excesiva diurna,
latencia corta al suefio MOR ademas de las siguientes caracteristicas:

» Sin cataplejia, no presentan debilidad muscular o atonia provocada
por emociones.

» Niveles normales de orexina-A en liquido cefalorraquideo.

La somnolencia excesiva diurna suele ser el primer sintoma en aparecer y
consiste en una tendencia anormal a dormirse en situaciones de monotonia
(Nishino, 2007; Guilleminault, 1994). EIl segundo sintoma es la cataplejia que se
define por la aparicion subita y reversible de episodios de atonia muscular bilateral
desencadenados por emociones, con mas frecuencia por la risa, la alegria, el
asombro o el enfado (Pelayo y cols., 2010). Desde el punto de vista electrofisiolégico

durante la atonia, la corteza cerebral y el electromiograma muestran una actividad
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similar a la mostrada durante el suefio MOR, es decir, el EEG en la corteza cerebral
tiene una frecuencia de entre 12-30 Hz y ritmo theta (4-8 Hz) en el hipocampo
(Eguibar y Cortés, 2001). Los episodios repentinos de suefio pueden ocurrir durante
cualquier tipo de actividad y a cualquier hora del dia.

Gracias a diferentes grupos de investigadores, se dio a conocer que la
mayoria de los casos de narcolepsia-cataplejia humana estan asociados con la
deficiencia de orexina (Nishino y cols., 2000; Peyron y cols., 2000; Thannickal y
cols., 2000).

La narcolepsia-cataplejia es debida principalmente a la muerte de neuronas
orexinérgicas en el hipotadlamo lateral perifornical (Honda y cols., 2009; Nishino y
cols., 2010; véase Figura 5) y se ha asociado a niveles bajos de orexina en el liquido
cefalorraquideo (Mignot y cols., 2002; Nishino y cols., 2010). En estudios de
necropsia, el numero de células positivas se ve disminuido en pacientes afectados

con narcolepsia-cataplejia (Thannickal y cols., 2000).
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Figura 5. Distribucién de neuronas orexinérgicas en regiones hipotalamicas perifornical y dorsomedial en humano.
En A) y C) se muestran células de orexina inmunomarcadas en sujetos normales, y en B) y D) en sujetos narcolépticos.

Cortes coronales = 40 pm; barra = 25 pm. Madificado de Thannickal y cols., 2000.

Después de varios estudios, la narcolepsia-cataplejia se ha caracterizado por
una pérdida de aproximadamente el 90% de las neuronas inmunopositivas para
orexina (Thannickal y cols., 2000; Ripley y cols., 2001). Sin embargo, en pacientes
con narcolepsia tipo 2, el decremento global en el niumero de cuerpos neuronales

inmunorreactivos es de tan solo el 33% (Thannickal y Siegel, 2009; Figura 6).
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Figura 6. Células orexinérgicas en el nicleo hipotalamico dorsomedial en individuos normales y con narcolepsia con
y sin cataplejia. El nUmero de neuronas orexinérgicas disminuye considerablemente en pacientes con narcolepsia-cataplejia.
A) Corte histolégico cerebral de un individuo con el nimero normal de neuronas orexinérgicas. B) Corte histolégico cerebral
de un paciente con narcolepsia tipo 1. C) Corte histolégico cerebral de un paciente con narcolepsia tipo 2. Barra = 50 um.
Modificado de Thannickal y Siegel, 2009.

La prevalencia de la narcolepsia-cataplejia se encuentra entre 25 y 50 por
cada 100,000 personas en la poblacion mundial. La narcolepsia-cataplejia tiene una
incidencia de 0.74 por cada 100,000 personas por afio (Longstreth y cols., 2007;
Hublin y cols., 1994). Se presenta en personas de 25-35 afos de edad
principalmente, afectando a hombres y mujeres por igual (Aldrich, 1992). Las
prevalencias mas altas han sido reportadas en Japon; Honda en 1979 describié una
frecuencia de 160 casos por cada 100,000 nifios de entre 12-16 afios. Se ha
reportado una cifra mucho més alta de 590 por cada 100,000 adultos en Japén
(Hublin y cols., 1994), lo que implica factores genéticos caracteristicos y quiza

medioambientales que la desencadenan.

Se han sugerido determinados mecanismos inmunolégicos como los
responsables de la pérdida selectiva de neuronas orexinérgicas ya que la
narcolepsia esta asociada a antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
(HLA) en leucocitos y en las células T (Bernard-Valnet y cols., 2016). Se ha descrito
que la asociacion con alelos HLA, como el HLA DQB1*0602, se encuentra en
aproximadamente el 90% de los pacientes con narcolepsia y que el simple hecho
de llevar este gen aumenta el riesgo de padecer narcolepsia alrededor de 200 veces
(Mignoty cols., 1993; Mignot y cols., 1994). Se ha descrito que la narcolepsia puede
originarse a partir de una degeneracion autoinmune de las neuronas productoras de

orexinas (Thannickal y cols., 2000).
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Un andlisis del genoma mostré6 que la narcolepsia humana exhibe una
mutacion genética especifica del locus alpha de los receptores del linfocito T,
haciendo que el sistema autoinmune ataque a las neuronas orexinérgicas, llegando
a la conclusion de que la ausencia de neuronas productoras de orexinas en
pacientes con narcolepsia se deba a un proceso autoinmune (Hallmayer y cols.,
2009).

Los factores ambientales juegan un papel importante para desencadenar el
proceso de la enfermedad, las infecciones debidas a estreptococos o por el virus de
la influenza HIN1 estan asociados con el inicio de los sintomas de la narcolepsia
(Mignot, 1998). La aparicion de la cepa pandémica de gripe HIN1 en 2009 provoco
el desarrollo y la distribucion rapida de vacunas que contenian antigenos del virus.
Estas vacunas incluyeron, entre otras, a la denominada ‘Pandemrix’, vacuna que se
administré a 30 millones de pacientes aproximadamente en Europa y a la cual se
asociaron algunos casos de narcolepsia (Nellore y Randall, 2016). Un estudio
propuso que los pacientes narcolépticos tienen células T que reaccionan de forma
cruzada con el péptido pre-pro-orexina, con los receptores a orexina 0 con células
que expresan éstos, ademas que los pacientes narcolépticos tienen células T que
reaccionan tanto al péptido pre-pro-orexina como a la hemaglutinina expresada por
el virus H1N1 (De la Herran-Arita y cols., 2013).

3.3 Las orexinas

En 1998, se identificaron 2 nuevos péptidos en el sistema nervioso central, dichas
moléculas fueron descubiertas simultaneamente por dos grupos independientes de
investigadores (De Lecea y cols., 1998; Sakurai y cols., 1998), cada uno se
denomind de manera diferente: hipocretina, nombre que proviene de hipotalamo y
su parecido con el péptido secretina por el grupo de De Lecea y sus colaboradores;
y orexinas por el grupo de Sakurai y colaboradores, debido a que la etimologia
proviene de la palabra griega orexis, que significa ‘apetito’, pues se observo que

tras su administracion por via intracerebroventricular, aumentaba la ingesta de

33



alimento. Son hormonas neuropeptidicas que se sintetizan en el hipotalamo, activan
ndcleos histaminérgicos, noradrenérgicos, serotoninérgicos y colinérgicos del

hipotalamo y del tallo cerebral manteniendo asi la vigilia (Ohno y Sakurai, 2008).

Estos dos péptidos son la orexina A y la orexina B, las cuales tienen
caracteristicas diferentes, pero ambas se derivan de un mismo neuropéptido
precursor, la pre-pro-orexina (Alvarez y Sutcliffe, 2002; De Lecea y cols., 1998;
Sakurai y cols., 1998). En principio se identificaron ambos péptidos como ligandos
peptidicos endodgenos para dos receptores huérfanos acoplados a proteinas G. La
orexina A de los mamiferos es un péptido compuesto de 33 aminoacidos y contiene
dos puentes disulfuro; mientras que la orexina B es un péptido lineal de 28
aminoécidos (De Lecea y cols., 1998; Trivedi y cols., 1998; Nambu y cols., 1999).

El &cido ribonucleico mensajero (ARNm) para el precursor de estos péptidos
se expresa abundante y especificamente en el hipotalamo lateral y en areas
adyacentes; una regién involucrada en la regulacion central del comportamiento

alimentario y en la homeostasis energética (Sakurai y cols., 1998).

