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1. RESUMEN.

La narcolepsia es un trastorno del suefio que se caracteriza por somnolencia diurna
excesiva, cataplejia, paralisis del suefio y una corta latencia al suefio con
movimientos oculares rapidos (MOR). La rata faiep es un modelo de narcolepsia
que presenta patrones de sueno fragmentado. El pitolisant es el primer antagonista
del receptor H3 de histamina aprobado por la clinica con efectos anticatapléjicos y
promotores de la vigilia. El objetivo del estudio fue determinar el efecto del farmaco

pitolisant en el ciclo suefio-vigilia de la rata taiep macho adulto.

Se utilizaron seis ratas taiep macho de 6 meses de edad a las que se les realizé
una cirugia estereotaxica para la colocacion de electrodos para registro de
electroencefalograma (EEG), electromiograma (EMG) y electrooculograma (EOG).
Se realizaron cuatro registros de EEG de 12 horas de duracion: un control y
posteriormente utilizando dosis de 1,3 y 10 mg/Kg de pitolisant por via

intraperitoneal.

Nuestros resultados muestran que la dosis de 10 mg/Kg incrementa la duracion de
la vigilia (p<0.01), disminuye la duracién del suefio de ondas lentas (p<0.01) y del
suefio MOR vy retrasa la latencia al sueno, limitado a las primeras horas tras la
administracién del farmaco. Las dosis mas bajas del pitolisant también muestran
efectos similares a los observados en la dosis de 10 mg/Kg, aunque son de menor

duracion e intensidad.

En conclusién, la administraciéon del pitolisant en la rata faiep un modelo de
narcolepsia-cataplejia modula el ciclo suefio-vigilia, mostrando un efecto dosis-
dependiente con mayores efectos a dosis altas de pitolisant; lo que podria favorecer

el tratamiento en pacientes con narcolepsia.

5|Pagina



2. INTRODUCCION.

2.1.1. Cronobiologia.

La vida en nuestro planeta ha sido regida por distintos aspectos, desde el ambiente
hasta su propia estructura, pero un factor tan importante e imperceptible es el mismo
tiempo. El tiempo ha sido una variable fundamental que ha permitido a las distintas
formas de vida el adaptarse, perfeccionarse y evolucionar; logrando permanecer

hasta nuestros dias.

La cronobiologia cuyo término proviene del griego: kronos (tiempo), bios (vida) y
logos (estudio), fue acufiado por el fisiblogo Franz Halberg en la década de 1950, la
cual se encarga de estudiar los ritmos biolégicos y su influencia sobre las funciones
corporales (Lee et al., 2015). Esta disciplina abarca un analisis en los distintos
niveles de organizacion - de lo molecular hasta lo conductual -, y analiza como estos
ritmos influyen en los seres vivos. A través de este enfoque, se ha demostrado que
numerosos procesos fisioldgicos, bioquimicos y conductuales de los organismos
son ciclicos y estan influenciados por factores temporales tanto internos como
ambientales (Angeles-Castellanos et al., 2007; Angeles-Castellanos & Escobar,
2016; Golombek, 2007).

A pesar de que los conceptos sobre la cronobiologia y los ritmos bioldgicos
comenzaron a formalizarse a mediados del siglo XX, la idea de que los fendmenos
naturales son periédicos se remonta a la antigledad. Puesto que, las civilizaciones
antiguas ya reconocian la importancia de los eventos recurrentes en el transcurso
de los dias y los afos, evidenciando la conciencia temprana sobre la influencia del

tiempo en la vida (Angeles-Castellanos et al., 2007; Golombek, 2007).

En el afio de 1729 se publico el primer experimento cronobioldgico, realizado por el
astronomo francés Jean Jacques d’Ortous de Mairan. Intrigado por el
comportamiento de su planta Mimosa pudica, cuyas hojas permanecian extendidas
en el dia y retraidas por la noche (Golombek, 2007; Johansson & Koster, 2019). De
Mairan decidid colocar la planta en un armario completamente oscuro para

descartar la influencia de la luz solar. Sorprendentemente las hojas de su planta
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Mimosa mantuvieron el mismo patron de movimiento, abriendo y cerrando sus hojas
incluso en la ausencia de luz. Dicho experimento, permiti6 demostrar por primera
vez que los ritmos biolégicos son intrinsecos y capaces de mantenerse aun en
ausencia de las sefiales temporales del ambiente exterior (véase Figura 1;
(Golombek, 2007).

Noche

Ciclo luz -
oscuridad

Oscuridad
constante

Figura 1. El experimento de De Mairan. Representacién esquematica del experimento de De Mairan, que demostré por
primera vez la existencia de ritmos circadianos enddgenos. La planta Mimosa ptdica fue expuesta a un ciclo luz-oscuridad
natural, en donde las hojas muestran un patrén al irse moviendo con la luz solar. Sin embargo, al exponer a la planta a una

oscuridad constante, las hojas contindan presentando el mismo ritmo en sus movimientos. Modificado de Golombek, 2007.

2.1.2. Ritmos biolégicos.

Los seres vivos, vegetales o animales han evolucionado y adaptado sus funciones
a ritmos que se puedan sincronizar con los cambios que se presentan dia con dia.

Por lo tanto, se define al ritmo biolégico como la variacion regular de una funcién
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organica relacionada con el curso del tiempo (Saavedra Torres et al., 2013). De
acuerdo con las variaciones biologicas del tiempo, existen diferentes ritmos
biolégicos en los cuales podemos encontrar: circadiano; periodo alrededor de 24
horas, ultradiano; periodo menor a 20 horas, o infradiano; periodo mayor a 28 horas;
siendo mas comunes los ritmos circadianos (véase Figura 2; (Reinberg & Ashkenazi,
2003; Saavedra Torres et al., 2013).

Activacion Presion arterial Ciclo suefio-vigilia  Crecimiento estacional
neuronal del EEG Respiracion Equilibrio auténomo Involucion
0.001 s 0.01s 0.1s 1 segundo 1 minuto 1 hora 1 dia 1 mes 1 afio
: s ! s s ¢ 3 i
1 i g i 1 b b 1
i i Distribucion . - .
Ritmo cardiaco ) Ciclos de suefio Reproduccion
sanguinea

—

v Ritmo Infradiano

Ritmo Circadiano
Ritmo Ultradiano

Figura 2. Ritmos biolégicos. Representacion esquematica de los ritmos biolégicos en funcién de su periodicidad,
diferenciandolas en ritmos ultradianos, circadianos e infradianos. El diagrama se organiza en una escala de tiempo que abarca
desde los milisegundos hasta un afio, incluyendo ejemplos especificos de funciones bioldgicas o fenémenos naturales

correspondientes a cada tipo de ritmo. Modificado de Lehnertz, Rings y Brohl, 2021.

Los ritmos circadianos son innatos, poseen un origen genético y estan controlados
por relojes biolégicos (oscilador o marcapasos). Estos relojes biolégicos se calibran
y ponen en cero a través de las sefiales ambientales como las sefales féticas
(amanecer y anochecer) y sefales no féticas (actividad y descanso o ruido y
silencio; (Reinberg & Ashkenazi, 2003). Dichos factores ambientales periddicos se
denominan “zeitgebers” (del aleman indicador de tiempo); los cuales permiten
sincronizar a los ritmos circadianos con el entorno externo. En este sentido, los
patrones de luz generados por la rotacién en la Tierra de 24 horas proporcionan la

sefal dominante para ser ajustados (véase Figura 3; (Foster, 2020).
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Figura 3. Ritmo circadiano humano. Esquema de un ritmo circadiano humano, destacando las principales funciones
conductuales y fisiologicas, con su sincronizacion en el transcurso de las horas del dia. Indicando que el cuerpo mantiene un
ciclo de 24 horas, el cual se encuentra influenciado por factores internos y ambientales. Modificado de Lehnertz, Rings y
Brohl, 2021.

La organizacién del sistema circadiano esta conformada por: un componente visual
(integrado por fotoreceptores), estructura marcapasos (encargada de generar la
sefnal circadiana) y vias eferentes (las cuales viajan desde el reloj biolégico hasta
los sistemas efectores; (Saavedra Torres et al., 2013). En los mamiferos, el sistema
circadiano esta ubicado en el hipotalamo, llamado nucleo supraquiasmatico (NSQ),
encargado de coordinar la fisiologia ritmica, el comportamiento y operar como el

reloj maestro (Foster, 2020).

2.1.3. Ciclo sueno-vigilia.

La mayoria de los seres vivos presentan ritmos de actividad y reposo, los cuales
estan influenciados por los ciclos de luz y oscuridad de 24 horas; y el ritmo
circadiano mas comun es el ciclo sueno-vigilia. En los seres humanos, dicho ciclo
implica un conjunto muy complejo de interacciones que involucran multiples circuitos
neuronales, neurotransmisores y hormonas, garantizando un equilibrio entre los

periodos de descanso y de actividad (Foster, 2020).
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El ciclo suefo-vigilia esta regulado por dos impulsores enddgenos: el proceso
homeostatico (Proceso S) y el proceso circadiano (Proceso C). Los cuales forman
el modelo de suefio de “dos procesos” propuesto por Bobérly (1982); en el que se
explica como el ciclo del suefio-vigilia se sincroniza con los ritmos naturales de la

luz y oscuridad. (véase Figura 4; (Brown et al., 2012; Foster, 2020).

La hora del dia determina al proceso C y la duracién de la vigilia previa al
denominado proceso S, ambos procesos interactiuan para controlar el momento,
profundidad y duracién de cada etapa del suefio. Por lo tanto, al iniciar la mafiana
el proceso S es bajo y aumenta de forma progresiva en el transcurso del dia.
Mientras que el proceso C, activado por el NSQ, contrarresta al proceso S,
impulsando asi el mantenimiento de la vigilia durante el dia. No obstante, al
acercarse la noche y la hora de dormir, la actividad del proceso C desciende,
permitiéndole al proceso S que se favorezca la transicion al sueno (Aguirre-
Navarrete, 2007; Brown et al., 2012; Foster, 2020).

sSueno
Despertar
. o
Proceso 60—90 min
. NMR
: DR
'ED o = ﬁﬁ;}? /"
3 “. @ scv%)n
t% 0.“ \ \ \-ﬁﬂp
2
o S Py
5' ---.-l'.‘ ' ~ - e— =
DialVigilia Noche/Suefio
I
Proceso §

Figura 4. Modelo de sueiio de “dos procesos”. El grafico muestra cémo el temporizador circadiano (Proceso C, barras
grises) y un impulsor homeostatico (Proceso S, linea punteada) interactian para determinar el momento, la duracién y la
estructura del suefio. Durante el dia, el proceso C mantiene la vigilia a pesar de que el proceso S promueva al suefio. A
medida que avanza la noche, la intensidad del proceso S aumenta, permitiendo asi la conciliacién y un suefio profundo, el
cual se va disipando hacia el final del episodio de suefio. Durante el suefio, la mayoria de los seres humanos experimentan
entre 4-5 ciclos de suefio con movimientos oculares rapidos (MOR) y suefio de ondas lentas (SOL). Modificado de Foster,
2020.
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2.1.3.1. Elestado de vigilia.

La neurobiologia define a la vigilia como un espectro de estados conductuales en
los que un animal muestra activacion motora voluntaria y responde a estimulos tanto
internos como externos (Scammell et al., 2017). La vigilia puede verse alterada con
respecto del tiempo, afectando la capacidad para detectar cambios relevantes e
impredecibles del entorno. La vigilia, como un estado cerebral funcional permite la
realizacion de diversas funciones cerebrales superiores, como actividades

conductuales, cognitivas y emocionales (J. S. Lin, 2000; Van Schie et al., 2021).

El mantenimiento de la corteza cerebral en este estado de alta complejidad depende
de la actividad convergente y divergente de una red neuronal ascendente (J. S. Lin,
2000). Esta red se extiende desde el bulbo raquideo hasta el cerebro anterior basal,
el hipotalamo posterior y los nucleos monoaminérgicos del tronco encefalico, cuyas
interconexiones son clave para la activaciéon cortical durante la vigilia (J. S. Lin,
2000). Las proyecciones de estas vias anatomicas, implicadas en la regulacion y
mantenimiento del estado de la vigilia, se originan en la region central del
mesencéfalo dirigiéndose al talamo y al hipotalamo por la via dorsal; y al cerebro
anterior basal y la corteza cerebral mediante la via ventral (Scammell et al., 2017).
La via dorsal facilita el procesamiento talamico de senales relacionadas con las

sensaciones, las respuestas motoras y la cognicién (Scammell et al., 2017).

La vigilia también esta regulada por una amplia variedad de neurotransmisores,
como la noradrenalina, dopamina, acetilcolina, histamina y orexinas; cuya
participacion contribuye al mantenimiento de la atencién y la capacidad de
respuesta ante los estimulos externos (Espana & Scammell, 2011; J. S. Lin, 2000;
Scammell et al., 2017; Van Schie et al., 2021).

2.1.3.2. El estado de sueno.

El suefio se define como un estado normal, recurrente y de disminucion de la
conciencia, ante la percepcion de los estimulos externos en el entorno (Aguirre-
Navarrete, 2007; Fabres & Moya, 2021). El estado del suefio se puede describir por

medio de cuatro criterios: primero, el suefio es un periodo de inmovilidad; segundo,
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la quietud es rapidamente reversible; tercero, el estado de suefo se asocia con un
aumento en los umbrales de excitacion; por ultimo, el suefio es regulado de manera
homeostatica (Lakhiani et al., 2023).

En los seres humanos, algunos de los comportamientos que caracterizan al suefno
son: ojos cerrados, la posicidon reclinada (decubito postural), disminucién de la
sensibilidad al entorno exterior y reduccion de la actividad (Carskadon & Dement,
2017; Roth, 2004). En los animales, algunos duermen de pie o hasta con los ojos
abiertos. Sin embargo, la principal caracteristica que comparten todos los seres
vivos es la disminucion de la reactividad al medio ambiente y la reduccién en la

actividad motora (Benavides-Endara & Ramos-Galarza, 2019).

El suefio se caracteriza por presentar distintos grados de profundidad y
caracteristicas fisioldgicas especificas en cada una de sus etapas (Velayos et al.,
2007). El suefio se distingue en dos estadios: el suefio de ondas lentas (SOL),
también conocido como “suefio profundo” y el suefio con movimientos oculares
rapidos (MOR) o llamado “suefio paraddjico” (Fabres & Moya, 2021; Padilla-Gil,
2023). El suefio en humanos se caracteriza por presentar 4 a 5 ciclos a lo largo de
la noche que se suceden cada 90 minutos, con una transicion gradual a cada una
de las etapas del SOL y en cada ciclo la duracion del suefio MOR incrementa
progresivamente (Fabres & Moya, 2021). El primer tercio del suefio se pasa
principalmente en las fases 11 y Il del SOL y el ultimo tercio en la fase MOR;
alrededor del 5% del suefio nocturno corresponde a la vigilia (véase Figura 5; Roth,
2004).
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Despierto

MOR

Etapa I

Etapa II

Etapas
SOL

Etapa III

1 2 3 4 5 6 7 8
Horas dormido

Figura 5. Hipnograma de un adulto sano. Se muestra las distintas fases del suefio con respecto al tiempo en un periodo
de 8 horas. El primer ciclo comienza en la fase SOL etapa I, con una progresion hacia la fase SOL etapa I y posteriormente
a la etapa 111, con un retorno a la etapa II habitualmente y seguido al primer periodo de suefio MOR, cuya duracion es breve
en los primeros ciclos, pero se incrementa en tiempo, al acercarse al final del suefio; reflejando la arquitectura tipica del suefio

humano sano. Modificado de Fabres y Moya, 2021.

Adiferencia de los humanos, los mamiferos pequefos, como las ratas, son animales
polifasicos. Esto significa que sus periodos de actividad y descanso no estan
estrictamente regidos por un ciclo circadiano, por lo que pueden ocurrir tanto en el
dia como en la noche (Halle, 2006). En los estudios de suefio realizados en ratas,
se ha observado que los periodos de vigilia frecuentemente pasan por un ciclo de
SOL (sin considerar su division en etapas) hasta despertar sin episodios MOR. De
igual manera, se pueden identificar episodios de vigilia relativamente breves,
intercalados entre los episodios de SOL y suefio MOR, mostrando el patrén
caracteristico de actividad distribuida en la fase de luz y oscuridad (véase Figura 6;
Simasko & Mukherjee, 2009). A pesar de estas diferencias en los patrones del ciclo
suefo-vigilia, las distribuciones de los episodios de vigilia y suefio en ratas y ratones

son similares a las de los humanos (Lo et al., 2004).
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Figura 6. Hipnograma representativo del ciclo suefo-vigilia de una rata Sprague-Dawley. En la porcién sombreada
equivale a la fase de oscuridad. En esta fase se puede apreciar una mayor actividad del periodo de vigilia y actividad de la
rata. En la porcién iluminada equivalente a la fase de luz, se aprecia ciclos de suefio mas frecuentes y un nimero menor de

despertares prolongados, indicando la fase de reposo de las ratas y un predominio del estado de suefio. Modificado de
Simasko y Mukherjee, 2009.

2.1.3.2.1. Elsueno de ondas lentas.

En los humanos, el sueno de ondas lentas (SOL) representa cerca del 75-80% del
tiempo total del suefio (TTS), caracterizado por wun patréon en el
electroencefalograma (EEG), con formas caracteristicas como los husos del suefio,
los complejos K y las ondas lentas de alto voltaje (véase Figura 7; Carskadon y
Dement, 2017; Fabres y Moya, 2021). Durante el SOL la actividad cognitiva suele
estar fragmentada y la actividad corporal se produce periédicamente conforme la

persona atraviesa las etapas del SOL (Roth, 2004).

Los estadios del SOL son aproximadamente paralelos a uno continuo en
profundidad del sueno, con umbrales de excitacién generalmente de los mas bajos
a los mas altos correspondientes al estadio en el que se encuentren (Carskadon &
Dement, 2017). Los estadios en los que se divide son: N1 o Etapa I, somnolencia;
N2 o Etapa II, suefio “ligero” y N3 o Etapa III, suefio “lento” (Fabres & Moya, 2021;
Velayos et al., 2007).

La etapa I se caracteriza por la presencia de tono muscular y no hay movimientos
oculares o, si los hay, son muy lentos (Fabres & Moya, 2021; Velayos et al., 2007);
cuya duracion va de 1 a 7 minutos, produciéndose principalmente al inicio del suefio
y funciona como fase de transicion a lo largo del suefio. Una persona dormida en la
etapa I se despierta con facilidad, indicando que este estadio presenta un umbral
de despertar bajo (Roth, 2004). Después de la etapa I, se entra a la etapa II, con

una duracion de entre 10 y 25 minutos. La etapa Il se caracteriza por la aparicion
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de los husos de suefio y los complejos K en el EEG, sigue existiendo tono muscular
y no hay movimientos oculares y la actividad de las ondas lentas de alto voltaje
aumentan hasta convertirse en la etapa III (Fabres & Moya, 2021; Roth, 2004;
Velayos et al., 2007). La etapa III presenta una actividad eléctrica baja, no hay
movimientos oculares y el tono muscular estd muy disminuido (Fabres & Moya,
2021; Velayos et al., 2007). Durante el primer ciclo de suefio, la duracion de la etapa
IIT es de solo unos minutos, hasta que la actividad eléctrica lenta representa mas
del 50% del EEG, la persona dormida permanece entre 20 y 40 minutos en el primer
ciclo de sueio (Roth, 2004). En la medida en la que los estadios del SOL progresen,
se requiere de un estimulo cada vez mas poderoso para despertar a la persona
(Contreras, 2013)

Etapa I W‘\VMWMWWNW

Etapa 11

7
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Figura 7. Las etapas del suefio SOL. Se muestran los tres trazados del electroencefalograma corresponden a las distintas
etapas del SOL obtenidos de una voluntaria de 19 afios. Cada trazado se registré a partir de una derivacién de referencia
(C3/A2) en un poligrafo Grass Instruments (West Warwick, RI) Modelo 7D con una velocidad de papel de 10mm/seg, una
constante de tiempo de 0.3 seg y un ajuste de alta frecuencia de 12 amplitudes de 30 Hz. En la etapa I (trazo azul), se aprecia
una actividad de bajo voltaje y frecuencia mixta (ondas alfa y theta); en la etapa II (trazo rosa), aparecen dos husos del suefio
indicado por los guiones y un complejo K marcado por la flecha. En la etapa III (trazo verde) predominan ondas de alta

amplitud y baja frecuencia (ondas delta). Modificado de Carskadon y Dement, 2017.

15|Pagina



2.1.3.2.2. Elsueno de movimientos oculares rapidos.

En humanos, el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) representa entre el
20-25% del TTS y se presenta a los 90 minutos tras haberse quedado dormido. Este
se caracteriza por la presencia de movimientos oculares rapidos (los ojos se
mueven rapidamente de un lado a otro sin entrada visual), atonia en la mayoria de
los musculos, una respiracion irregular y una actividad electroencefalografica mas
desincronizada y bajo voltaje (Blumberg et al., 2020; Contreras, 2013; Fabres &
Moya, 2021; Velayos et al., 2007).

El suefio MOR no suele dividirse en etapas, aunque en ocasiones se distinguen los
componentes fasicos y tonicos en el electroencefalograma (Carskadon & Dement,
2017). El componente fasico es controlado por el sistema simpatico y se caracteriza
por los movimientos oculares rapidos, contracciones musculares breves y por la
variabilidad de la respiracion (Contreras, 2013; Roth, 2004). EI componente ténico
es controlado por el sistema parasimpatico y se caracteriza por la ausencia de los
movimientos oculares rapidos o periodos de relativa inactividad (Contreras, 2013;
Roth, 2004). Durante el sueno MOR por medio de electrodos implantados se
identifica a la onda theta (4-8 Hz) como la mas prominente, cuya actividad se
observa en el hipocampo y dentro de un circuito neuronal del tronco encefalico que

produce paralisis del suefio durante esta fase (Blumberg et al., 2020).

La actividad mental del suefio MOR humano se asocia a la ensonacion, basandose
en el recuerdo de suenos vividos tras aproximadamente el 80% de los despertares

de este estado de suefio (Carskadon & Dement, 2017).

El primer periodo del suefio MOR dura unos 10 minutos y con este concluye un ciclo
de sueno, iniciando un nuevo ciclo, con un ligero semi-despertar en esta transicion.
Conforme avanza la noche, los periodos del suefio MOR se van prolongando y los
tiempos del SOL se van acortando. Tras cumplirse 4 o 5 ciclos, se puede despertar,
terminando completamente la etapa de suefio(Benavides-Endara & Ramos-
Galarza, 2019). El origen del sueio MOR aparentemente se localiza, desde las
neuronas de la parte dorsolateral del mesencéfalo y la formacion reticular pontina

(Benavides-Endara & Ramos-Galarza, 2019)
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2.1.4.El sueno en diferentes etapas de la vida.

La edad es considerado como uno de los factores mas influyentes y constantes que
determina los patrones de las fases del suefio, afectando tanto a la continuidad
como a su estructura (Carskadon & Dement, 2017; Roth, 2004). Por lo tanto, el
sueno presenta modificaciones en funcién del desarrollo y madurez del individuo,
presentando caracteristicas propias en cada etapa de la vida (véase Tabla 1;
Contreras, 2013).

o Recién nacidos y lactantes: Los recién nacidos duermen entre 14 y 18 horas

diarias, mientras que los lactantes lo hacen entre 12 y 14 horas (Contreras,
2013). Durante el primer afio de vida, la transicion de la vigilia al suefo se
realiza mayoritariamente a través del suefio MOR, también conocido como
“suefio activo”, mientras que el SOL se denomina “suefo quieto” (Carskadon
& Dement, 2017; Contreras, 2013). Esta alternancia ciclica entre el SOL y
suefio MOR esta presente desde el nacimiento, con una duracion de 50 a 60
minutos por ciclo (Roth, 2004). Durante esta etapa, el suefio MOR constituye
al 50% del TTS (Roth, 2004). Los husos del suefio aparecen entre la 6° y 8°
semana de vida, pero las etapas del SOL se consolidan entre los 2 y 6 meses,
conforme el cerebro madura (Carskadon & Dement, 2017; Roth, 2004).

o Nifez y adolescencia: En los nifios en etapa escolar, el suefio nocturno tiene

una duracién entre 11 y 12 horas (Contreras, 2013; Fabres & Moya, 2021). A
los 3 anos, la proporcion de sueno MOR disminuye y se estabiliza en
proporciones similares a los adultos; ademas se describe un tipo de suefio
“‘indeterminado 0 transicional”, caracterizado por patrones
electroencefalograficos que no corresponden a un suefo activo o quieto, el
cual desaparece gradualmente con la maduracién del infante (Contreras,
2013; Roth, 2004). La proporcion del sueiio MOR/SOL en los nifios es
distribuida de forma equitativa (Contreras, 2013). En la adolescencia el suefio
nocturno se reduce a 8 y 10 horas, ademas de producirse una reduccién del
40% de SOL del TTS (Carskadon & Dement, 2017; Contreras, 2013; Fabres

& Moya, 2021). Ademas, los adolescentes suelen saltarse su primer periodo
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de suefio MOR debido a la alta intensidad de la actividad de las ondas lentas
(Carskadon & Dement, 2017).

o Adultez: En la edad adulta, la duracion promedio del suefio es de 7 a 8 horas
por noche (Contreras, 2013). El suefio MOR representa del 20 al 25% del
TTS, mientras que el SOL representa del 75 al 80%, alternandose
ciclicamente cada 90 minutos (Fabres & Moya, 2021; Roth, 2004). La
cantidad absoluta de suefio MOR se ha correlacionado con el funcionamiento
intelectual y disminuye notablemente en casos de disfunciones cerebrales
organicas en ancianos (Carskadon & Dement, 2017).

o Vejez: Los adultos mayores suelen presentar dificultades para dormir de
forma continua durante 7 u 8 horas, experimentando una disminucion en la
eficiencia del suefo, caracterizada por una mayor dificultad para conciliar y
mantener el suefo, un aumento en los despertares nocturnos y a partir de
los 60 afos, el SOL disminuye significativamente, especificamente la etapa
III (Carskadon & Dement, 2017; Contreras, 2013; Roth, 2004). Dicha
disminucién del suefio es compensada por un aumento en la etapa 11 del SOL
(Contreras, 2013). A pesar de la reduccion en la cantidad de tiempo del suefo
nocturno, esta puede verse compensada por el aumento en la cantidad de
siestas durante el dia; puesto que, los adultos mayores experimentan mayor
somnolencia diurna a comparacion de los adultos jévenes y de mediana edad
(Carskadon & Dement, 2017; Roth, 2004).