Posteriormente se identificaron los receptores en los cuales las orexinas
ejercen su accion denominados tipo 1 (OX1R) y tipo 2 (OXz2R), que pertenecen a la
familia de los receptores metabotropicos acoplados a las proteinas G. Se ha
demostrado que se acoplan a miembros de tres de las familias de proteinas G
heterotriméricas, concretamente, el receptor tipo 1, se acopla a proteinas Gg, por su
parte, el receptor tipo 2 se acopla a proteinas Gio y Gs, y puede 0 no estar acoplado
a proteinas Gq (Kukkonen y Leonard, 2014). La orexina A se une a ambos
receptores con la misma afinidad y la orexina B, se une principalmente al receptor
OX2R (Langmead y cols., 2004, figura 7).
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Figura 7. Representacion esquemaética del sistema orexinérgico. La orexina-A es un péptido compuesto de 33
aminoécidos unidos por dos puentes disulfuro y la orexina-B es un péptido lineal compuesto de 28 aminoéacidos. Existen 2
receptores para orexinas: OX;R y OX;R. OX;R esta acoplado a proteinas Gq y tiene mayor afinidad a la orexina-A, mientras
que OX;R esta acoplado a proteinas de tipo Gs, Gio y tiene afinidad similar tanto para orexina-A como para orexina-B.
Abreviaturas: Gq: subunidad de la proteina G heterotrimérica que activa la fosfolipasa C y ésta, a su vez, hidroliza a un
fosfatidilinositol bifosfato convirtiéndolo en diacilglicerol e inositol trifosfato; Gi.: subnidad de la proteina G heterotrimérica que
inhibe la produccion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a partir de trifosfato de adenosina (ATP); Gs: subunidad de la
proteina G heterotrimérica que activa la via dependiente de AMPc por medio de la activacion de la enzima adenil ciclasa;

OX;R: receptor a orexinas tipo 1; OX;R: receptor a orexinas tipo 2. Modificada de Sakurai y cols., 1998; Equihuay cols., 2013.
3.3.1 Las neuronas productoras de orexinas

Las neuronas orexinérgicas se sitian exclusivamente en el hipotdlamo lateral
perifornical y en el hipotalamo posterior. Las areas dorsal, perifornical, posterior y
lateral son conocidas como los origenes principales de las orexinas Ay B (De Lecea
y cols., 1998; Peyron y cols., 1998; Sakurai y cols., 1998), de donde proyectan a
diferentes areas del sistema nervioso central, principalmente a los nudcleos
noradrenérgicos, monoaminérgicos, serotoninérgicos e histaminérgicos, los cuales
estan implicados en la activacion de la vigilia (De Lecea y cols., 1998). Las fibras de
orexina proyectan a practicamente todas las areas del hipotalamo, incluidos el
nacleo arqueado, el nucleo paraventricular, el nacleo lateral, las areas periforniana

y ventromedial. Ademds, las neuronas orexinérgicas tienen proyecciones
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generalizadas a otras areas del cerebro importantes para la regulacion de la
alimentacion y del despertar, como el locus coeruleus, el nucleo tuberomamilar y el
cerebro anterior basal (Hervieu y cols., 2001; Sunter y cols., 2001; Brown y cols.,
2002).

Estas neuronas varian de tamafio y de forma, el cuerpo neuronal tiene un
diametro que va de 15-40 ym; pueden ser esféricas, fusiformes o multipolares, y
suman alrededor de 3,000 en el cerebro de la rata y hasta 70,000 en el cerebro

humano (Nambu y cols., 1999; Peyron y cols., 1998; Figura 8).
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Figura 8. Distribucién de cuerpos neuronales de orexina inmunorreactivos (OXR-ir) en cortes coronales de cerebro
de rata Wistar. A) Neuronas orexinérgicas tefiidas en el hipotdlamo. La mayoria de los cuerpos neuronales orexinérgicos se
distribuyen alrededor del férnix, incluido el nucleo perifornical, y el area hipotalamica lateral. B) Cuerpos neuronales
orexinérgicos a mayor aumento. Cortes coronales = 40 um. A, barra de calibracion = 500 um; B, barra = 50 pm. Modificado
de Nambu y cols., 1999.

Los primeros estudios sugirieron que el sistema orexinérgico era un

estimulante central del apetito y la ingesta de alimento, ademas de participar en la
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regulacion de los estados de suefio-vigilia (De Lecea y cols., 1998). Hasta ahora,
se sabe que el sistema orexinérgico participa en la modulacion de mudltiples
funciones, como en la regulacion del ciclo suefio-vigilia, la homeostasis energética,
la regulacion de la temperatura, la conducta alimentaria, la regulacion
neuroendocrina y autonomica, la regulacion del tono muscular y la locomocion
(Schwartz y cols., 2000; Zhang y cols., 2013).

Las orexinas y sus receptores asi como su precursor, estan ampliamente
distribuidos en el sistema nervioso central y los érganos periféricos que sugieren las
funciones pleiotropicas de éste neuropéptido; esto se ha descrito en varias especies
de vertebrados, principalmente los mamiferos, incluido el hombre (Martyfiska y
cols., 2006; Figura 9).
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Figura 9. Organizacién del sistema orexinérgico. Dibujo esquematico de un corte sagital del cerebro de rata que resume
la organizacion del sistema neuronal orexinérgico. Los puntos rosas indican la ubicacion relativa de las neuronas
inmunorreactivas a orexina y las flechas muestran las principales proyecciones de estas neuronas. SFO: Organo subfornical,
V: Nucleo vestibular, LC: Locus coeruleus, AP: Area postrema. Modificado de Nambu y cols., 1999.

La pérdida selectiva de las neuronas orexinérgicas se asocia con la

narcolepsia, aunque en algunos estudios se ha encontrado una pérdida creciente
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de células de orexina en pacientes con enfermedades neurodegenerativas con
progresion de la enfermedad, como el Parkinson o el Alzheimer sugieriendo que las
neuronas orexinérgicas son vulnerables a diferentes procesos neurodegenerativos
(Fronczek y cols., 2012; Thannickal y cols., 2007).

3.3.2 Las orexinas y la narcolepsia

La importancia de las orexinas es evidente porque, desde su descubrimiento en
1998, se les relacion6 con la regulacion del comportamiento alimentario;
posteriormente, el hallazgo de que una deficiencia de orexinas es causante de la
narcolepsia en humanos y animales (Tsujino y Sakurai, 2013), implicaba que estos
neuropéptidos hipotalamicos también tienen un papel crucial en la regulacién del
suefio y la vigilia (Sakurai, 2005). A partir de estudios experimentales realizados en
perros Doberman Pinschers y en labradores con narcolepsia congénita, se ha
podido mostrar que las orexinas juegan un rol central en la narcolepsia, ya que estos
animales presentan una alteracion en el receptor para la orexina B (OXz2R; Lin y
cols., 1999), lo cual genera un cuadro de narcolepsia que es similar al descrito en

los seres humanos (Nishino y Mignot, 1997).

Con el fin de determinar el rol del sistema orexinérgico, un grupo de
investigadores encabezados por el doctor Yanagisawa, generé un raton carente del
gen para la pre-pro-orexina. En €l no se observaron alteraciones en la ingesta de
alimentos, sin embargo presentaba una somnolencia excesiva y episodios de
arresto motor similar a la cataplejia (Chemelli y cols., 1999). Tiempo despueés, se
cred otro grupo de ratones carente del gen para ambos tipos de receptores para las
orexinas presentando de manera similar alteraciones en el suefio MOR y episodios
de arresto motor como los ratones carentes de la pre-pro-orexina (Willie y cols.,
2003); reproduciendo el fenotipo descrito en perros y humanos afectados de
narcolepsia-cataplejia. La mutacidon nula en ratones del OXiR u OXzR
individualmente mejora sustancialmente el fenotipo de narcolepsia-cataplejia en

comparacion con los dobles mutantes OXiR/OXz2R, y resalta las funciones
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especificas de los receptores durante el suefio. Los ratones que carecen sélo del
receptor OX1R muestran una leve fragmentacion en el ciclo suefio-vigilia; la pérdida
de este receptor produce somnolencia, pero no cataplejia con respecto a los ratones
que carecen de ambos receptores, OXiR y OXz2R, que muestran una clara
sintomatologia similar a la narcolepsia (Willie y cols., 2003; Hoyer y Jacobson,
2013).