Tabla 1. Patron normal del sueiio en el ser humano

] Adulto Adulto
Lactantes Ninos
Joven Mayor
Vigilia post-inicio
<5% <5% <5% 10 - 25%
del suefio
Eficiencia del
3 >90% >90% >90% 75 - 85%
suefo
SOL (Etapa ) Suefio quieto  Suefo quieto 2-5% 5-8%
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SOL (Etapa Il) Sueno quieto  Suefo quieto 45 - 50% 57 -67%
SOL (Etapa Ill) Sueno quieto  Suefo quieto 13-23% 6-17%
Suerfio MOR Sueno activo 50% 20 - 35% 17 - 20%
Proporcién suefio
50:50 50:50 20:80 20:80
MOR/SOL
Duracion del ciclo
50 -60 45 - 60 90 - 110 90 - 110
de suerio
minutos minutos minutos minutos
MOR/SOL
Tiempo total de
12—-18 horas 12— 14 horas 7 - 8 horas 7 horas

sueno (TTS)
Modificado de Contreras, 2013.

2.1.5.El electroencefalograma.

El electroencefalograma (EEG) es una técnica de exploracion funcional del sistema
nervioso central (SNC), el cual permite registrar la actividad eléctrica cerebral en
tiempo real. En 1929, el neurdlogo aleman Hans Berger, considerado el padre del
EEG humano, acuid el término “electroencefalograma” para describir las
fluctuaciones eléctricas en el cerebro captadas mediante electrodos fijos en el cuero
cabelludo (Fernandez & Lithi, 2020; Ramos-Arguelles et al., 2009).

El origen de la senal eléctrica registrada en el EEG se encuentra en las células
piramidales de la corteza cerebral, constituyendo la base de los cambios
observables del potencial de campo extracelular. Dichas neuronas funcionan como
pequefios dipolos eléctricos, cuya polaridad depende de si el impulso hacia la célula
es inhibitorio o excitatorio. Las corrientes sinapticas sumadas de las dendritas
apicales de las neuronas piramidales son las que mas contribuyen a las ondas del
EEG (Brown et al., 2012; Fernandez & Lthi, 2020; Ramos-Argtielles et al., 2009).

Con la finalidad de recopilar y registrar la actividad eléctrica en cada region cerebral
a través de la superficie craneal, se colocan electrodos que captan las diferencias
de los potenciales eléctricos entre los electrodos o de estos contra una tierra. Estos
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electrodos pueden situarse en distintos sitios, como son: en el cuero cabelludo o
EEG estandar, en la superficie cortical o EEG cortical e intracerebrales denominado
EEG de profundidad (Ramos-Arguelles et al., 2009).

El EEG es la unica técnica que permite un registro multicanal continuo de la
actividad eléctrica durante largos periodos de tiempo. Las senales del EEG que son
registradas, permiten estudiar la actividad eléctrica del ciclo suefio-vigilia o la
realizacion de tareas neuropsicolégicas que involucran entradas sensoriales vy
funciones cognitivas superiores. A partir de los registros del EEG se pueden
diferenciar las distintas etapas del ciclo suefio-vigilia con base en la frecuencia y

amplitud de las ondas cerebrales (véase Figura 8; Lehnertz et al., 2021).

Ondas Lentas (<1 Hz) /\ ]\N\/\[\/\ Theta (4-9Hz)

Ondas Delta (0.5 - 4 Hz) Alfa/Beta (10 - 30 Hz)

Husos del suefio (10 - 16 Hz) M\M[\[\/\/\/\N\/\M ’”"ﬂ‘“ Gamma (50 - 90 Hz)

Suefio de Ondas Lentas Suefio MOR

Figura 8. Patrones del electroencefalograma en las dos etapas del sueio. El EEG en la fase del suefio de ondas lentas,
se caracteriza por presentar oscilaciones de gran amplitud y con frecuencia <1 Hz, ondas delta con frecuencias de 0.5 hasta
4 Hz y la aparicién de los husos del suefio con frecuencia de entre 10 a 16 Hz. Mientras que, en el suefio MOR, se caracteriza
por disparos de baja amplitud, desincronizados y mixtos de alta frecuencia, con frecuencias en el rango de las ondas theta de
4 a 9 Hz, alfa/beta de 10 a 30 Hz y rango gamma de 50 a 90 Hz. Modificado de Lakhiani, Shanavas y Melnattur, 2023.

A lo largo del ciclo suefo-vigilia, la actividad cerebral permite la aparicion de
diferentes tipos de ondas, cada una con un papel especifico. Las principales ondas

cerebrales:

Las ondas gamma con frecuencia del 30 a 120 Hz: Son ondas de baja amplitud y

de alta frecuencia, que predominan mayormente durante la vigilia activa y durante
el suefio con movimientos oculares rapidos (MOR). Las ondas gamma son

generadas por redes corticales de interneuronas dirigidas a los cuerpos celulares
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de las neuronas glutamatérgicas de la corteza cerebral. Estas se ven potenciadas
por la estimulacion de la formacion reticular mesencefalica (Brown et al., 2012;
Jones, 2020).

Las ondas beta con frecuencia del 15 a 30 Hz: Son ondas de baja amplitud y alta

frecuencia, predominantes en los estados de vigilia activa o en estados de alerta.
Estas ondas son mas eficaces que las ondas gamma para sincronizar la actividad
entre loci cerebrales espacialmente distantes en la corteza cerebral (Brown et al.,
2012; Jones, 2020).

Las ondas alfa con frecuencia de 8 a 14 Hz: Son ondas que predominan en el EEG

durante la vigilia quieta en zonas de la corteza parietal y occipital, y son suprimidas
al abrir los ojos o por estimulos visuales. También se pueden registrar ondas alfa
durante la etapa I del SOL. Se considera un puente entre la vigilia y el suefio. Estas
ondas pueden desempenarse en procesos de pensamiento durante las tareas que

utilicen aritmética mental e imagenes visuales (Brown et al., 2012; Jones, 2020).

Las ondas theta con frecuencia de 4 a 8 Hz: Estas ondas, se producen de forma

prominente durante la vigilia, en tareas que requieran de atencién activa o
aprendizaje o en el suefio MOR. El ritmo theta proporciona un cédigo temporal para
el disparo de las células piramidales/granulares, importantes para la navegacion
espacial, la formacion de la memoria episddica y en la plasticidad sinaptica (Brown
et al., 2012)

Las ondas delta con frecuencia de 1 a 4 Hz: Son las ondas mas lentas con una alta

amplitud en la corteza y talamo, siendo las mas tipicas en las etapas mas profundas
del SOL. Dichas ondas son el resultado de la alternancia sincronizada entre un
estado inferior hiperpolarizado y un estado superior despolarizado y de activacion
de rafagas de las neuronas piramidales corticales (Brown et al., 2012; Jones, 2020;
Lakhiani et al., 2023).

21|Pagina



3. ANTECEDENTES.
3.1. ANTECEDENTES GENERALES.

3.1.1.Neuroanatomia del ciclo sueno-vigilia.

Entre los distintos circuitos que se ven implicados en la regulacion del suefio y la

vigilia podemos mencionar los siguientes:
El Sistema Reticular de Activacion Ascendente

En la primera mitad del siglo XX, Frederic Bremer descubrié que la transeccién del
cerebro de los gatos a nivel medio del coliculo, conocida como “cerveau isole”,
provocaba un comportamiento similar al suefio, al igual que la presencia de ondas
lentas en corteza cerebral. Mientras que, al realizar la transeccién en la union del
tronco encefalico y la médula espinal, denominado “encephale isole”, se obtienen
sujetos que presentan ciclicidad en los estados de sueino-vigilia que no se alteraban,
sugiriendo que la entrada sensorial desde la médula espinal no es requerida para

producir el estado de vigilia (Brown et al., 2012).

Poco tiempo después, gracias al trabajo experimental de Morruzi y Magoun (1949),
se demostré que la estimulacion eléctrica de la formacion reticular (FR), una regién
heterogénea del tronco encefalico donde se localizan diversos nucleos generaba un
patrén de actividad cortical en el EEG semejante al estado de vigilia. Estos
resultados consolidaron el rol de la FR en el inicio y mantenimiento de la vigilia,
ademas de la excitacion conductual y la activaciéon cortical (Brown et al., 2012;
Espafa & Scammell, 2011; Jones, 2020).

Las neuronas de la FR proyectan fibras descendentes hacia la médula espinal, las
cuales facilitan el movimiento y el tono muscular postural, mientras que sus
proyecciones ascendentes hacia el prosencéfalo contribuyen a la activacion cortical.
Para promover la excitacién, la FR utiliza neurotransmisores como la acetilcolina, el

glutamato o las monoaminas (Espafia & Scammell, 2011; Jones, 2020).

El sistema reticular de activacion ascendente (SARA) es una red de fibras nerviosas

que ascienden desde el tronco encefalico y, a través de multiples blancos
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intermediarios, activan el cerebro anterior durante la vigilia y el suefio MOR. La
actividad de las neuronas reticulares del tronco encefalico que originan estas vias
predice cambios en el estado conductual. Se han mostrado dos vias principales en

el SARA: la via dorsal y la via ventral (Brown et al., 2012; Jones, 2020).

La via dorsal del SARA incluye neuronas glutamatérgicas del mesencéfalo, las
regiones pontinas y de la FR del bulbo raquideo, ademas de neuronas colinérgicas
de los nucleos tegmentales pedunculopontino y laterodorsal, que inervan la linea
media y el sistema de proyeccion talamo-cortical intralaminar, participando
directamente en la activacion cortical. Por otra parte, la via ventral esta compuesta
por fibras del haz medial del prosencéfalo, que atraviesan y se conectan con
neuronas del mesencéfalo, hipotalamo posterior y lateral, y el cerebro anterior basal
en su trayecto hacia la corteza cerebral (Brown et al., 2012; Jones, 2020). Las fibras
ascendentes del tronco encefalico incluyen neuronas de distintos tipos, como las
glutamatérgicas, las noradrenérgicas, las serotoninérgicas y las dopaminérgicas, las
cuales realizan sinapsis con neuronas glutamatérgicas, histaminérgicas vy
orexinérgicas en el hipotalamo posterior y lateral. Esta via participa en la transmision
y mantenimiento de la activacién cortical (véase Figura 9; Brown et al., 2012; Jones,
2020).
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Figura 9. Vias y nucleos del sistema reticular de activacién ascendente. La regiones corticales y subcorticales son
excitadas por neurotransmisores monoaminérgicos que incluyen noradrenalina (NA) del locus coeruleus (LC); serotonina (5-
HT) de los nucleos dorsal y mediano del rafé; histamina (HA) del nucleo tuberomamilar (NTM); y dopamina (DA) de la
sustancia nigra (SN), el area tegmental ventral (VTA) y de la sustancia gris periacueductal ventral (vPAG). Las neuronas del
prosencéfalo basal (BF) promueven la activacion cortical utilizando acetilcolina (ACh) y acido y-aminobutirico (GABA). Las
neuronas de los nucleos tegmentales laterodorsal (LDT) y pedunculopontino (PPT) liberan ACh para excitar neuronas en el
talamo, hipotalamo y el tronco del encéfalo. Modificado de Espafia y Scammell, 2011.

El area preoptica y el hipotalamo.

En el area preodptica del hipotalamo se han registrado neuronas activas encargadas
de la regulacion de la vigilia y del suefio MOR; asi como, en los nucleos predptico
ventrolateral (VLPO) y el predptico medial (MNPO), considerados como centros del
sueno (Jones, 2020). El hipotdlamo anterior y el area predptica parecen ser criticos
para el mantenimiento del suefio, mientras que el hipotalamo posterior y lateral,
junto con la regién rostral del SARA parecen ser los mas importantes para el
mantenimiento de la vigilia (Jones, 2020).

La actividad de las neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas participan en la
generacion de cada estado de vigilia y suefio, y sus funciones dependen de la
frecuencia de disparo, de los receptores activados por las entradas de

neuromoduladores y de sus proyecciones especificas (Jones, 2020). En el area
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preoptica, las neuronas promotoras del suefo inhiben a las neuronas promotoras
de la vigilia del tipo monoaminérgicas, histaminérgicas y colinérgicas. A su vez,
estas neuronas preodpticas son inhibidas por neurotransmisores tipicos de los
sistemas de vigilia, como son la noradrenalina, la serotonina, la histamina y la
acetilcolina (Espafia & Scammell, 2011). Durante la vigilia, el tono monoaminérgico
y colinérgico mantiene silenciada el area preoptica, permitiendo la activacion de
regiones excitatorias; en cambio, durante el suefo, las neuronas del area preoptica
inhiben dichas regiones, favoreciendo asi su propia actividad (Espafia & Scammell,
2011).

Las neuronas del VLPO y MNPO muestran patrones especificos de activacién en
funcion del estado de suefio. Muchas de estas neuronas aumentan su actividad
durante el SOL y en menor medida, durante el suefio MOR, permaneciendo
inactivas durante la vigilia (Espafia & Scammell, 2011; Jones, 2020). En especifico,
las neuronas del VLPO presentan una alta tasa de disparo durante el SOL profundo.
Mientras que las neuronas del MNPO suelen activarse justo antes de la transicion
al suefio SOL, lo que sugiere un rol primordial en el inicio del suefio SOL. En
contraste, el VLPO parece ser fundamental para el mantenimiento de esta etapa del
sueno. Estas neuronas contienen el neurotrasmisor inhibitorio GABA vy el
neuropéptido galanina, los cuales se encuentran en las regiones claves
involucradas en la excitacion, como son las neuronas del nucleo tegmental ventral
peduculopontino y latero-dorsal (PPT/LDT, respectivamente), el locus coeruleus
(LC), el nucleo del rafé dorsal (DR), el nucleo tuberomamilar (NTM) y las neuronas

orexinérgicas (Espafa & Scammell, 2011).