Mediante técnicas inmunohistoquimicas ha sido posible determinar que las
neuronas orexinérgicas estan activas durante el periodo de oscuridad en roedores,
que es el periodo activo y, por el contrario, mientras duermen, dichas neuronas
disminuyen su tasa de disparo (Sakurai, 2007). Por lo que se ha propuesto funciona

como un ‘interruptor’ entre ambos estados (Tabuchi y cols., 2014).

4. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

4.1 Modelos experimentales en narcolepsia

El uso de animales como modelos de anatomia y fisiologia humana tuvo sus inicios
en la antigua Grecia Clasica (Ericsson y cols., 2013). Las considerables similitudes
anatdmicas y fisioldgicas entre humanos y animales, especialmente los mamiferos,
han llevado a los investigadores a indagar sobre una gran cantidad de mecanismos
y evaluar nuevas terapias en modelos animales para después aplicar dichos
descubrimientos en los humanos (Barré-Sinoussi y Montagutelli, 2015). La
exploracién de las funciones fisioldgicas y las interacciones sistémicas requiere de
un organismo completo, por lo que es importante hacer uso de los modelos

animales.

Como se mencion6é anteriormente, desde que se conocié que una
deficiencia en el sistema orexinérgico desempefiaba un papel importante en la
narcolepsia, se han puesto a disposicion diferentes modelos experimentales de

narcolepsia, por ejemplo, los ratones genéticamente modificados carentes de un
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gen: “knockout” para el gen de la pre-pro-orexina o para uno o ambos receptores
(Chemelli y cols., 1999), los perros que presentan una mutacion en el receptor 2 a
orexinas (Nishino y Mignot, 1997; Lin y cols., 1999), la rata que presenta una pérdida
de neuronas orexinérgicas por la inyeccion de la neurotoxina saporina conjugada a
orexina B y los roedores transgénicos orexina/ataxina-3 (Hara y cols., 2001). Estos
modelos animales has sido empleados en estudios neurofisiolégicos,

farmacoldgicos, neuroanatémicos, neuroquimicos y genéticos.

4.1.1 Perros narcolépticos

Los perros narcolépticos presentan episodios de atonia muscular, suefio
fragmentado y excesiva somnolencia durante el dia, asi como una latencia menor
al primer episodio de suefio MOR (Kaitin y cols., 1986; Cederberg y cols., 1998). A
partir de que se describid la presencia de narcolepsia en perros, se han utilizado
para diversos estudios neuroanatomicos, neurofisiol6gicos, genéticos,
farmacolégicos y neuroquimicos (Nishino y Mignot, 1997). La enfermedad canina es
transmitida por el gen canarcl de forma autosdémica recesiva con penetrancia
completa (Nishino y Mignot, 1997). En 1999, se identific6 la mutacion del gen
causante del fenotipo narcoléptico, dicha mutacion esta presente en el gen
codificador del receptor de la orexina-B, resultando en un receptor no funcional (Lin
y cols., 1999). Se ha demostrado, que los perros genéticamente narcolépticos tienen

un nimero normal de neuronas orexinérgicas (Thannickal y cols., 2000).

Los episodios de cataplejia son provocados a través de un estimulo
motivacional: la exposicion a comida apetitosa como son las albéndigas de carne o
al juego; dichos episodios eran evaluados mediante la pruebla estandarizada de
cataplejia provocada por exposicion a comida (Nishino y Mignot, 1997). Los perros
normales, previamente entrenados para comer los trozos de comida en el sentido
de las manecillas del reloj, comian los trozos de comida en un tiempo aproximado
de 10 segundos, mientras que un perro narcoléptico presentaba varios episodios

catapléjicos parciales o completos antes de poder ingerir las albéndigas (Nishino y
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Mignot, 1997). La cataplejia también puede ser desencadenada por otras
experiencias emocionales positivas como el juego. Las grabaciones poligraficas
durante los episodios de cataplejia muestran que los patrones cerebrales se

asemejan a los del suefio MOR (Mitler y cols., 1974; Tonokura y cols., 2007).

4.1.2 Ratones carentes de uno o varios genes

Los ratones carentes de un gen, en los que se anula el gen de la pre-pro-orexina,
presentan arrestos motores y alteraciones del ciclo suefio-vigilia similares a las que
se presentan en el ser humano, ademas de presentar hipersomnolencia durante la
fase oscura, mostrandolos como un buen modelo animal para el estudio de la
narcolepsia. Los ratones carentes del gen para orexina presentan periodos de vigilia
fragmentados y corta latencia al suefio MOR (Chemelli y cols., 1999). Los ratones
que carecen solo de uno de los receptores, OX2R, se ven afectados mostrando
fragmentacién del ciclo suefio-vigilia; la pérdida de este receptor produce
somnolencia, pero no cataplejia con respecto a los ratones que carecen de ambos
receptores, OX1R y OXz2R, que muestran una clara sintomatologia similar a la
narcolepsia-cataplejia. Esto ha ayudado a dilucidar el papel de cada uno de los

receptores para orexina.

4.1.3 Modelo de roedores transgénicos orexina/ataxina-3

Otro grupo de investigadores cred un ratdn con una degeneracion progresiva de las
neuronas productoras de orexinas mediante la expresién especifica de un producto
génico (ataxina-3) con un tramo de poliglutamina expandido que se acumula y es
toxico para las neuronas (Hara y cols., 2001). Estos ratones presentan una
neurodegeneracién de las neuronas orexinérgicas y un fenotipo de narcolepsia-
cataplejia. Este modelo de narcolepsia es mas parecido al humano, ya que se
desarrolla postnatalmente la pérdida de las neuronas orexinérgicas, y ademas se
pierden funciones de otros neuropéptidos expresados por estas neuronas, como

son la galanina o las dinorfinas (Hakansson y cols., 1999; Hara y cols., 2001).
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4.1.4 Modelo experimental en ratas

En ratas se ha usado una toxina denominada saporina (SAP; Stirpe y cols., 1983),
la cual esta conjugada a la orexina B. La inyeccion de la neurotoxina orexina-B/SAP
en el hipotalamo lateral destruye las neuronas orexinérgicas y, por consiguiente,
disminuye el contenido de orexina en liquido cefalorraquideo induciendo un fenotipo
narcoléptico (Gerashchenko y cols., 2001). Esta toxina se une al ligando enddgeno
orexina B e induce una destruccion de aproximadamente el 90% de las neuronas
de orexinas, aunque también causa la pérdida de neuronas adyacentes como las
gue contienen hormona concentradora de melanina (HCM; Gerashchenko y cols.,
2003). La destruccion de las neuronas orexinérgicas mediante la orexina-B/SAP
induce cambios en el ciclo suefio-vigilia como son alteraciones en los ritmos de la

vigilia, del suefio de ondas lentas y del suefio MOR (Ripley y cols., 2001).

4.2 Larata taiep como un modelo de narcolepsia-cataplejia

La rata taiep, es un mutante de la mielina que se obtuvo de manera espontanea
durante el proceso de seleccién mediante cruzamientos endogamicos para producir
una rata con una alta frecuencia de bostezo espontadneo (Holmgren y cols., 1989).
Se mantiene en el laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del
Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

La rata taiep muestra una hipomielinizacion inicial seguida de una
desmielinizacién progresiva del sistema nervioso central debido a una alteracion en
los oligodendrocitos (Duncan y cols., 1992; Couve y cols., 1997), sin afectar al
sistema nervioso periférico; el fenotipo se hereda de manera autosdmica recesiva

(Holmgren y cols., 1989).