Se ha mostrado que el VLPO y el MNPO promueven el suefio coordinando la
inhibicién de las regiones de excitacion durante el suefio SOL, como el suefio MOR.
Adicionalmente, en el suefio MOR, otras regiones cerebrales, como son partes del
hipotalamo lateral y del prosencéfalo basal (BF), contienen neuronas GABAérgicas
activas durante el SOL, lo cual contribuye a la modulacidon y mantenimiento de este
estadio del suefio (véase Figura 10; Espana & Scammell, 2011).
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Figura 10. Principales estructuras cerebrales y sistemas de neurotransmisores involucrados en el ciclo sueno-vigilia.
Los estados de vigilia y suefio surgen de circuitos mutuamente excitatorios e inhibitorios (flip-flop). El diagrama ilustra una
versién simplificada de las interacciones asociadas entre la transicion de la vigilia al suefio y viceversa. Durante la vigilia, las
neuronas orexinérgicas del hipotalamo lateral (HL) proyectan y excitan (+) diferentes poblaciones de neuronas promotoras de
la vigilia en el cerebro posterior y medio, incluyendo las neuronas monoaminérgicas que liberan histamina, dopamina,
noradrenalina y serotonina; de neuronas colinérgicas del cerebro posterior que liberan acetilcolina; y un importante grupo de
neuronas ampliamente distribuidas que liberan glutamato. Dichos neurotransmisores impulsan la vigilia y la conciencia dentro
de la corteza. Ademas, la activacion aguda del eje del estrés contribuye a la regulacién del ciclo, promoviendo la vigilia e
inhibiendo al suefio. Durante la vigilia, las neuronas monoaminérgicas se proyectan hacia (linea punteada) los nucleos
predpticos ventrolaterales (VLPO) para ser inhibidos (-). Durante el suefio, los procesos C y S del suefio activan al VLPO,
liberando GABA y galanina para inhibir a las neuronas orexinérgicas en el HL, y a las poblaciones neuronales
monoaminérgicas, colinérgicas y glutamatérgicas. Ademas, una subpoblacién de interneuronas de la corteza se proyecta a
grandes distancias hasta la corteza cerebral y liberan GABA durante el suefio. Durante el suefio MOR, las neuronas

monoaminérgicas permanecen inhibidas, pero son activadas por neuronas colinérgicas (+). Modificado de Foster, 2020.

3.1.2. Neuroquimica del sueio.

En el cerebro de los mamiferos, los circuitos reguladores del sueno y la vigilia estan
distribuidos ampliamente y expresan distintos neurotransmisores. Destacaré
brevemente algunos de los sistemas transmisores que promueven la excitacion y el

suefo (véase Tabla 2).

Sistemas promotores de la vigilia
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o Acetilcolina: Se propuso en primera instancia a la acetilcolina (ACh) como

o

el principal neurotransmisor del SARA, con proyecciones desde el tronco
encefalico que ascienden hasta el tdlamo y prosencéfalo basal (BF)
(Espafia & Scammell, 2011; Jones, 2020). La mayoria de las neuronas
colinérgicas del BF estan activas durante la vigilia y el suefio MOR,
promoviendo directamente los ritmos del EEG (ritmo theta) a través de
proyecciones a la corteza cerebral y al hipocampo (Brown et al., 2012;
Espana & Scammell, 2011). Un segundo grupo de neuronas colinérgicas
se encuentra en la protuberancia especificamente en los nucleos
pontinos, promoviendo la activacién cortical al liberar ACh en el talamo
(Espafia & Scammell, 2011).

Noradrenalina: En general, se considera que las neuronas de

noradrenalina (NA) forman parte de la respuesta central de huida o lucha,
por lo que se asocia especialmente en el despertar bajo situaciones
estresantes (Brown et al., 2012). Su papel adicional es el mantenimiento
del tono muscular durante la vigilia y la supresiéon en el suefio MOR, y
puede contribuir a generar excitaciéon en situaciones que requieren de
mucha atencion (Brown et al., 2012; Espafia & Scammell, 2011). Dado
que se han descrito pequefias inervaciones localizadas por todo el tronco
encefalico, pero la principal fuente de NA es el locus coeruleus (LC). Las
neuronas del LC se disparan mas rapidamente durante la vigilia y se
activan aun mas por estimulos estresantes, pero su disparo se ralentiza
durante la fase SOL y cesa antes y durante el suefio MOR (Brown et al.,
2012). Los niveles extracelulares de NA estan linealmente relacionados
con la actividad neuronal del LC, teniendo las tasas mas altas de
liberacion durante la vigilia (Espafia & Scammell, 2011). La NA inhibe a
las neuronas de los nucleos ventrolateral y predptico medio, asi como las
neuronas colinérgicas del tronco encefalico activadas durante el suefio
(Brown et al., 2012).

Dopamina: La dopamina (DA) es clave en la regulacion de diversos

procesos conductuales y fisioldgicos, como son la funcién motora, la
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motivacion, el aprendizaje y el sistema de recompensa; también posee un
potente efecto promotor de la vigilia (Espafia & Scammell, 2011). Las
neuronas productoras de DA se congregan principalmente en la sustancia
nigra y en el area tegmental ventral (VTA), donde los niveles
extracelulares de DA son altos durante la vigilia y disminuyen en la fase
SOL (Brown et al., 2012; Jones, 2020). La frecuencia de disparo de las
neuronas dopaminérgicas en el VTAy la sustancia nigra no varian entre
el estado de suefio y vigilia; pero las neuronas del VTA presentan una
mayor actividad en la vigilia y el suefio MOR, tras estimulos gratificantes
o aversivos (Brown et al., 2012; Espafna & Scammell, 2011; Jones, 2020).
Por otra parte, las neuronas dopaminérgicas del area gris periacueductual
ventral (VPAG) mantienen unicamente actividad durante la vigilia,
proyectandose hacia otras regiones del SARA. Estas neuronas también
reciben informacion de las neuronas del VLPO, las cuales se encuentran
activas durante el sueno. Los patrones de disparo de las neuronas de DA
cambian de una descarga tipo rafaga en la vigilia a un modo de potencial
de accién (SOL), para nuevamente regresar a una descarga de tipo
rafaga durante el suefio MOR (Brown et al., 2012; Espafa & Scammell,
2011; Jones, 2020).

Serotonina: La serotonina (5-HT) influye en varios aspectos del
comportamiento, tales como el estado de animo, la ansiedad, la
agresividad y el apetito. Es producida por las neuronas del nucleo del rafé
dorsal, que inervan distintas regiones para regular el ciclo sueno-vigilia
(Espana & Scammell, 2011). En especifico, la 5-HT promueve un estado
de vigilia tranquila caracterizado por una actividad cortical reducida, y
desempefa un papel importante en la supresion del suenio MOR y en las
respuestas al estrés (Brown et al., 2012). En la fase del SOL el disparo
neuronal disminuye, probablemente debido a una inhibicion postsinaptica
mediada por los receptores de las neuronas VLPO activas durante el

sueno. Mientras que, la inhibicion del suefio MOR esta implicada por una
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inhibicion postsinaptica de las neuronas colinérgicas del tronco encefalico
activas durante el suefio MOR (Brown et al., 2012).

o Histamina: La histamina (HA) desempefa un papel esencial en la
promocién de la vigilia, aunque se desconoce los aspectos de la
excitacion que regula (Espafa & Scammell, 2011). La mayor
concentracion de neuronas histaminérgicas se encuentra en el nucleo
tuberomamilar (NTM) en la base del hipotalamo posterior, con altas tasas
de activacién en la vigilia, mientras que, en la fase SOL su actividad es
mas lenta y estan desactivadas durante el suefio MOR (Brown et al.,
2012; Espana & Scammell, 2011). La HA tiene efectos excitatorios en la
mayoria de los nucleos del SARA, promoviendo la vigilia. Por lo contrario,
la HA inhibe las neuronas de proyeccion activas durante el suefio de
ondas lentas del VLPO mediante las interneuronas inhibitorias locales, lo
que conduce a una promocion de la vigilia (Espafa & Scammell, 2011).

o Orexina: Los neuropéptidos de orexinas tipo Ay B son sintetizados por
neuronas del hipotalamo lateral y posterior, desempefiando las funciones
esenciales en la regulacién de la vigilia y el sueio (Espafa & Scammell,
2011). Las neuronas orexinérgicas se proyectan ampliamente e inervan
en gran medida todas las regiones de excitacion contempladas en el
SARA, con una inervacion especialmente densa en el LC y el NTM. Las
neuronas de orexina se activan mas rapidamente durante la vigilia activa,
presentando niveles altos de orexina a nivel extracelular, disminuyendo
su actividad durante la vigilia tranquila y permanecen en silencio durante
las fases de SOL y de MOR; excepto durante los micro despertares o
inmediatamente antes del despertar del suefio (Brown etal.,, 2012;
Espafna & Scammell, 2011). Se considera que la pérdida de neuronas
orexinérgicas en humanos es la causa de la narcolepsia tipo I, un
trastorno caracterizado por la incapacidad de mantener el estado de

vigilia, cataplejia, alucinaciones hipnagoégicas (Lakhiani et al., 2023).

Sistemas promotores del suefio
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Hormona concentradora de melanina: Las neuronas que contienen la

hormona concentradora de melanina (MCH) estan distribuidas en el
hipotalamo de forma acoplada con las neuronas orexinérgicas, también
tienen proyecciones difusas a través del cerebro, incluyendo la corteza
cerebral (Espafia & Scammell, 2011; Jones, 2020). La MCH tiene una
influencia predominantemente inhibitoria sobre la transmision sinaptica,
ademas pueden liberar GABA de una parte de sus terminales. Su mayor
actividad de disparos es durante el suefio en comparacion con las
orexinas; durante el suefio MOR los disparos se presentan a un ritmo
elevado, los cuales son menores en el SOL y estan inactivas durante la
vigilia; considerandose asi a la MCH como un importante modulador en
los circuitos del suefio (Espafia & Scammell, 2011; Jones, 2020).

GABA: El sistema transmisor del suefio mejor caracterizado es el acido
gamma aminobutirico (GABA). Los principales nucleos GABAérgicos se
encuentran en el nucleo preodptico ventrolateral (VLPO). Las neuronas
GABAérgicas del VLPO inhiben y, a su vez son inhibidas por los sistemas
que promueven la excitacion, constituyendo un sistema “flip-flop” que

permite las transiciones rapidas entre los estados del ciclo sueno-vigilia.

Tabla 2. Perfiles de actividad de los sistemas de neurotransmisores durante

el ciclo sueno-vigilia

Vigilia Suefio SOL Suefio MOR
Acetilcolina ™ — ™"
Monoaminas ™" 1 —
Orexina ™" - -
MCH — — 1"
VLPO/MNPO — ™ ™

Hormona concentradora de melanina (MCH); area predptica ventrolateral (VLPO); area predptica medial (MNPO).

Representacion de la actividad neuronal: (1) velocidad de disparo mas lenta; (11) tasa de activacion rapida; (—) poco o
ningun disparo. Modificado de Espafia y Scammell, 2011
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3.1.3.Impacto del sueino en la salud fisica y mental.

El suefio al ser considerado como uno de los 3 pilares basicos de la salud junto con
la dieta y el ejercicio, desempefia un papel crucial en el bienestar y calidad de vida
de un ser humano (Clement-Carbonell et al., 2021). Por lo tanto, el experimentar un
correcto dormir es esencial para mantener tanto la salud fisica como mental, y la
alteracion de dicho estado es evidente en distintos aspectos de nuestra vida diaria

(véase Figura 11).

Una mala calidad del suefio puede tener consecuencias en la salud fisica, como
desarrollar diabetes tipo Il, hipertension, dolor cronico y presentar un indice de masa
corporal mas elevado. Mientras que, las consecuencias en las conductas
psicoldégicas mas comunes, se encuentra la ansiedad, el estrés, la depresion y la
agresividad (Clement-Carbonell et al., 2021; Foster, 2020). De igual manera, el
déficit del suefo puede provocar alteraciones en el funcionamiento cognitivo y
conductual, al contribuir al desarrollo de trastornos como el déficit de atencion e
hiperactividad (Clement-Carbonell et al., 2021).

Dada la complejidad y a la regulacion del mantenimiento del suefio, este estado es
muy vulnerable a cualquier alteracion (Foster, 2020). Las alteraciones en el suefio
pueden ser generados por diferentes aspectos; pero las alteraciones en la
maquinaria cronobioldgica, se refiere a la desincronizacion del medio, tanto interna

como externa (Angeles-Castellanos et al., 2007).

Las desincronizaciones internas se producen cuando hay una pérdida en la
sincronizacion del reloj biolégico con el resto del organismo, sefalando una
alteracion en la salida de las senales ritmicas a los efectores del organismo. Por
otro lado, las desincronizaciones externas ocurren cuando hay una pérdida en la
sincronizacion entre las oscilaciones del medio ambiente y el reloj bioldgico, como
sucede en los viajes en los que se atraviesan varios husos horarios (Angeles-
Castellanos et al., 2007).

Por esta razén, la falta de suefio puede surgir por problemas sociales como los
horarios laborales extendidos, trabajos por turnos, el jet-lag; los cuales contribuyen
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a la reduccién del suefio y predisponen a las personas a padecer trastornos del
sueno (Clement-Carbonell et al., 2021; Foster, 2020). Estos impactos puedan dar
lugar a una alteracion del ritmo circadiano, insomnio, privacion del suefio, fatiga,
somnolencia diurna y ansiedad psicosocial, cambios globales a la fisiologia,
cambios conductuales o la activacion cronica del eje del estrés fisiologico (Clement-
Carbonell et al., 2021; Foster, 2020).