La caracteristica mas destacada de los oligodendrocitos en la rata taiep, es
la acumulacion de los microtibulos unidos a la membrana del reticulo
endoplasmico, lo que causa una alteracion en el transporte de las proteinas que
forman las vainas de la mielina en los axones (Couve y cols., 1997; Krsulovic y cols.,
1999).
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Su nombre es el acronimo de los signos neuroldgicos que presenta: temblor,
ataxia, inmovilidad, epilepsia y pardlisis de las extremidades posteriores (Holmgren
y cols., 1989). El sindrome motor es progresivo, de tal forma que aparece al mes de
vida con un temblor en los cuartos traseros y la pelvis de 13.3 + 1.2 Hz, aumentando
en la amplitud y disminuyendo en la frecuencia con la edad hasta 5.7 + 0.6 Hz a los
tres meses. La ataxia aparece a los cuatro meses de edad, los episodios de
inmovilidad se inician entre los cinco y los seis meses mostrando una maxima
susceptibilidad entre los 8.5 y 9.5 meses (Cortés y cols., 2005); dichos episodios
pueden presentarse de manera espontanea, o bien, pueden inducirse al sujetar a
las ratas repentinamente por la cola.Los episodios de inmovilidad se caracterizan
por presentar un registro electroencefalografico similar al del suefio con
movimientos oculares rapidos (MOR), con desincronizacion cortical y actividad theta
en el hipocampo (Cortés y cols., 2005; Eguibar y cols., 2014), mostrandose un
decremento del tono muscular seguido de atonia, semejante a la narcolepsia-
cataplejia en humanos y en el modelo de narcolepsia canina. Adicionalmente, las
ratas taiep muestran crisis de ausencia que se caracterizan por la pérdida subita de
la conciencia y una actividad eléctrica cortical anormal que abarca ambos
hemisferios del cerebro con una frecuencia de descargas espiga-onda de 2.5 a 4
Hz (Eguibar y Cortés, 2010).

En la rata taiep, la administracion de sustancias neuroestimulantes como el
modafinilo, la cafeina y la dextroanfetamina promueven la vigilia, ademas de

disminuir la frecuencia y duracion de los episodios de inmovilidad (Lara, 2011). La
administracion de agonistas de los receptores o1 adrenérgicos, como la prazosina

aumenta la frecuencia y la duracion de los episodios de inmovilidad inducidos al

sostener a las ratas taiep de la cola (Cortés y cols., 2007). La administracién de
agonistas de los receptores adrenérgicos o2 como clonidina y xilacina, aumentan la
frecuencia de los episodios de inmovilidad inducidos por sujecion de la cola,

mientras que los antagonistas de los receptores o2 de dichos receptores como la
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yohibina y el idazoxan, los disminuyen (Eguibar y cols., 2006). Estos hallazgos se
relacionan con los resultados obtenidos en la narcolepsia canina y humana, en los
que los receptores adrenérgicos o2 estan involucrados en la modulacion de la
cataplejia (Nishino y cols., 1990; Wooten, 1994). La administracion de (+)-8-Hidroxi-
2-(dipropilamino) tetralina bromohidrato (8-OH-DPAT), un agonista del receptor
serotoninérgico del subtipo 5-HT1a, y de 3-trifluorometilfenilpiperazina (TFMPP), un
agonista del receptor subtipo 5-HT1s, producen una disminucion significativa en la
frecuencia y duracion de los episodios de inmovilidad, lo que demuestra que los
receptores serotoninérgicos estan también implicados en la suceptibilidad de los
episodios de inmovilidad (Ita 'y cols., 2009).

También se ha estudiado el papel de la dopamina y los receptores
dopaminérgicos en los episodios de inmovilidad; la administracion de agonistas de
los receptores dopaminérgicos D2 y D3 como el quinpirole, el hidrobromuro de (%)-
7-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina (7-OH-DPAT) y el PD-128,907, aumentaron
la frecuencia y la duracion de los episodios de inmovilidad (Eguibar y cols., 2010).
La administracion de antagonistas de los receptores dopaminérgicos como la
sulpurida redujeron los episodios de inmovilidad (Eguibar y cols., 2010). Sin
embargo la administracion de tiaprida y U-99194, antagonistas de los receptores D2
y D3 de dopamina, no produjeron cambios significativos ni en la frecuencia, ni en la
duracion (Eguibar y cols., 2010). En la narcolpesia canina, la administracién
sistémica de agonistas dopaminérgicos D2 aumenta la frecuencia de los episodios
de cataplejia y la disminuye al administrar sulpirida, un antagonista de los receptores

D2 y D3 de dopamina (Nishino y Mignot, 1997).

Se ha evaluado la administracion de agonistas colinérgicos muscarinicos
como la oxotremorinay la pilocarpina, y se mostré que disminuyen la frecuencia de
los episodios de inmovilidad inducidos al sostener a los animales de la cola (Cortés,
2011). Todos los resultados de los experimentos mostrados se resumen en la Tabla
3.
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Tabla 3. Caracterizacion farmacolégica de los episodios de inmovilidad en la rata taiep

Farmaco Frecuencia Duracién Referencia
Modafinilo, cafeina,

‘ ‘ (Lara, 2011)
dextroanfetamina
Agonistas de los

receptores ai (Cortés y cols., 2007)

adrenérgicos (prazosina)

Agonistas de los
receptores adrenérgicos (Eguibar y cols., 2006)

az (clonidina y xilacina)

Antagonistas de los

receptores adrenérgicos (Eguibar y cols., 2006)

H - =

az (yohibina e idazoxan)

Agonista del receptor
serotoninérgico 5-HTiay

(Ita y cols., 2009)
5-HTis (8-OH-DPAT y

- = =5 »

=

TFMPP)

Agonistas de los

receptores

dopaminérgicos D2 y D3 ' " (Eguibar y cols., 2010)
(quinpirol, 7-OH-DPAT y

PD-128,907)

Antagonistas de los
receptores

‘ “ (Eguibar y cols., 2010)
dopaminérgicos D2 y D3

(sulpurida)

Agonistas  colinérgicos
muscarinicos 3

_ ‘ — (Cortés, 2011)
(oxotremorina y

pilocarpina)

1: aumento; |: disminucién; =: no hay cambios.

La rata taiep tiene un indice de supervivencia hasta los 24 meses de edad, lo
gue ofrece una ventaja para su estudio (Duncan y cols., 2017; Foote y Blackmore,
2005), lo cual hace a la rata taiep un modelo animal 6ptimo para los estudios del

sistema nervioso central con diversos enfoques.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema orexinérgico participa en la modulacion de multiples funciones, como son
en la regulacién del ciclo suefio-vigilia, la homeostasis energética, la regulacion de
la temperatura, la conducta alimentaria, la regulacion neuroendocrina y autonémica,
la regulacion del tono muscular y la locomocion (Schwartz y cols., 2000); (Zhang y
cols., 2013). Se sabe que la muerte de las neuronas productoras de orexinas
ocasiona un fenotipo narcoléptico en humanos, perros y ratones. La narcolepsia es
debida principalmente a la muerte de neuronas orexinérgicas del hipotalamo lateral
perifornical (Honda y cols., 2009; Nishino y cols., 2010). Existe también un
componente genético que la sustenta (Faraco y Mignot, 2011).

Desde que se dio a conocer que una deficiencia en el sistema orexinérgico
desempefia un papel importante en la narcolepsia, se han puesto a disposicién
diferentes modelos experimentales para el estudio de esta hipersomnolencia. La
disponibilidad de un modelo genético como la rata taiep brinda una oportunidad para
estudiar el sistema orexinérgico dado que, los parametros electroencefalograficos y
farmacoldgicos que presenta, son semejantes a los observados en los pacientes
narcolépticos y en la narcolpesia canina, por lo que se ha propuesto a la rata taiep

como un modelo de esta patologia del suefio.

6. HIPOTESIS

Las ratas taiep presentan un menor nimero de neuronas orexinérgicas en el
hipotalamo lateral en comparacion con las ratas Sprague-Dawley y éste nimero de

neuronas disminuye progresivamente con la edad.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Realizar un analisis cuantitativo a través de un estudio inmunohistoquimico para la
identificacion de las neuronas productoras de orexinas en el cerebro de la rata taiep

macho.

7.2 Objetivos especificos

1. Comparacion de la distribucion de los cuerpos neuronales inmunorreactivos
con orexina en el hipotalamo lateral entre ratas control Sprague-Dawley (SD)
y taiep macho de 3, 6, 9 y 12 meses de edad.

2. Analisis cuantitativo de neuronas productoras de orexinas en ratas taiep

macho de 3, 6, 9 y 12 meses de edad.