+ Enfermedad, dolor, estrés
Interacciones sociales 24/7

4
(m, 3 0

Ritmos Patrones

circadianos (e Insomnio y falta de &4——Pp sociales
alterados Sueno perturbados
4
[ *1 O
Somnolencia :
. Ansiedad
Fatiga 4¢P i . .
& diurna psicosocial
&
(. 3 O
Fisiologia Cambios de comportamiento Estrés
alterada Uso de estimulantes y sedantes fisiologico

4
D 3 0

Consecuencias a corto y largo plazo en la salud

emocional, cognitiva y fisiolégica

Figura 11. Factores y sus interacciones que afectan a la salud fisica, emocional y el suefio. Factores como la
enfermedad, el dolor, las situaciones estresantes o el impacto de trabajar por turnos o las interacciones sociales que se dan
24/7 pueden generar alteraciones en el ritmo circadiano, causar insomnio, privacion del suefio y comportamientos anormales.
En conjunto, estos problemas pueden dar lugar a la fatiga, somnolencia diurna y ansiedad psicosocial. Estas alteraciones en
los comportamientos, a su vez, alteraran la fisiologia, los comportamientos anormales promoveran el uso de estimulantes y
sedantes y estimularan el estrés fisiolégico. Globalmente, esta cascada de acontecimientos favorece enfermedades a corto
y largo plazo como; somnolencia diurna, micro suefios, enfermedades cardiovasculares, alteraciones a la respuesta del estrés,
infeccién o baja inmunidad, ser mas propenso al cancer, diabetes tipo Il, depresién y psicosis, etcétera. Modificado de Foster,
2020.

3.1.4.Trastornos del sueno.

Las personas con trastornos del suefio suelen presentar una incapacidad para
conciliar el sueio o mantenerlo durante la noche, somnolencia diurna excesiva y

movimientos anomalos relacionados con el suefio (Rémi etal.,, 2019). Dichas
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alteraciones incrementan el riesgo de desarrollar enfermedades secundarias, tanto

fisicas como mentales.

Estos trastornos no solo afectan el estado de salud, sino que constituyen una fuente
considerable de sufrimiento y angustia para el paciente, ademas de presentar una
notable diversidad en su manifestacion clinica a lo largo de las diferentes etapas de
la vida, desde la lactancia hasta la vejez (Benavides-Endara & Ramos-Galarza,
2019). Los trastornos del suefio pueden manifestarse como entidades unicas
relacionadas con la arquitectura del ciclo suefio-vigilia. Para el diagnostico de estos
trastornos se requiere de una excelente historia clinica y de un detallado registro de
actividades del paciente durante al menos dos semanas, la polisomnografia también
es una gran herramienta de diagnostico, pero no para obtener un registro
informativo de mayor duraciéon de tiempo (Angeles-Castellanos etal., 2023;
Benavides-Endara & Ramos-Galarza, 2019). Estos registros permiten evaluar y

comprender las perturbaciones en el ciclo suefio-vigilia.

El principal problema en la mayoria de los trastornos del suefio es que el paciente
no puede dormir cuando lo desea, necesita o requiere (Angeles-Castellanos et al.,
2023). Provocando los episodios de vigilia en momentos no deseados o en
momentos inadecuados, impactando negativamente en la fisiologia o el
comportamiento del individuo (Benavides-Endara & Ramos-Galarza, 2019; Rémi
et al., 2019).

La comprensién de la conducta del suefio sigue siendo un enigma para los
investigadores, lo que es de suma importancia el continuar estudiando estos

fendmenos para mejorar la calidad de vida de las personas.

3.1.4.1. Clasificacion de los trastornos del sueno.

La Clasificacion Internacional de los Trastornos del Suefo en su tercera edicion,
revisado en 2023; distingue seis categorias de los trastornos del suefo: insomnio,
trastornos respiratorios relacionades con el suefo, trastornos centrales de
hipersomnolencia, trastorno del ritmo circadiano, parasomnias, trastornos de

movimiento relacionados con el suefio (véase Tabla 3; AASM, 2024; Sateia, 2014).
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Tabla 3. Clasificacion internacional de los trastornos del sueno.

Clasificaciéon General

Insomnio

Trastornos respiratorios relacionados

con el sueno

Trastornos centrales de

hipersomnolencia

Trastornos del ritmo circadiano

Tipos
Insomnio crénico
Insomnio a corto plazo
Sindrome de apnea obstructiva
del suefio
Sindrome de apnea central del
sueno
Trastornos de hipoventilacidon
relacionados con el suefio
Trastorno de hipoxemia
relacionado con el suefio
Narcolepsia tipo 1y 2
Hipersomnia idiopatica
Sindrome de Kleine-Levin
Hipersomnia debido a wun
trastorno médico
Hipersomnia debido a un
medicamento o sustancia
Hipersomnia asociada a un
trastorno psiquiatrico
Sindrome de suefo insuficiente
Trastorno del retraso de la fase
de suefo
Trastorno del adelanto de la fase
de suefo
Trastorno del ritmo irregular del

ciclo suefno-vigilia
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Parasomnias

Trastornos del

relacionados con el suefio

movimiento

Trastorno laboral debido a
cambio de turnos en el trabajo
(shift work)

Trastorno del desfase debido al
cambio de horario (jet-lag)
Trastorno circadiano del suefo-
vigilia no especificado
Parasomnias relacionadas con el
suefio no MOR

Parasomnias relacionadas con el
suefio MOR

Otras parasomnias

Sindrome de piernas inquietas
Trastorno del movimiento
periddico de las extremidades
Calambres en las piernas
relacionados con el sueno
Bruxismo relacionado con el
suefno

Trastorno de movimientos
ritmicos relacionado con el
sueno

Trastorno del movimiento
relacionado con el suefio debido
a un trastorno médico

Trastorno del movimiento
relacionado con el suefio debido

a un medicamento
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3.1.4.2. Narcolepsia.

La narcolepsia fue descrita originalmente en 1880 por el médico francés Jean-
Baptiste Edourad Gélineau, quién relaté el caso de un comerciante de vinos que
padecia somnolencia; acufiando el término de narcolepsia, del griego narke,

“sopor”, y lepsis, “posesion” (Arias-Carrion, 2010; Golden y Lipford, 2018).

La narcolepsia es un trastorno neurologico crénico del suefio que afecta tanto a
humanos y animales; caracterizado por una somnolencia diurna excesiva, cataplejia
(episodios breves de la pérdida involuntaria del tono muscular), alucinaciones
hipnagdgicas (percepciones sensitivas que se producen al dormirse), movimientos
oculares rapidos y paralisis del suefio (Mignot et al., 2021; Schiappa et al., 2018;
Thorpy, 2020).

La narcolepsia ha sido objeto de estudio por médicos e investigadores por al menos
150 afos, pero en los ultimos afos se han ido esclareciendo algunas de las causas
de dicho trastorno. En el afio 1998 se descubrieron a la Orexina A y Orexina B,
también conocidos como Hipocretina 1 e Hipocretina 2, unos neuropéptidos
encargados de regular la excitacion, el apetito y la vigilia; producidos unicamente
por las neuronas del hipotalamo lateral (Mahoney et al., 2019). Poco después de
este hallazgo, estudios demostraron que la narcolepsia es causada por una pérdida
altamente selectiva y severa de las neuronas de orexina, provocando que los niveles
de orexina se vean disminuidos en el cerebro y en el liquido cefalorraquideo (LCR;
Mahoney et al., 2019; Miyagawa & Tokunaga, 2019).

A raiz de este hallazgo, se realizé el reconocimiento de dos tipos de narcolepsia:
Narcolepsia tipo 1 (NT1), anteriormente denominada como narcolepsia con
cataplejia y Narcolepsia tipo 2 (NT2), anteriormente denominada como narcolepsia

sin cataplejia (Mahoney et al., 2019; Miyagawa & Tokunaga, 2019).

La NT1 se caracteriza por una somnolencia cronica, cataplejia y concentraciones
disminuidas de orexina (<110 pg/mL) en el LCR; mientras que en la NT2 hay

ausencia de cataplejia y niveles normales de orexina (Mahoney et al., 2019;
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Miyagawa & Tokunaga, 2019; Thorpy, 2020). Sin embargo, a la NT2 se le ha

considerado como una forma incompleta de la NT1 (Hanin et al., 2021).

La prevalencia mundial de narcolepsia es de 25 a 50 casos por cada 100,000
habitantes. Se ha sugerido que los hombres tienen un mayor riesgo de presentar
narcolepsia que las mujeres en una proporcion de 1.6-1.8 hombres por 1 mujer. El
riesgo de que un padre con narcolepsia tenga un hijo afectado es de
aproximadamente de un 1% (Golden & Lipford, 2018; Kornum etal., 2017;
Miyagawa & Tokunaga, 2019).

La NT1 esta fuertemente asociada con un antigeno leucocitario humano especifico
(HLA, por sus siglas en inglés). En 1984, estudios realizados en pacientes
narcolépticos con cataplejia demostraron que tienen un HLA-DR2 a nivel seroldgico.
Este hallazgo se amplié nivel del genotipo del HLA y se mostré que >90% de los
asiaticos orientales, como japoneses, coreanos y chinos, asi como europeos con
NT1 portaban HLA-DRB1*15:01-DQB1*06:02 (Golden & Lipford, 2018; Miyagawa &
Tokunaga, 2019).

La mayoria de las personas con narcolepsia sienten suefio durante el dia y pasan
facilmente al suefio MOR. La mayoria se siente descansada al despertarse por la
mafana o después de una siesta, indicando que el sueio es reparador, pero la
somnolencia regresa en una o dos horas, lo que sugiere una disfuncion en los

sistemas que regulan la vigilia (Mahoney et al., 2019).

3.1.4.2.1. Sintomas de la narcolepsia.

En 1957, los investigadores Yoss y Dali, establecieron los criterios para el
diagndstico del sindrome de narcolepsia, definiendo la tétrada clinica clasica la cual
incluye: somnolencia diurna excesiva, cataplejia, paralisis del suefio vy

alucinaciones hipnagdgicas (Arias-Carrion, 2010; Severin et al., 2023).

La somnolencia diurna excesiva consiste en una tendencia involuntaria a quedarse
dormido en situaciones de poca actividad o incluso en momentos activos, afectando
las actividades diarias y relaciones sociales de los pacientes (Arias-Carrion, 2010;

Schiappa etal.,, 2018; Severin etal., 2023). Las personas afectadas sienten
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somnolencia y fatiga durante el dia, independientemente de cuanto tiempo duerman
por la noche. La duracion de estas siestas o periodos de suefio varian de segundos
a horas. En consecuencia, los pacientes narcolépticos presentan ataques de sueio,
que se describen como impulsos repentinos e irresistibles de dormir durante el dia;
es muy comun que estos episodios de suefo sean breves pero reparadores (Arias-
Carrién, 2010; Latorre et al., 2022; Schiappa et al., 2018).

La cataplejia es un sintoma patognomico de la NT1, definido como la pérdida
repentina, bilateral y transitoria del tono muscular que puede hacer que una persona
se desplome o debilite por la pérdida del tono muscular, sin perder el conocimiento.
Estos episodios suelen desencadenarse por emociones fuertes, tales como la risa,
la ira, la sorpresa o el miedo. La cataplejia sigue una secuencia en la que la pérdida
del tono muscular inicia en el rostro y/o el cuello, descendiendo hacia el torso,
afectando los brazos y las piernas; la duracién de estos episodios varia de unos
segundos a unos minutos (Arias-Carrion, 2010; Latorre et al., 2022; Schiappa et al.,
2018; Severin et al.,, 2023). La cataplejia puede ser generalizada, provocando
caidas o bien ser parciales, afectando el colapso de algunas extremidades

inferiores, la cabeza o provocar disartria (Dauvilliers & Barateau, 2017).

La paralisis del suefo consiste en la incapacidad temporal para moverse o hablar
voluntariamente al entrar o salir del suefo, siendo mas comun al despertar, y cuya
duracion va de los segundos a minutos (Arias-Carrion, 2010; Severin et al., 2023).

Este fendmeno afecta entre un 20 hasta un 50% de los pacientes narcolépticos.

Durante la paralisis del suefio, pueden producirse alucinaciones, conocidas como
alucinaciones hipnagodgicas (Latorre etal., 2022; Severin etal.,, 2023). Las
alucinaciones hipnagogicas son percepciones alteradas que pueden ser visuales,
tactiles, auditivas u otros estimulos sensoriales, normalmente breves, aunque a
veces se prolongan (Kompanje, 2008). Estas alucinaciones se producen en la
transicion de la vigilia al suefio y estan presentes hasta en un 30% de los pacientes
con narcolepsia. Las alucinaciones mas frecuentes son las auditivas, seguidas de

las visuales y tactiles (Arias-Carrién, 2010).
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Los otros sintomas comunes de la narcolepsia incluyen el suefio nocturno alterado
y fragmentado con multiples despertares a lo largo de la noche. El trastorno de
conducta durante el suefio MOR es una parasomnia caracterizada por la pérdida de
la atonia muscular normal en esta fase del suefio, siendo mas frecuente en
pacientes con NT1 (Dauvilliers & Barateau, 2017). Este patrén refleja la inestabilidad
inherente de las transiciones entre el suefo y la vigilia en la narcolepsia (Golden &
Lipford, 2018).

Los pacientes narcolépticos tienen otras alteraciones psiquiatricas, siendo comun la
depresion y la ansiedad, que suelen afectar el rendimiento, la interaccion social y la
calidad de vida de los pacientes y sus familiares. También se pueden presentar
alteraciones metabdlicas, como el aumento de peso, obesidad y un comportamiento
alimentario irregular, incluyendo atracones de comida o alimentacion nocturna
(Dauvilliers & Barateau, 2017; Latorre et al., 2022).

3.1.5.Elrol de la histamina en el sistema nervioso central.

La histamina (HA) es una amina bioactiva que controla diversos procesos
fisiologicos como la respuesta inmune, la secrecion de acido gastrico, la contraccion
del musculo liso y la regulacién de la vigilia (Yoshikawa et al., 2021). Ademas,
desempefia un papel clave en el desarrollo cerebral, la homeostasis y la

neurogénesis adulta (Szukiewicz, 2024).