8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Animales de experimentacion

Se emplearon ratas Sprague-Dawley (SD) y taiep macho de 3, 6, 9 y 12 meses de
edad mantenidas en condiciones estandar de bioterio con agua purificada (Ciel ™
Coca-Cola Co.) y alimento balanceado para roedores (5008, Purina Mills, Estados
Unidos de Norteamérica) ad libitum. Con ciclo luz- oscuridad 12:12 (las luces se
encienden 0700); temperatura controlada 22 + 2°C y humedad relativa de 30-45%.
Todos los procedimientos fueron realizados siguiendo la Norma Oficial Mexicana
con especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio: NOM-062-Z00-1999 y siguiendo la guia de cuidado y uso de animales
de laboratorio del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de
Norteamérica (National Research Council Committee for the Update of the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011, NIH por sus siglas en inglés),

siendo evaluado y aprobado por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de
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Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla: COSM-
SAL-17-I.

8.2 Perfusion intracardiaca

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (Sedalpharma, Pet’s
Pharma) a una dosis de 70 mg/Kg por via intraperitoneal (i.p.) y perfundidas con
paraformaldehido preparado al 4% con buffer de fosfatos salino (PBS; pH 7.2; auna
concentracion de 0.1 M), ulteriormente, el corazon fue expuesto para insertar en el
ventriculo izquierdo una aguja conectada a una bomba peristéltica para la infusion
de 250 mL de solucién salina (NaCl) al 0.9% seguido de 250 mL de
paraformaldehido al 4% a 30 r.p.m. Se realizé una incision en la auricula derecha
del corazén para el drenaje sanguineo. Al finalizar la perfusion, se decapit6 al
animal. Los cerebros perfundidos fueron extraidos y se dejaron fijando en
paraformaldehido al 4% por una semana en un refrigerador a 4°C. Después, los
cerebros se colocaron en sacarosa concentrada al 30% en PBS a una concentracion
de 0.1 My se dejaron a 4°C para criopreservarlos hasta que se obtuvieran los cortes

histol6gicos, cambiando la solucién de sacarosa cada 15 dias.

8.3 Cortes histoldgicos cerebrales

Los cerebros fueron montados en platinas y se realizaron cortes coronales de 40
uM de espesor en un criostato (Leica CM1850 — Leica Microsystems) a una
distancia de bregma -1.80 mm hasta -4.30 mm siguiendo las coordenadas
estereotaxicas del atlas de Paxinos y Watson (2007), en la zona que corresponde
al hipotdlamo. Se obtuvieron en total de 60 a 70 cortes por cerebro,
aproximadamente, siendo colectados en series de cuatro en una matriz de pozos
para cultivo celular. Cada corte se colocaba en un pozo diferente, de los cuatro
disponibles, llenando con 15 cortes cada pozo en total. Los cortes obtenidos se

guardaron en un refrigerador a 4°C hasta su procesamiento.
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8.4 Inmunohistoquimica

Se seleccionaron los cortes que correspondian al &rea hipotaldmica lateral,
dorsomedial y posterior, regiones de interés en este proyecto. Se eligieron de 15 a

20 cortes por cerebro para realizar la inmunohistoquimica.

Los cortes fueron colocados en PBS a una concentracion de 0.1 M mas agua
oxigenada (H2032); (900 pL diluidos al 30%) para el bloqueo de las peroxidasas por
10 minutos. Se realizaron 2 lavados, de 10 minutos cada uno, con PBS. Se

introdujeron los cortes en tubos Eppendorf de 2 mL que contenian 1L de anticuerpo

policlonal de raton (IgG) contra orexina-A (KK09; diluido 1:1000; sc-80263; Santa
Cruz Biotechnology) mas 1 mL de SuperMix. Se mantuvieron por 90 minutos en
agitacion horizontal constante a 40 r.p.m en un agitador (Minitwist nutating mixer,
BioProducts SBS500) y se guardaron en el refrigerador a 4°C por 24 hrs.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados, de 10 minutos cada uno, con PBS. En

tubos Eppendorf se colocaron 5 pL de anticuerpo secundario biotinilado (diluido

5:1000; sc-516142; Santa Cruz Biotechnology) mas 1 mL de SuperMix y se
trasladaron los cortes a dichos tubos, después se incubaron de 90 a 120 minutos
en agitacién horizontal constante a 40 r.p.m. Se realizaron 3 lavados a los cortes
histoldgicos con PBS por 10 minutos cada lavado. Se colocaron en cada tubo

Eppendorf 9 pL de complejo avidina-biotina (ABC; cada reactivo, A y B, fue diluido
9:1000; PK-4000 Vectastain® ABC kit — VectorLabs) mas 1 mL de SuperMix.

Posteriormente, los cortes fueron colocados en los tubos Eppendorf y se agitaron
horizontalmente por 120 minutos. Se efectuaron 3 lavados, de 10 minutos cada uno,
con PBS. Se preparo el buffer Trizma pH 7.2 diluyendo 0.77 gr en 50 mL de agua
desionizada, agregando una alicuota de diaminobencidina (DAB) para el revelado.
Se colocaron los cortes en los cristalizadores que contenian DAB, se mezcl6 por 30
segundos, posteriormente se agregaron 35 pL de agua oxigenada. El tiempo de

espera fue de 15-20 minutos hasta que los cortes se tornaron de un color marron.

50



Una vez revelados los cortes y para detener la reaccién, se hicieron 3

lavados con PBS, de 10 minutos cada uno.

8.5 Montaje de los cortes cerebrales

Los cortes histolégicos cerebrales se colocaron en una placa de Petri que contenia
solucién de montaje preparada con etanol al 80%, agua desionizada y grenetina
para después ser montados en los portaobjetos previamente gelatinizados. Se
montaron 6 cortes por cada portaobjetos; los cortes fueron colocados siguiendo la
secuencia del eje antero-posterior. Se dejaron los portaobjetos durante 48 horas a

temperatura ambiente para su secado.

8.6 Tren de deshidratacion de cortes cerebrales

Las sustancias utilizadas se colocaron en cajas coplin de vidrio para sumergir las

laminillas en cada una de acuerdo al orden siguiente:

Agua desionizada durante 1 minuto.
2. Deshidratacion en alcohol al: 70%, 96%, 100%, 2 minutos en cada
concentracion consecutivamente.
3. Xilol a una concentracion del 100% por 2 minutos.
Al finalizar, se retiraron de la solucion e inmediatamente se coloc6 el medio
de montaje Entellan® y el cubreobjetos. Las laminillas se dejaron a temperatura
ambiente por 48 horas para secarse. Se guardaron en cajas para portaobjetos a

temperatura ambiente hasta su ulterior analisis.

8.7 Eleccion de los cortes cerebrales

Del total de cortes montados por cada cerebro, se eligieron Unicamente 4 para el
conteo neuronal, tomando en cuenta que se observaran neuronas y que los cortes
no fueran continuos, es decir, que tuvieran una separacion de por lo menos 30 uM
para evitar el conteo neuronal doble, esto con ayuda del atlas estereotaxico Paxinos
y Watson (2007).
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8.8 Adquisicion y procesamiento de imagenes

Los cortes fueron analizados en un microscopio (Axio, Zeiss, Scope.Al) acoplado a
una camara (Axio Cam ICcl) utilizando el objetivo 10x y se tomaron fotografias del
area de interés bilateralmente tomando un plano Unico de cada hemisferio, en el
cual se mostrara la mayor cantidad de cuerpos neuronales inmunotefidos. Las
fotografias fueron tomadas y analizadas con el software ZEN lite 2.3 (blue edition)
de © Carl Zeiss Microscopy GmBH, 2011.

8.8 Conteo neuronal y analisis histologico

El recuento celular se realizé con el programa de procesamiento de imagen digital
ImageJ version 1.50i, desarrollado por los Institutos Nacionales de Salud de los

Estados Unidos, se realizé el conteo de neuronas productoras de orexina.