En el cerebro, la HA es producida por mastocitos y neuronas, y su sintesis neuronal
ocurre en el nucleo tuberomamilar (NTM) en el hipotalamo posterior, siendo el Unico
sitio de sintesis en el cerebro de los mamiferos adultos, cuyas proyecciones se
dirigen a todo el sistema nervioso central (H. L. Haas etal.,, 2008; Panula &
Nuutinen, 2013). En particular, se encuentran inervaciones densas en los diferentes
nucleos hipotalamicos, el haz del prosencéfalo medial y en el area tegmental ventral
(Yoshikawa et al., 2021). Aunque también inervan la corteza cerebral, los nucleos
talamicos, el cuerpo estriado, la amigdala, el hipocampo, los coliculos inferior y
superior, la sustancia nigra, el nucleo parabraquial lateral y medial y el nucleo del
tracto solitario (véase Figura 12; H. L. Haas et al., 2008; Panula & Nuutinen, 2013;
Yoshikawa et al., 2021).
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Figura 12. Sistema histaminérgico. Vias de transmisién de histamina en el cerebro humano: origen y proyecciones.
Las neuronas histaminérgicas inervan todas las partes principales del cerebro, el cerebelo, la glandula pituitaria posterior

y la médula espinal. Modificado de Haas y Panula, 2003.

La liberacion de HA en el cerebro varia de acuerdo con el estado de comportamiento
y se sincroniza con la actividad de las neuronas histaminérgicas. Dicha liberacion
tiene el rol fundamental de promover la vigilia, al activar a las neuronas colinérgicas
y serotoninérgicas, lo que a su vez provoca una activacion cortical y al regular los
centros talamicos se pueden mediar sus efectos sobre el estado de alerta (H. Haas
& Panula, 2003; Jones, 2020; Panula & Nuutinen, 2013). De igual manera la HA es
un indicador sensible a los niveles de estrés y de excitacién neuronal (H. Haas &
Panula, 2003). La actividad histaminérgica sigue un ritmo circadiano con niveles
altos durante el periodo activo y niveles bajos durante el periodo de suefio en varias
especies (H. L. Haas et al., 2008).

El sistema histaminérgico participa en procesos cognitivos como el aprendizaje y en
la consolidacion y expresion de la memoria, ademas de organizar estados generales
del metabolismo y la conciencia, incluyendo funciones relacionadas con la
hibernacion, el efecto sedante de la anestesia y la regulacién de la alimentacion (H.
Haas & Panula, 2003; Panula & Nuutinen, 2013; Szukiewicz, 2024). Diversos
estudios sugieren al sistema orexinérgico con un rol regulador sobre la HA en la

promocién de la vigilia (Panula & Nuutinen, 2013). En los mamiferos, la orexina
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excita directamente a las neuronas histaminérgicas a través del receptor 2 de

orexina (Panula & Nuutinen, 2013).

3.1.5.1. Receptores de histamina.

La histamina ejerce sus efectos bioldgicos uniéndose y activando cuatro tipos de
receptores acoplados a proteinas G denominados H1-H4. Los primeros tres
receptores se descubrieron entre 1966 y 1983, mientras que el cuarto receptor fue
descubierto a partir del afio 2000 (Lieberman, 2011). La distribucion de los primeros
tres receptores se da en el sistema nervioso central en compartimientos celulares
especificos, mientras que el cuarto se encuentra distribuido en el sistema nervioso
periférico, como en la médula 6sea y los leucocitos (véase Figura 13; H. Haas &
Panula, 2003; Lieberman, 2011).

Figura 13. Receptores de histamina. Los receptores H3 se encuentran en los cuerpos celulares y axones de las
neuronas del nucleo tuberomamilar (NTM), asi como en los axones de otras clases de neuronas. Los receptores H1 y

H2 se localizan en los cuerpos celulares de todo el sistema nervioso central. Modificado de Haas y Panula, 2003.

El receptor H1 es una proteina de 486-491 aminoacidos acoplada a las proteinas
Gag/11 y fosfolipasa C (H. Haas & Panula, 2003). Su funcién se relaciona con el
control del estado nutricional y del comportamiento, ademas de ejercer una accién

excitadora sobre toda la actividad cerebral (H. Haas & Panula, 2003; Passani &

41|Pagina



Blandina, 2011). El receptor H2, es una proteina de 358-359 aminoacidos acoplada
ala proteina Gs y a la proteina quinasa A, que regula la plasticidad neuronal y excita
a las membranas neuronales (H. Haas & Panula, 2003; Passani & Blandina, 2011).
Tanto los receptores H1 como los H2, se encuentran en las células neuronales y
gliales, expresandose postsinapticamente y participando en la anti-nocicepcion y en
la analgesia inducida por estrés (Panula & Nuutinen, 2013; Passani & Blandina,
2011).

El receptor H3 esta localizado en los somas de las neuronas histaminérgicas.
Acoplada a varias vias de transduccion de sefales, incluida la Gi/Go. Regulan la
liberacion y sintesis de histamina a través de retroalimentacion negativa, ademas
de regular la liberacion de otros neurotransmisores (GABA, glutamato, acetilcolina
y noradrenalina) en regiones cerebrales como: la sustancia nigra, la amigdala y la
corteza cerebral (H. Haas & Panula, 2003; Passani & Blandina, 2011).

En resumen, los receptores H1 y H2 poseen acciones excitadoras sobre las
neuronas, mientras que, el receptor H3 provoca la autoinhibicion de las neuronas
del NTM vy la inhibicion de la liberacién de los otros neurotransmisores (H. Haas &
Panula, 2003).

El receptor H4 es expresado mayormente por células de linaje hematopoyético,
aunque se expresa en subpoblaciones de neuronas en los ganglios de la raiz dorsal
(Passani & Blandina, 2011). Su funcién en el cerebro aun no esta clara, pero se ha
descrito inmunorreactividad de los receptores H4 en el tejido cerebral y las
respuestas fisioldgicas a los ligandos en el cerebro de ratén (Panula & Nuutinen,
2013)

Los receptores de histamina son objetivos prometedores para tratamiento de
trastornos del estado de conducta, que abarcan desde la hipersomnia hasta el
insomnio (H. L. Haas et al., 2008).
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3.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

3.2.1.Lainfluencia de la histamina en la narcolepsia.

La funcién de la histamina en la vigilia es relevante para mantener el estado de
alerta requerido para ejecutar las funciones cerebrales superiores (Alhusaini et al.,
2022). El sistema histaminérgico, junto con el sistema orexinérgico del hipotalamo
posterior, se encargan de la modulacién del suefio y la vigilia (Alhusaini et al., 2022;
Hu & Chen, 2017). Las neuronas histaminérgicas del NTM estan marcadas como
“selectivas para la vigilia”, presentando un patrén de descarga en el cual durante la
transicion de la vigilia al suefo dichas neuronas disminuyen su frecuencia de
disparo durante la fase del SOL y permanecen en silencio durante la fase del suefo
MOR; sin embargo, se reactivan los potenciales de accion tras la transicion de
suefio a la vigilia. Este patron de descarga es el mas selectivo al estado de vigilia

dentro del sistema nervioso central (Alhusaini et al., 2022; Hu & Chen, 2017).

Estudios realizados en modelos caninos y humanos sugieren que la
neurotransmision central de histamina esta disminuida en sujetos narcolépticos con
alteraciones en la neurotransmisién de orexina (Kanbayashi et al., 2009). Los
péptidos de orexina; que son esenciales en la regulacién del ciclo suefo-vigilia,
excitan el sistema histaminérgico a través del receptor 2 de orexina (Kanbayashi
et al., 2009). Ademas, algunos estudios han informado niveles bajos de histamina
en el liquido cefalorraquideo en pacientes con narcolepsia y un aumento
compensatorio en el numero de neuronas histaminérgicas en el NTM (Hu & Chen,
2017). Estos resultados apoyan el concepto de que a niveles bajos de histamina se
correlacionan con una menor vigilia y un aumento de la somnolencia (Panula &
Nuutinen, 2013).

3.2.2.El pitolisant como tratamiento de la narcolepsia.

El pitolisant es un derivado de N-piperidilo, es el primer antagonista del receptor H3
con efectos anticatapléjicos y promotores de la vigilia (véase Figura 14; Thorpy,
2020). El pitolisant fue aprobado por la Unién Europea el 31 de marzo de 2016 para

el tratamiento de la narcolepsia (NT1 y NT2), con un rango de dosis aprobado de
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4.5 a 36 mg/dia, de acuerdo con la tolerancia y respuesta del paciente. En agosto
del 2019, la FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) aprobé el
pitolisant para el tratamiento de la somnolencia diurna excesiva en pacientes adultos

con narcolepsia (Syed, 2016; Thorpy, 2020).

T

N 0

Cl

Figura 14. Estructura quimica del pitolisant. Es una molécula no quiral sin estereoisometria que corresponde quimicamente
al clorhidrato de 1-{3-[3-(4-clorofenil)propoxil]propil}piperidina. Modificado de Syed, 2016 y de Romigi, Vitrani, Lo Giudice,

Centonze y Franco, 2018.

El mecanismo de accion del pitolisant estd mediado de manera presinaptica tras la
activacion de las neuronas histaminérgicas (Thorpy, 2020). Al ser un antagonista
competitivo del receptor H3, bloquea el efecto inhibidor de la histamina sobre la
liberacion enddgena y mejora la liberacion de histamina en todo el sistema nervioso
central (Thorpy, 2020). Ademas de estimular la liberacion de histamina, el pitolisant
modula otros neurotransmisores involucrados en la promocion de la vigilia, como la
dopamina, la noradrenalina y la acetilcolina (Romigi et al., 2018). Este compuesto
es altamente selectivo, tras la ausencia de interaccion significativa con casi un
centenar de diversos receptores o canales a una concentracion de 100 nM
(Schwartz, 2011).

Se ha demostrado que el antagonista aumenta significativamente el recambio de
histamina en el cerebro de ratas, siendo un punto clave para comprender el rol
funcional de las neuronas histaminérgicas, ya que fue posible activar
experimentalmente las transmisiones que involucran a estas neuronas (Schwartz,
2011; Syed, 2016). En estudios con biomodelos, el pitolisant aumenté la vigilia
durante el periodo de oscuridad (activo) en los ratones narcolépticos, al igual que
en los ratones de tipo salvaje. Ademas, redujo el numero de episodios del suefio
MOR caracteristicos de la narcolepsia; los cuales se proponen como equivalentes
a los episodios de cataplejia en pacientes narcolépticos (Schwartz, 2011; Syed,
2016).
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El pitolisant es un farmaco de primera clase con un mecanismo de accion novedoso
y distintivo a comparacion de las terapias farmacéuticas disponibles actualmente
(Romigi etal., 2018). EIl pitolisant demuestra eficacia en el tratamiento de la
somnolencia diurna excesiva y la cataplejia; aunque, su efecto sobre la somnolencia
diurna excesiva no es mayor que el modafinilo, pero muestra menores efectos
adversos (Fabara et al., 2021; Romigi et al., 2018). Otra ventaja del pitolisant es el
lento potencial de abuso que posee a comparacion con otros tratamientos
farmacolégicos. Por lo tanto, el pitolisant puede considerarse como una opcion
prometedora de primera linea de tratamiento para los sintomas mas severos de la

narcolepsia (Fabara et al., 2021; Romigi et al., 2018).

3.2.3.Larata taiep como un modelo de narcolepsia-cataplejia.

En 1989, Holmgren y cols., describieron una nueva mutacion espontanea en las
ratas albinas Sprague-Dawley. En la generacion F4 de una endogamia selectiva,
observaron temblor fino en la cola y en la parte proximal de las extremidades
posteriores, dando lugar al inicio de una nueva sublinea. Esta rata presentaba una
serie de sintomas caracteristicos, como temblor, ataxia, inmovilidad ténica, crisis
epilépticas de tipo audidgenicas y paralisis progresiva de las extremidades
posteriores. Se le denomind taiep, por un acronimo basado en sus principales

signos motores (Holmgren et al., 1989; Prieto et al., 1991).

La rata taiep presenta una mutacion puntual en el gen Tubb4a que codifica la
proteina Tubulina beta 4A cuyas caracteristicas patoldégicas se han asociado a la
leucodistrofia humana conocida como hipomielinizacion con atrofia de los ganglios
basales y cerebelo (H-ABC, siglas en inglés; Alata et al., 2022; Garduno-Robles
et al., 2020). La tubulina es esencial para la formacion de microtubulos, filamentos
estructurales del citoesqueleto, los cuales estan compuestos por heterodimeros de
tubulina alfa y beta (véase Figura 15; Janke & Magiera, 2020). Especificamente, hay
10 genes que codifican a las B-tubulinas. Las B-tubulina 2a, B-2b, B-3 y p-4a se
encuentran en el sistema nervioso, mientras que, la tubulina B-4a es caracteristica

de oligodendrocitos (Garduno-Robles et al., 2020). La mutacién en el gen Tubb4a
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se localiza en una regidn subtelomérica del cromosoma 9 (Garduno-Robles et al.,

2020). Siendo el responsable del fenotipo caracteristico de la rata taiep.

13 ' Protofilamento

Figura 15. Organizacion estructural de los microtubulos. Los microtubulos son cilindros helicoidales compuestos por
13 protofilamentos, y cada protofilamento estd formado por una columna de subunidades de a- y B-tubulina. Las
subunidades adyacentes se unen entre si a lo largo de los protofilamentos longitudinales y lateralmente entre
subunidades adyacentes. Una molécula de tubulina es un heterodimero formado por una subunidad a-y una subunidad
B-tubulina. A. Vista transversal de un microtubulo. Las flechas indican la direccion de la hélice hacia la derecha y
como esta conformado por los 13 protofilamentos de tubulina. B. Vista lateral de un microtiubulo. Se muestra la
alternancia entre las subunidades a- y - tubulina, las cuales se unen para formar los heterodimeros. Modificado de
Kandel, Schwartz, Jessell, Siegelbaum y Hudspeth, 2013.