8.9 Andlisis estadistico

Empleando el programa estadistico SigmaPlot versién 11.0 se grafico la media + el
error estandar de la media del conteo de las neuronas orexinérgicas. Para el andlisis
del promedio del numero total de neuronas orexinérgicas inmunomarcadas entre
dos grupos de la misma edad, se llevaron a cabo puebas t de Student. Para el
analisis del promedio de neuronas orexinérgicas inmunotefiidas en un mismo grupo
a diferentes edades: 3, 6, 9 y 12 meses, se llevaron a cabo pruebas de ANOVA de

un factor. Se considerdé como diferencia significativa cuando la P fue < 0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Comparacion del numero de neuronas orexinérgicas en ratas SD y taiep

de 3 meses de edad

El promedio del nUmero de neuronas orexinérgicas inmunomarcadas en las ratas
Sprague-Dawley no tuvo diferencia significativa respecto al promedio de neuronas
inmunomarcadas presentes en la rata taiep, tal como se observa en la figura 10. El
promedio del nimero de neuronas productoras de orexina en las ratas SD de 3
meses de edad es de 918.25 neuronas y en las ratas taiep es de 825 neuronas, solo
un 10.15% mayor respecto al promedio de las ratas taiep (prueba t de Student,
P=0.597; media £ E.E.M.; n=4).

1200

[ Sprague-Dawley
[ Taiep

1000

—

[

800 -4

600 4

400 -

inmunomarcadas

200 -

# Neuronas orexinérgicas

O L} L
Sprague-Dawley Taiep

3 MESES DE EDAD

Figura 10. Comparacién de la media + E.E.M. del nimero de neuronas orexinérgicas inmunomarcadas en ratas
Sprague-Dawley y taiep de 3 meses de edad. No se obtuvieron diferencias significativas entre los promedios del total de
las neuronas orexinérgicas entre las ratas SD y taiep de 3 meses de edad (prueba t de Student, P=0.597; media + E.E.M.;
n=4).
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9.2 Comparaciéon del numero de neuronas orexinérgicas en ratas SD y taiep

de 6 meses de edad

No se encontraron diferencias significativas en el promedio del nimero de neuronas
productoras de orexina en las ratas taiep de 6 meses de edad. Los promedios fueron
de 897.8 en las ratas taiep, y 857.8 en las ratas SD. El nimero de neuronas en las
ratas taiep es 4.4% mayor respecto al promedio de las ratas SD (Figura 11; prueba
t de Student, P=.818; media £ E.E.M.; n=5).
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Figura 11. Comparacién de la media del niumero de neuronas orexinérgicas inmunomarcadas en ratas Sprague-
Dawley y taiep de 6 meses de edad. El promedio de neuronas orexinérgicas en ratas SD es menor con respecto a las ratas

taiep de 6 meses de edad, sin mostrar diferencias significativas (prueba t de Student, P=.818; media + E.E.M.; n=5).
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9.3 Comparacién del numero de neuronas orexinérgicas en ratas SD y taiep

de 9 meses de edad

El promedio del nimero de neuronas en ratas SD de 9 meses de edad es de 830.25,
y en las taiep es de 753.75, el promedio en las SD 9.2% mayor con respecto al
promedio de neuronas productoras de orexina en ratas taiep, tal como se muestra
en la Figura 12 (prueba t de Student, P=.750; media £ E.E.M.; n=4).
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Figura 12. Comparacion de la media del nimero de neuronas orexinérgicas inmunomarcadas en ratas Sprague-
Dawley y taiep de 9 meses de edad. No se observan diferencias significativas entre la media del nimero de neuronas
orexinérgicas inmunomarcadas de ratas SD respecto a ratas taiep de 9 meses de edad (prueba t de Student, P=.750; media
+ E.E.M.; n=4).
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9.4 Comparacion del numero de neuronas orexinérgicas en ratas SD y taiep

de 12 meses de edad

El promedio del nimero de neuronas orexinérgicas en ratas taiep de 12 meses de
edad es de 823.25 y en ratas SD el promedio es de 572.5 neuronas orexinérgicas.
Las ratas taiep muestran un 30.45% mayor con respecto a la media del nimero de
neuronas productoras de orexina en ratas SD (Figura 13; prueba t de Student,
P=.115; media = E.E.M.; n=4).
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Figura 13. Comparacién de la media del nimero de neuronas orexinérgicas inmunomarcadas en ratas Sprague-
Dawley y taiep de 12 meses de edad. La media del nimero de neuronas orexinérgicas de ratas SD es menor con respecto
a la media del nimero de neuronas orexinérgicas presentes en ratas taiep de 12 meses de edad (prueba t de Student, P=.115;
media £ E.E.M.; n=4).
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9.5 Media del numero de neuronas orexinérgicas en ratas SD de 3, 6,9y 12

meses de edad

Los promedios del nimero de neuronas productoras de orexina inmunomarcadas
en ratas Sprague-Dawley de 3, 6, 9 y 12 meses de edad, no muestran diferencias
significativas entre ellos (Figura 14); (ANOVA, F=1.913, P=.177; media £ E.E.M,;

n=4, n=5, n=4, n=4, respectivamente).
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Figura 14. Nimero de neuronas productoras de orexina en ratas Sprague-Dawley a diferentes edades. El promedio de
neuronas orexinérgicas de ratas SD de 3, 6, 9y 12 meses de edad es de 918.25, 857.8, 830.25 y 572.5, respectivamente. Se
observa un decremento en el promedio segun incrementa la edad. No se observan diferencias significativas (ANOVA,
F=1.913, P=.177; media + E.E.M.; n=4, n=5, n=4, n=4, respectivamente).
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9.6 Media del nUmero de neuronas orexinérgicas en ratas taiep de 3,6,9y 12

meses de edad

Los promedios del nimero de neuronas productoras de orexina inmunomarcadas
en ratas taiep de 3, 6, 9 y 12 meses de edad, no muestran diferencias significativas
entre ellos (Figura 15); (ANOVA, F=.181, P=.907; media + E.E.M.; n=4, n=5, n=4,

n=4, respectivamente).
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Figura 15. Nimero de neuronas productoras de orexina en ratas taiep a diferentes edades. El promedio de neuronas
orexinérgicas de ratas taiep de 3, 6, 9y 12 meses de edad es de 825, 897.8, 753.75 y 823.25, respectivamente. Se observa
un aumento en el promedio a los 6 meses de edad, seguido de un decremento a los 9 meses de edad, y un aumento
nuevamente a los 12 meses de edad. No se observan diferencias significativas (ANOVA, F=.181, P=.907; media + E.E.M;

n=4, n=5, n=4, n=4, respectivamente).
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9.7 Distribucidén de neuronas orexinérgicas en ratas SD y taiep de 3 meses de
edad

Los cuerpos neuronales orexinérgicos fueron encontrados en el hipotalamo,

especificamente en el hipotalamo lateral, dorsomedial y posterior.

La mayoria de los cuerpos neuronales de orexina inmunorreactivos se
distribuyeron alrededor del fornix, incluido el nucleo periforniano. Las neuronas
orexinérgicas tefiidas también se detectaron a nivel de los nucleos hipotalamicos

dorsomedial compacto, dorsal y ventral.

En la Figura 16 se puede apreciar la distribucion de los cuerpos neuronales
inmunotefidos para orexina en los cortes cerebrales de ratas SD y taiep,
respectivamente, de 3 meses de edad. La cantidad de cuerpos neuronales en las

ratas SD es 10.15% mayor respecto a la cantidad de neuronas en las ratas taiep.
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Figura 16. Distribucion de cuerpos neuronales de orexina inmunorreactivos (OXR-ir) en cortes coronales de cerebro
de rata Sprague-Dawley y taiep. A) Corte coronal de una rata SD de 3 meses de edad. B) Corte coronal de una rata taiep
de 3 meses de edad. Los cuerpos neuronales en ambos cortes se distribuyen en el area perifornical, en el ntcleo hipotalamico
dorsomedial y en el area hipotalamica lateral. EI nimero en la parte superior derecha de cada corte indica la distancia
aproximada de bregma con base en el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007). Cortes coronales = 40 um. Barra de
calibrcién = 100 pm. Objetivo utilizado: 10x. Abreviaturas: f = fornix; HLA = area hipotalamica lateral; PeF = nlcleo perifornical;
DMH = hipotdlamo dorsomedial.
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9.8 Distribucidén de neuronas orexinérgicas en ratas SD y taiep de 6 meses de
edad

Tal como se muestra en la Figura 17, los cuerpos neuronales orexinérgicos se
distribuyeron en el area perifornical, en el hipotalamo lateral y en el nucleo
dorsomedial. En las ratas taiep, la cantidad de cuerpos neuronales de orexina

inmunorreactivos es 4.4% mayor a la cantidad encontrada en ratas SD.
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Figura 17. Distribucion de cuerpos neuronales de orexina en cortes coronales de cerebro de rata SD y taiep. A) Corte
coronal de una rata SD de 6 meses de edad. B) Corte coronal de una rata taiep de 6 meses de edad. Los cuerpos neuronales
en ambos cortes se distribuyeron alrededor del fornix, en en el nicleo hipotaldmico dorsomedial, en el area hipotalamica
lateral. EI nimero en la parte superior derecha de cada corte indica la distancia aproximada de bregma con base en el atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (2007). Cortes coronales = 40 um. Barra de calibracion = 100 um. Objetivo utilizado: 10x.

Abreviaturas: f = férnix; HLA = area hipotalamica lateral; PeF = nucleo perifornical; DMH = hipotalamo dorsomedial.
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9.9 Distribucién de neuronas orexinérgicas en ratas SD y taiep de 9 meses de
edad

Las neuronas orexinérgicas inmunotefidas en las ratas SD y taiep de 9 meses de
edad también se detectaron a nivel del area perifornical en la parte hipotalamica

lateral, en el area perifornical y en el nacleo hipotalamico dorsomedial.

En la Figura 18 se muestra la distribucion de los cuerpos neuronales
inmunotefidos con orexina en los cortes cerebrales de ratas SD y taiep,
respectivamente, de 9 meses de edad. La cantidad de cuerpos neuronales en las

ratas SD es 9.2% mayor en comparacion a las ratas taiep.
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Figura 18. Distribucion de cuerpos neuronales de orexina en cortes coronales de cerebro de rata SD y taiep. A) Corte
coronal de una rata SD de 9 meses de edad. B) Corte coronal de una rata taiep de 9 meses de edad. Los cuerpos neuronales
en ambos cortes se distribuyeron a nivel del area perifornical en la parte hipotalamica lateral, en el area perifornical y en el
nucleo hipotaldmico dorsomedial. El nimero en la parte superior derecha de cada corte indica la distancia aproximada de

bregma con base en el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007). Cortes coronales = 40 um. Barra de calibracion

100 pm. Objetivo utilizado: 10x. Abreviaturas: f = férnix; HLA = area hipotalamica lateral; PeF = nlcleo perifornical; DMH
hipotdlamo dorsomedial.
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9.10 Distribucion de neuronas orexinérgicas en ratas SD y taiep de 12 meses
de edad

Tal como se observa en la Figura 19, los cuerpos neuronales orexinérgicos se
distribuyen en el hipotadlamo lateral y posterior, especificamente en el nucleo
perifornical y en el hipotalamo dorsomedial. La cantidad de cuerpos neuronales en
las ratas SD de 12 meses de edad es 30.45% menor en comparacién a la cantidad

observada en ratas taiep de dicha edad.
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Figura 19. Distribucion de cuerpos neuronales de orexina en cortes coronales de cerebro de rata SD y taiep. A) Corte
coronal de una rata SD de 12 meses de edad. B) Corte coronal de una rata taiep de 12 meses de edad. Los cuerpos
neuronales en ambos cortes se distribuyeron a nivel del area perifornical, en el area hipotalamica lateral y en el nudcleo
hipotalamico dorsomedial. EI nimero en la parte superior derecha de cada corte indica la distancia aproximada de bregma
con base en el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (2007). Cortes coronales = 40 um. Barra de calibracién = 100 pm.
Objetivo utilizado: 10x. Abreviaturas: f = férnix; HLA = &rea hipotaldmica lateral; PeF = nucleo perifornical; DMH = hipotalamo
dorsomedial.
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9.11 Distribucién de neuronas orexinérgicas en ratas SD de 3, 6, 9y 12 meses
de edad

La distribucion de neuronas de orexinas inmunorreactivas no varia entre edades en
ratas Sprague-Dawley. Los cuerpos neuronales inmunomarcados no presentan

cambios en cuanto a tamafio y forma, como puede ser observado en la Figura 20.
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Figura 20. Neuronas orexinérgicas en cortes coronales de cerebros de rata SD a diferentes edades. A) Distribucién de
cuerpos neuronales en hipotalamo lateral y posterior en un corte coronal de cerebro de rata SD de 3 meses de edad. B)
Distribucién de cuerpos neuronales en hipotadlamo lateral y posterior en un corte coronal de cerebro de rata SD de 6 meses
de edad. C) Distribucién de cuerpos neuronales en hipotalamo lateral y posterior en un corte coronal de cerebro de rata SD
de 9 meses de edad. D) Distribucién de cuerpos neuronales en hipotalamo lateral y posterior en un corte coronal de cerebro
de rata SD de 12 meses de edad. Barra de calibracion = 50 um. Objetivo utilizado: 20x.
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9.11.1 Descripcién morfoloégica de neuronas orexinérgicas en ratas SD

Morfolégicamente, las neuronas productoras de orexina en las ratas SD, presentan
un soma con un tamafio de entre 15 y 30 um, fusiforme o circular, y cuentan con 2
0 3 proyecciones dendriticas en promedio. Estas neuronas pueden presentar una
orientacion horizontal o vertical. No se observan diferencias morfolégicas

neuronales entre las diferentes edades analizadas.

9.12 Distribucién de neuronas orexinérgicas en ratas taiep de 3, 6, 9y 12

meses de edad

La distribucién de neuronas de orexinas inmunorreactivas no varia entre edades en
ratas taiep. Los cuerpos neuronales inmunomarcados no presentan cambios en

cuanto a tamafio y forma, como puede ser observado en la Figura 21.
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Figura 21. Neuronas orexinérgicas en cortes coronales de cerebros de rata taiep a diferentes edades. A) Distribucién
de cuerpos neuronales en hipotalamo lateral y posterior en un corte coronal de cerebro de rata taiep de 3 meses de edad. B)
Distribucion de cuerpos neuronales en hipotalamo lateral y posterior en un corte coronal de cerebro de rata taiep de 6 meses
de edad. C) Distribucion de cuerpos neuronales en hipotalamo lateral y posterior en un corte coronal de cerebro de rata taiep
de 9 meses de edad. D) Distribucién de cuerpos neuronales en hipotalamo lateral y posterior en un corte coronal de cerebro

de rata taiep de 12 meses de edad. Barra de calibracion = 50 pm. Objetivo utilizado: 20x.

9.12.1 Descripcion morfologica de las neuronas orexinérgicas en ratas

taiep

Morfologicamente, las neuronas de orexina inmunomarcadas en las ratas taiep,
presentan un soma con un tamafo que va desde las 15 hasta las 30 um, fusiforme
o circular, y cuentan con 2 o 3 proyecciones dendriticas en promedio. Estas

neuronas se distribuyen en toda el area del hipotalamo lateral, dorsomedial y
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posterior, presentando una orientacion horizontal o vertical. No se observan

diferencias morfologicas neuronales entre las diferentes edades analizadas.

10. DISCUSION

Los presentes resultados muestran que el nUmero de neuronas orexinérgicas en la
rata taiep no presenta cambios significativos con respecto a la rata Sprague-Dawley
empleada como control. Esto es diferente a lo que sucede en el modelo tratado con
saporina o ataxina-3, que induce una destruccién de aproximadamente el 90% de
las neuronas orexinérgicas causando también la pérdida de neuronas de MCH
(Gerashchenko y cols., 2001). Los datos obtenidos se correlacionan con lo
observado en perros narcolépticos de la raza Doberman Pinscher, en los cuales el
ndamero de neuronas orexinérgicas no disminuye significativamente (Thannickal y
cols., 2000; Ripley y cols., 2001)

La narcolepsia-cataplejia es una enfermedad pleiotrépica; tiene distintas
causas las cuales han sido agrupadas en dos tipos con base en los sintomas que
se presentan: La narcolepsia tipo 1, en la cual el individuo presenta somnolencia
excesiva diurna o episodios de suefio diurno, cataplejia y niveles bajos o ausentes
de orexina-A en el liquido cefalorraquideo (LCR): por debajo de 110 pg/mL; y la
narcolepsia tipo 2, en la cual el individuo presenta somnolencia excesiva diurna,
latencia corta al suefio MOR, sin embargo, no presenta cataplejia y los niveles de

orexina en liquido cefalorraquideo son normales.

Sin embargo, en los pacientes existen cuadros variados con respecto a la
intensidad de la hipersomnolencia, el nimero de episodios de cataplejia a lo largo
del dia o de las alucinaciones que caracterizan a la tétrada diagnéstica de la

enfermedad.