Dicha mutacion conlleva a una hipomielinizacion inicial al nacer, seguida de una
desmielinizacion progresiva en el sistema nervioso central, pero no en el periférico.
A nivel ultraestructural, se ha observado en los oligodendrocitos una acumulacion
anormal de microtubulos en el citoplasma y sus procesos (Eguibar et al., 2009). A
diferencia de otras mutantes de tubulina, la rata taiep tiene una expectativa de vida
de 18 a 24 meses, y es capaz de reproducirse a pesar de presentar una enfermedad
neurodegenerativa. Su singularidad radica en el deterioro neurolégico crénico
causado por la desmielinizacion y el hecho de que su mutacién se hereda como un

rasgo autosdmico recesivo simple (Duncan et al., 1992).

Alrededor del primer mes de edad, las ratas taiep comienzan a mostrar el temblor
de la cola y las extremidades posteriores, el cual aumenta con la edad alcanzando
su maxima intensidad alrededor de los 3 meses. A los 4 meses, también se observa
ataxia locomotora y del tronco (Prieto et al., 1991). A la edad de 5-6 meses, la rata

taiep desarrolla episodios de inmovilidad (véase Figura 16), los cuales pueden
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provocarse facilmente al manipular al animal por la cola o el térax; los machos

tienden a ser mas susceptibles que las hembras (Eguibar et al., 2014).

Figura 16. Episodio de inmovilidad en una rata taiep. La pérdida de reflejos posturales hace que el animal se vuelque,
a consecuencia de la caida, la rata adopta una actitud de decubito lateral. Modificado de Prieto, Urba-Holmgren y

Holmgren, 1991.

Los episodios de inmovilidad estan caracterizados por una desincronizacion cortical,
mostrando ondas de bajo voltaje y alta frecuencia asociadas al ritmo theta en el
hipocampo, al igual que una reduccién drastica del tono muscular hasta la atonia
(Cortés et al., 2005; Eguibar et al., 2006). Ademas, la rata taiep también presenta
patrones de suefos desorganizados a lo largo del ciclo circadiano, un suefio MOR
fragmentado; durante la fase de luz presentan menor cantidad total de suefio MOR
en comparacion con las ratas Sprague-Dawley normales. Los episodios de
inmovilidad en la rata faiep son similares a los episodios de cataplejia observados
en la narcolepsia canina y humana; respaldando su uso como un modelo apto para
el estudio de la narcolepsia-cataplejia (Cortés et al., 2005; Eguibar et al., 2006;
Prieto et al., 1991).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La narcolepsia es un trastorno del suefo crénico que afecta de 25 a 50 casos por
cada 100,000 individuos a nivel mundial, considerado como un trastorno
infradiagnosticado y causante de problemas graves en la calidad de vida de los
pacientes; como problemas de conducta, desmotivacion, depresion, etcétera
(Kornum et al.,, 2017). Tales deficiencias, han logrado que las investigaciones
brinden distintas terapias farmacologicas para disminuir los sintomas mas severos

de la narcolepsia.

La introduccion de nuevos tratamientos farmacolégicos, como el pitolisant; no solo
mejoran la calidad de vida de los pacientes, sino que también abre nuevas
posibilidades de investigacion con otros enfoques y al ser un tratamiento
relativamente reciente en el mercado, se vuelve indispensable el analizar el efecto

terapéutico en un modelo animal de narcolepsia-cataplejia, como lo es la rata taiep.
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5. JUSTIFICACION.

La importancia de ampliar las opciones terapéuticas para los pacientes con
narcolepsia radica en las limitaciones de los tratamientos farmacolégicos actuales.
Los antiguos tratamientos farmacologicos poseen al menos un componente
psicoestimulante que promueve la neurotransmision de dopamina y noradrenalina;
sin embargo, esta estrategia no es apta para todos los pacientes debido a los

efectos secundarios o la falta de eficacia en ciertos casos (Krief et al., 2021).

Por lo tanto, se ha explorado la estimulacion de algun otro sistema de
neurotransmisores, siendo la histamina una opcién prometedora. La histamina
presenta 3 de sus 4 receptores distribuidos en el sistema nervioso central. En
particular, el receptor H1 regula la actividad cortical al estimular a las neuronas
colinérgicas y serotoninérgicas; mientras que el receptor H3 es considerado como
una diana farmacoldgica para el tratamiento de trastornos cerebrales, tanto para
agonistas como para antagonistas (Hu & Chen, 2017). Los agonistas de los
receptores H3 controlan la liberacién de acetilcolina, que se ha relacionado con la
vigilia y la atencion. Por otro lado, los antagonistas del receptor H3, no basados en
el imidazol, poseen una alta afinidad y selectividad, demostrando un valor potencial
en el tratamiento de los trastornos del ciclo suefio-vigilia (H. Haas & Panula, 2003;
Hu & Chen, 2017)

Bajo este contexto, el pitolisant un antagonista del receptor H3, es una terapia
novedosa y con un amplio margen de investigacion. Tras su reciente aprobacion por
la administracion de drogas y alimentos (FDA, EUA), permitiendo su uso en distintos
modelos animales para dilucidar todas las ventanas terapéuticas y optimizar su

aplicaciéon como tratamiento de la narcolepsia.

En este sentido, la rata taiep se considera como un modelo adecuado debido a la
similitud de los sintomas de la narcolepsia-cataplejia en humanos, al presentar un
suefio MOR fragmentado y la aparicion de los episodios de inmovilidad cuando esta
sometido a estrés emocional; permitiendo evaluar de manera efectiva la eficacia y

la seguridad del pitolisant (Prieto et al., 1991).
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6. HIPOTESIS.

La administracion del farmaco pitolisant regulara el ciclo suefo-vigilia e
incrementara la duracién de los periodos de vigilia en la rata taiep, confirmando la

eficacia del farmaco como un tratamiento para la narcolepsia.

7. OBJETIVOS.

7.1. Objetivo general.

Determinar el efecto del farmaco pitolisant en la duracién de los periodos de vigilia

en el ciclo suefo-vigilia de la rata taiep.

7.2. Objetivo especifico.

o Cuantificar el tiempo de vigilia en la rata taiep.

o lIdentificar la dosis del farmaco pitolisant con mayor efectividad en la rata
taiep.

o Demostrar la eficacia del farmaco pitolisant como tratamiento para la

narcolepsia en la rata taiep.
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8. MATERIAL Y METODOS.

8.1. Sujetos.

Se utilizaron ratas taiep macho de 180 dias postnatales, mantenidas en cajas de
acrilico transparente con una cama de viruta de madera comprimida (Chip, EUA),
agua purificada (Ciel ™, Coca-Cola Co., México) y alimento balanceado para
roedores (LabDiet®, EUA) ad libitum. Mantenidas en el ciclo luz-oscuridad 12:12,
(encendiéndose la luz a las 07:00 horas), temperatura regulada a 21 £ 2°C y

humedad relativa de entre 30 a un 45%.

8.2. Cirugia estereotaxica.

En ratas taiep macho de 170 £ 5 dias postnatales de edad, se realiz6 la colocacién
del implante de electrodos, mediante cirugia estereotaxica y en condiciones de
asepsia y antisepsia, utilizando un aparato estereotaxico tipo Kopf (Modelo 900LS,
Stoelting, EUA). Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano (Fluriso, VetOne,
México) bajo induccion al 5% y en la fase mantenimiento del plano anestésico en
una dosis del 1.5 - 2%. Posteriormente se aplica lidocaina al 10% (Pisacaina,
PiSA®, México) como anestesia local en los canales auditivos para ser colocada y
fijada en el aparato estereotaxico. Se limpia la zona con una solucion de
yodopovidona al 10% (Isodine®, México), posteriormente se realiza una incisién
mediosagital con un bisturi a lo largo del craneoy se remueve el periostio con una
legra, se realizan 4 trépanos en las regiones frontal, parietal y occipital, de los
cuales, 3 electrodos de tornillos de acero inoxidable son anclados; el trépano
restante se emplea para la colocacion de un electrodo bipolar de platino recubierto
de teflon como aislante (Plastics One Inc., EUA) en la region CA1 del hipocampo
del lado derecho, siguiendo las coordenadas estereotaxicas del atlas de Paxinos y
Watson (2007): anteroposterior: -4 mm, mediolateral: -2.5 mm y dorsoventral:-2.5
mm, empleando la sutura de bregma como punto O de referencia estereotaxica.
Adicionalmente, se colocan 3 electrodos de nicromio: 2 en los musculos de la nuca
y uno en la parte posterolateral de la érbita ocular izquierda, para los registros
electromiograficos y electrooculograficos, respectivamente, véase Figura 17. Para

fijar los electrodos a la superficie 6sea se utiliza acrilico dental (NicTone®, México).
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Posterior a la cirugia, se proporcionan los cuidados postoperatorios pertinentes
durante un periodo de recuperacion de 5 dias. Como analgésico, se administra
meloxicam (Flaxol MX, Biochem Systems, México) a una dosis de 1 mg/Kg por via
subcutanea (s.c.), 30 minutos tras la intervencion quirurgica y durante los siguientes
3 dias.

Figura 17. Cirugia estereotaxica. La rata taiep es montada en el aparato estereotaxico para la colocacion del implante de
electrodos. Con la colocacién de 3 electrodos de tornillo inoxidable en la regién frontal (circulo azul), regién parietal (triangulo
verde) y region occipital (triangulo morado); un electrodo de profundidad en el lado derecho de la regién CA1 del hipocampo
(rombo amarillo); y 3 electrodos de nicromio para electromiografia y electrooculografia, 2 en los musculos de la nuca

(rectangulo rosa) y uno en la parte posterolateral de la 6rbita ocular izquierda (rectangulo negro). Creado con BioRender.com
8.3. Habituacion pre-registro.

Las ratas son habituadas durante un periodo de 3 horas por 3 dias en las
condiciones de registro electroencefalografico, conectadas a un sistema rotatorio

tipo “swivel’, en cajas de acrilico transparente con una cama de viruta de madera
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comprimida, agua y alimento ad libitum en un cuarto sonoamortiguado vy

eléctricamente aislado.

8.4. Preparacion y administracion del farmaco.

Para la preparacion de la dosis utilizada en el registro control, se emplea unicamente
agua inyectable (PiSA®, México) a una dosis de 1ml/Kg administrada por via
intraperitoneal (i.p.). En los registros experimentales se utilizan las dosis de 1
mg/Kg, 3 mg/Kg y 10 mg/Kg del farmaco pitolisant; el cual se disuelve en agua
inyectable (PiSA®, México) y es administrado por via i.p. Los calculos

correspondientes se realizan previo al pesaje del farmaco.

8.5. Registro electroencefalografico.

Para obtener la actividad electroencefalografica se utilizaron las ratas taiep macho
a los 180 dias postnatales, los registros se realizaron durante 12 horas, con inicio a
las 19:00 horas tras realizar la administracion a las 18:45 horas (J.-S. Lin et al.,
2008). Se les realizd un registro control utilizando agua inyectable en una dosis 1
ml/kg via intraperitoneal, y un dia después se lleva a cabo el registro experimental
con la administracion del farmaco pitolisant en dosis creciente de 1, 3 y 10 mg/Kg

via intraperitoneal cada 48 horas.

Para la obtencion del registro electroencefalografico se utiliza la unidad para registro
de EEG Grael LT System, (Compumedics®, Reino Unido) sincronizado a una
camara de video de alta definicion (Sony Handicam DCR-TVR260, Japon), para el
registro del ciclo sueno-vigilia se obtiene la sefal digitalizada en el programa
NetBeacon v.1.0 (Network Router, Reino Unido) y para calificar los registros es por
medio del programa Profusion Sleep 4 (Compumedics®, Reino Unido); véase

Figura 18.
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Figura 18. Registro electroencefalografico. Registro electroencefalografico de una rata taiep en el programa Profusion
Sleep 4; note que el registro se encuentra acoplado a la video filmacion de la conducta y se encuentra dividido en épocas de
10 segundos. En la sefial de color negro se muestra la actividad de la corteza frontal y parietal, en verde y azul el registro de

la region CA1 del hipocampo, en color rojo el electromiograma y en naranja el electrooculograma.

8.6. Evaluacion del registro electroencefalografico.

La evaluacion de los registros electroencefalograficos fue ejecutada en el programa
Profusion Sleep 4 (Compumedics®, Reino Unido). La senal fue ampliada, filtrada
(EEG:0.5-30Hz, EMG:30-99Hz, EOG:0.5-4Hz) y digitalizada con una frecuencia de
muestreo de 200 Hz. El registro obtenido se dividié en épocas de 10 segundos para
el analisis de las fases del ciclo suefo-vigilia, siguiendo los criterios mostrados en
la Tabla 4 y Figura 19. La calificacion de los registros se realizé6 manualmente y se
utilizé para obtener el hipnograma del ciclo suefo-vigilia. Las variables de suefio

analizadas una vez concluida la calificacion de los registros son las siguientes:

o Latencia. Se contabilizé el tiempo hasta la primera época de suefio MOR.

o Duracion total. Se contabilizé el tiempo de vigilia, SOL y suefio MOR durante
las 12 horas de registro.

o Numero de episodios. Se contabilizé el numero de episodios de vigilia, SOL

y suefio MOR durante las 12 horas de registro.
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o Duracién promedio. Se contabilizé la duracién total entre el numero de

episodios de vigilia, SOL y suefio MOR durante las horas de registro.