Asi, se ha reportado la narcolpesia en diversos cuadros neuroldgicos y

psiquiatricos como la esclerosis multiple, la enfermedad de Niemann-Pick tipo C, el
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sindrome de Prader-Willi, enfermedad de Norrie, y el sindrome de Coffin-Lowry, en

las cuales algunos pacientes han presentado episodios de cataplejia.

Por otra parte, tras la pandemia de influenza H1N1 durante el invierno 2009-
2010, se elaboraron varias vacunas, siendo la denominada ‘Pandemrix’ con
adyuvante ASO03 (GlaxoSmithKline Biologicals, Wavre, Bélgica), distribuida
principalmente en Europa del Norte, en los paises nordicos, causante de una mayor
incidencia de narcolpesia (Verstraeten y cols., 2016). Un grupo importante de
pacientes desarroll6 un cuadro de narcolepsia tras haber sido vacunados, muchos
de ellos adultos jovenes de entre 21-35 afios. De inmediato se analizaron las causas
y se determind que fue el adyuvante el que desencadend una respuesta inmune
cruzada contra las neuronas orexinérgicas y el consecuente desarrollo de

narcolepsia (Partinen y cols., 2014; Nellore y Randall, 2016).

La investigacion en narcolepsia humana ha llevado a la identificacion de
alelos HLA especificos (DQB1 * 0602 y DQA1 * 0102) que predisponen al trastorno.
Esto es relevante ya que se conoce que ciertos genotipos de los antigenos HLA
clase Il, con una mayor incidencia por ejemplo en la poblacién japonesa como lo ha
reportado el grupo del Dr. Honda y sus colaboradores, se les ha realcionado con la
suceptibilidad de la narcolepsia, demostrando que mas del 90% de los pacientes
presentaban el haplotipo HLA-DQB1 * 0602 y DRB1 * 1501 (Juji y cols., 1984;
Miyagawa y cols., 2015).

La destrucciéon inmunomediada de las neuronas productoras de orexinas
puede estar mediada por la microglia, macréfagos que se activan por linfocitos T
CD4* autoantigeno-especifico o por superantigenos estimulados por células T
CD8*, o por activacién de células T independientes mediante la activacion de la
sefalizacion DQB1 * 0602. La activacion de la microglia y los macrofagos puede
conducir a la liberaciéon de moléculas neurotoxicas como el acido quinolinico, que
se ha demostrado que causa la destruccion selectiva de las neuronas de orexina en

el hipotdlamo (Fontanay cols., 2010).
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También es probable que intervengan factores genéticos distintos del HLA.
En el modelo canino de narcolepsia, el cual ha sido el mas estudiado, el trastorno
se transmite como un rasgo autosdmico recesivo Unico con penetrancia completa,
canarc-1, el cual esta asociado con una respuesta inflamatoria especifica que

desencadena este trastorno del suefo.

De hecho, el sistema inmunitario contribuye a los cambios
neurodegenerativos y la sintomatologia narcoléptica en estos perros, ya que los
cerebros de éstos desarrollan activacion de la glia, lo que implica un proceso
inflamatorio. Cabe la pena destacar que si los perros narcolépticos son tratados con
una droga inmunosupresiva como lo es el metotrexato mas un antiinflamatorio como
la metilprednisolona y azatioprina, se reduce la severidad de los ataques de
cataplejia en la edad adulta (Boehmer y cols., 2004), mostrando que la mutacion en
el receptor tipo 2 a orexinas no es suficiente para el desarrollo completo de la
narcolepsia genética canina y que el sistema inmune desempefia un papel
importante en el desarrollo de este trastorno, pues se observa una mayor expresion

del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC-II; Tafti y cols., 1996).
La rata taiep:

1. Tiene activacion de la glia mediada por GFAP, caracteristica comun en las
enfermedades desmielinizantes (Chavez y cols., 2001).

2. Presenta déficit de quimiocinas como lo son CXCL1, CCR2, CCR5 vy el
receptor CXCR4, lo que conlleva a la hipomielinizacion y a la
desmielinizacion (Soto-Rodriguez y cols., 2015).

3. Exhibe infiltracion de células de la microglia y macrofagos, ademas de la
presencia de linfocitos T CD4* y CD8"* (Leb6n-Chavez y cols., 2006).

4. Se esta en proceso medir todos los leucocitos, linfocitos y sus clonas.

Diversas investigaciones han confirmado la colocalizacion de péptidos como

la dinorfina-A y orexina-A en el hipotalamo lateral, sugiriendo que la dinorfina-A
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puede desempefiar un papel importante en la funcidén de las neuronas orexinérgicas
(Chou y cols., 2001). La gran mayoria de las neuronas orexinérgicas presenta
también inmunorreactividad para el receptor de leptina. Otro neuropéptido que
contienen estas neuronas es la galanina (Hakansson y cols., 1999), la cual presenta
efectos moduladores en la alimentacion. Las neuronas orexinérgicas también
contienen y liberan glutamato, el cual se amacena en pequefias vesiculas sinapticas
y se libera en zonas activas de las terminales orexinérgicas (Torrealba y cols.,
2003).

Por otra parte, estudios recientes han mostrado que la administracion
sistémica de opioides aumenta la actividad de las neuronas productoras de orexina
y que el bloqueo de los receptores para opioides p disminuye la actividad de dichas
neuronas y disminuyen los sintomas narcolépticos en adictos. En modelos animales
cuando no hay inmunomarcaje para orexinas, la administracion de morfina induce
el marcaje de neuronas orexinérgicas (Thannickal y cols., 2018).

Es importante destacar que la administracion de [Alall, DLeul5]-Orexina B,
un agonista especifico del receptor tipo 2 a orexinas, redujo de manera significativa
los episodios de inmovilidad sin afectar el ciclo suefio-vigilia en la rata taiep (de
Ovando, 2019), lo cual indica que los episodios de inmovilidad estdn mediados por
el OXz2R. Los efectos del receptor tipo 2 estan relacionados al ciclo suefio-vigilia, al
control del tono muscular y a la actividad locomotora (Samson y cols., 2010; Etori y
cols., 2014).

La administracion de orexina-A, agonista de ambos receptores, y de orexina-
A 17-33, agonista especifico del receptor 1 de orexinas, no produjo cambios
significativos en el nimero de episodios de inmovilidad ni cambios en el ciclo suefio-
vigilia (de Ovando, 2019).

Cabe destacar que, en los perros narcolépticos, en ausencia del receptor tipo
2 para orexinas funcional, los niveles de orexinas no se ven afectados por farmacos
monoaminérgicos y colinérgicos, a pesar de la modulacién que tendrian sobre la

cataplejia. No existe una correlacion entre la severidad de la narcolepsia y los
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niveles de orexinas. La reduccion de los niveles de orexinas o el bloqueo de la
accion de las orexinas no son suficientes para inducir atagues catapléjicos en

animales normales (Wu y cols., 2011).

La causa de la somnolencia en la narcolepsia tipo 2, un subtipo de
narcolepsia que no esta asociado con la cataplejia no estd clara, pero puede
deberse a una pérdida moderada de neuronas orexinérgicas o una liberacion
insuficiente de los neuropéptidos orexinérgicos sin reduccion detectable en los
niveles de orexinas en el liquido cefalorraquideo (Dalal y cols., 2001; Szabo y cols.,
2018).

Dado que la narcolepsia es una enfermedad autoinmune y, considerando que
los episodios de inmovilidad muestran un pico entre los 8 y 9 meses de edad y luego
decrecen sin cambios en la densidad de orexinas, es necesario determinar el rol de

la neuroinflamacion en las alteraciones del suefio en la rata taiep.

11. CONCLUSIONES

e EIl nimero de neuronas orexinérgicas en la rata taiep no muestra cambios
significativos con respecto a la rata Sprague-Dawley, empleada como
control.

e La rata taiep es un modelo de narcolepsia tipo 1, con un numero normal de
neuronas productoras de orexinas en el hipotalamo lateral perifornical y en el
hipotalamo posterior.

e La rata taiep es un modelo adecuado ya que la desmielinizacién progresiva
permite un analisis sin maniobras adicionales como lo fue en este proyecto

donde se cuantificaron los cuerpos de neuronas orexinérgicas.
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