Tabla 4. Criterios para la calificacién del suefio con respecto a la actividad

electroencefalografica.

Sueio con
o Sueiio de ondas movimientos
Vigilia .
lentas (SOL) oculares rapidos
(MOR)
Actividad beta rapida
o ; Actividad delta (0.5-4 ; )
Actividad cortical ) de baja amplitud,
Hz) de gran amplitud,
beta de alta ritmo theta en
EEG _ aparicion de husos _
frecuencia (12-30 Hz) . hipocampo (4-7 Hz
) . de suefio y complejos )
y baja amplitud . theta bajoy 7-12 Hz
theta alto)
Incremento variable ~ Disminucién del tono
EMG Atonia muscular

del tono muscular muscular

Movimientos oculares Movimientos oculares Movimientos oculares

EOG
rapidos y lentos de balanceo lento rapidos

Electroencefalograma (EEG), Electromiograma (EMG) y Electrooculograma (EOG)

Episodios de
Inmovilidad (EI)

Actividad cortical
desincronizada, ritmo
theta en el

hipocampo

Incremento del tono
muscular seguido de
una disminucién
progresiva
Movimientos oculares

rapidos y lentos
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Figura 19. Registro electroencefalografico del ciclo sueno-vigilia de una rata taiep. Registro electroencefalografico de
una rata taiep resaltando cada etapa del ciclo suefio-vigilia y con video filmacién de la conducta. A) fase de vigilia; note los
multiples trazos de actividad eléctrica en la corteza cerebral y el hipocampo con sefiales de alta frecuencia y baja amplitud,
en el EMG se aprecia un trazo con variaciones en la sefial, indicando un tono muscular activo y movimientos, mientras que,
en el EOG se presentan fluctuaciones ligeras, reflejando los movimientos oculares espontaneos. B) fase del SOL; note que
las sefiales mostradas en la corteza cerebral y el hipocampo muestran una frecuencia baja y alta amplitud, formando ondas
mas amplias y lentas, el EMG presenta una disminucion en su sefial o silenciamiento y en el EOG la actividad esta disminuida,
reflejando la ausencia de los movimientos oculares. C) fase de suefio MOR; note como la actividad de la corteza cerebral y
del hipocampo es de alta frecuencia y baja amplitud semejante a la observada en la vigilia, pero a diferencia de esta, el EMG
se encuentra totalmente reducida o nula, reflejando una atonia muscular y el EOG presenta una alta actividad, registrando
los movimientos oculares rapidos, rasgo caracteristico de esta fase del suefio. D) episodio de inmovilidad; note que la actividad
de la corteza cerebral es alta frecuencia y baja amplitud, en el hipocampo se detecta una actividad con ritmo theta, en el EMG
se presenta un incremento abrupto de la actividad al inicio del episodio, seguido de una disminucion de esta y la actividad en
el EOG es variable.

8.7. Analisis estadistico.

El analisis de los datos recopilados se llevé a cabo utilizando el programa Sigma-
Plot v.14.0 (Grafiti LLC, EUA) para generar graficos de la media £ error estandar.
Las pruebas estadisticas son realizadas en el programa Sigma-Plot v.14.0 (Grafiti
LLC, EUA). Para comparar las diferencias entre el grupo control y el grupo
experimental se emple6 un andlisis de varianza de medidas repetidas (ANOVA-MR)
seguido de una prueba post hoc Dunnett. Se considera como diferencia significativa

cuando el valor de p<0.05.
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9. RESULTADOS.

9.1. Latencia.

El analisis de latencia con las diferentes dosis de pitolisant probadas se realiz6
mediante una prueba ANOVA de medidas repetidas (véase Figura 20) obteniéndose
ninguna diferencia significativa (p>0.05). Se obtuvo un incremento en la latencia
entre el grupo control y el grupo tratado con la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant en
un 50%; mientras que, el grupo tratado con la dosis de 3 mg/Kg de pitolisant muestra
solo 32.5% de incremento. Mostrando una tendencia al aumento de la latencia en

relacion con las dosis mas altas.
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Figura 20. Latencia al inicio del suefio con movimientos oculares rapidos en ratas taiep en condiciones control y con
diferentes dosis de pitolisant. Latencia al primer episodio de suefio MOR, no se muestran diferencias significativas entre el
grupo control y los grupos tratados con dosis de 1, 3 y 10 mg/Kg pitolisant (ANOVA-MR F=1.68, gl=3, p>0.05). Aunque se
muestra una reduccion del 17.5% entre el grupo control y el grupo de 1mg/Kg de pitolisant, un incremento del 32.5% entre el
control y el grupo de 3 mg/Kg de pitolisant y un incremento del 50% entre el control y el grupo de 10 mg/Kg de pitolisant.

Indicando una tendencia en el retraso del primer episodio de suefio MOR con relacién a dosis altas de pitolisant.
9.2. Vigilia.

Para analizar el estado de la vigilia en la rata taiep se contabilizé la frecuencia de

los episodios de vigilia y su duracién promedio (véase Figura 21), la duracién total

57|Pagina



cada 2 horas (véase Figura 22) bajo un analisis estadistico ANOVA de medidas
repetidas. Adicionalmente se realiz6 un analisis de la duracion total en intervalos de
15 minutos durante las primeras dos horas de los registros electroencefalograficos
(véase Figura 23). Los cuales se analizaron con ANOVA de dos factores, para
determinar si el factor circadiano interactua con el factor dosis y su efecto en la

duracioén de la vigilia.

Los resultados obtenidos tanto en la frecuencia promedio de los episodios de vigilia
(Figura 21A) como en la duracion promedio (Figura 21B) no muestran diferencias
significativas entre el grupo control y los grupos de dosis de 1, 3 y 10 mg/Kg de
pitolisant (p>0.05).
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Figura 21. Frecuencia y duracion promedio de la vigilia en ratas taiep en condiciones control y con diferentes dosis
de pitolisant. A) se observa como el grupo control y los grupos experimentales muestran una distribucién muy semejante, en
la cual no se presenta una diferencia significativa (ANOVA-MR F=0.97, gl=3, p>0.05). B) se aprecia como entre el grupo
control y los grupos experimentales muestran un comportamiento semejante sin cambios significativos (ANOVA-MR F=17.61,
gl=3, p>0.05).

En la duracion total (véase Figura 22) se obtuvieron diferencias significativas entre
el grupo control y el grupo de 10 mg/Kg de pitolisant, con un aumento en la duracion
de la vigilia en el periodo de tiempo de las 07:00 a 09:00 p.m. (p<0.01), pero no se
obtuvieron diferencias significativas en los otros intervalos de tiempo entre los

grupos evaluados.
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Figura 22. Duracioén total de la vigilia en ratas taiep evaluado a lo largo del tiempo bajo condiciones control y con
diferentes dosis de pitolisant. El pitolisant aumenta significativamente en la duracion total de la vigilia entre el grupo control
y el tratado con 10 mg/Kg de pitolisant (ANOVA-MR F=9.58, gl=3, p<0.01) en el intervalo de tiempo de 07:00 a 09:00 pm. Sin
embargo, no se muestran otras diferencias significativas entre los grupos con respecto al restante del tiempo evaluado.

Al realizar la prueba ANOVA de dos factores, siendo los factores las dosis utilizadas
y la hora de registro. En la duracién de la vigilia (véase Figura 23) se obtuvieron
diferencias significativas entre las dosis (F=6.46, gl=3, p<0.001) y entre la hora del
registro (F=2.8, gl=5, p<0.05). Sin embargo, no se obtuvo una diferencia significativa
ente la interaccion de ambos factores (F=0.90, gl=15, p>0.05), indicando que el
efecto de la dosis no depende de la hora y viceversa. La dosis de 10 mg/Kg de
pitolisant es significativamente distinta respecto de la dosis de 1 mg/Kg de pitolisant
(Holm-Sidak, t=4.12, p<0.001) y del control (Holm-Sidak, t=3.13, p<0.01), que
incrementa el tiempo en la duracién de la vigilia. Mientras que, la hora 07:15 p.m.
es significativamente distinta de las 07:45 p.m. (Holm-Sidak, t=3.06, p<0.05) y
respecto de las 08:30 p.m. (Holm-Sidak, t=3.05, p<0.05).
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Figura 23. Duracion total de la vigilia en ratas taiep evaluado en intervalos de cada 15 minutos bajo condiciones
control y con tratamiento de pitolisant. Los resultados obtenidos muestran una diferencia significativa entre las dosis
(ANOVA F=6.46, gl=3, p<0.001), con un aumento significativo con la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant con respecto a la dosis
de 1mg/Kg de pitolisant (Holm-Sidak, t=4.12, ***p<0.001) y el control (Holm-Sidak, t=3.13, **p<0.01). Ademas, se obtuvo una
diferencia significativa en diferentes horas (ANOVA 2 F=2.8, gl=5, p<0.05), con una disminucioén significativa entre las 07:15
p.m. contra las 07:45 p.m. (Holm-Sidak, t=3.06, #p<0.05) y las 8:30 p.m. (Holm-Sidak, t=3.05, 4p<0.05). Sin una interaccién

significativa de ambos factores.

9.3. Sueno de ondas lentas.

Al analizar el estado de SOL en la rata taiep se contabilizé la frecuencia de los
episodios y su duracion promedio (véase Figura 24), la duracién total en intervalos
de cada 2 horas (véase Figura 25) fueron analizados mediante ANOVA de medidas
repetidas. Asimismo, se hizo un analisis de la duracién total en SOL en intervalos
de 15 minutos durante las primeras dos horas de los registros
electroencefalograficos (véase Figura 26). Con un ANOVA de dos factores, para
determinar el componente circadiano y la dosis de pitolisant y sus efectos en la

duracién del sueno de ondas lentas.
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Los resultados obtenidos tanto en la frecuencia promedio de los episodios del SOL
(Figura 24A), como en su duracion promedio (Figura 24B) no muestran diferencias
significativas entre el grupo control y los grupos tratados con 1, 3 y 10 mg/Kg de
pitolisant (p>0.05). No obstante, se obtuvo un incremento de un 3% entre el grupo
control y el grupo tratado de 3 mg/Kg de pitolisant en los numeros de episodios de
SOL. De igual manera, se obtuvo una reduccioén en la duraciéon promedio entre el
grupo control y la dosis de 3 mg/Kg de pitolisant de un 7.82%, y con la dosis de 10
mg/Kg de pitolisant de un 12.29%.
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Figura 24. Frecuencia y duracion promedio del suefio de ondas lentas en ratas taiep en condiciones control y con
diferentes dosis de pitolisant. A), se observa como el grupo control y los grupos experimentales muestran una distribucién
muy semejante, sin diferencias significativas (ANOVA-MR F=0.34, gl=3, p>0.05). Aunque se aprecia un incremento de un 3%
entre el grupo control y el grupo de dosis de 3 mg/Kg de pitolisant. B), La duracién promedio en SOL no difirié
significativamente entre el grupo control y los tratados (ANOVA-MR F=0.62, gl=3, p>0.05). Sin embargo, es claro que
disminuye entre el grupo control y las ratas taiep tratadas con 3mg/Kg de pitolisant de un 7.82% y una reduccién hasta un
12.29% con la dosis de 10 mg/Kg pitolisant.

En la duracién total del SOL (véase, Figura 25) se obtuvieron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo de 10 mg/Kg de pitolisant, con una
disminucién en su duracion en el intervalo de tiempo de las 07:00 a 09:00 p.m.
(p<0.01), pero no se obtuvieron diferencias significativas en otros intervalos de

tiempo entre los grupos evaluados.
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Figura 25. Duracion total del sueio de ondas lentas en ratas taiep evaluado a lo largo del tiempo bajo condiciones
control y con diferentes dosis de pitolisant. Existe un aumento significativo en la duracion total del SOL entre el grupo
control y los tratados con dosis de 10 mg/Kg de pitolisant (ANOVA-MR F=8.47, gl=3, p<0.01) en el lapso entre 07:00 y las
09:00 p.m., pero no en las demas horas de registro evaluado.

El ANOVA de dos factores, considerando a las dosis y las horas de registro en la
duracion del SOL (véase, Figura 26) se obtuvieron diferencias significativas entre
las dosis (F=6.10, gl=3, p<0.001) y entre la hora del registro (F=2.44, gl=5, p<0.05),
pero no una interaccién tiempo por duracion (F=0.81, gl=15, p>0.05), lo que indica
que el efecto de la dosis no depende de la hora registrada y viceversa. La dosis de
10 mg/Kg es significativamente diferente con respecto a la dosis de 1 mg/Kg de
pitolisant (Holm-Sidak, t=3.96, p<0.001) y de su respectivo control (Holm-Sidak,
t=3.16, p<0.01), al disminuir la duracion del SOL. No hay diferencias significativas

entre los diferentes intervalos evaluados (p>0.05).
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Figura 26. Duracion total del sueio de ondas lentas en ratas taiep evaluado en intervalos de tiempo de 15 minutos
bajo condiciones control y con tratamiento a diferentes dosis de pitolisant. Las dosis de pitolisant producen un efecto
significativo en la duracion total de SOL (ANOVA F=6.10, gl=3, p<0.001), siendo significativa con la dosis de 10 mg/Kg con
respecto a la dosis de 1mg/Kg de pitolisant (Holm-Sidak, t=3.96, ***p<0.001) y el control (Holm-Sidak, t=3.13, **p<0.01).
Ademas, se obtiene una diferencia significativa entre las diferentes horas evaluadas (ANOVA 2 F=2.44, gl=5, p<0.05), pero
en las comparaciones realizadas en el post hoc no se muestran diferencias significativas entre los pares de horas registradas

(p>0.05). Sin una interaccion significativa.

9.4. Sueio con movimientos oculares rapidos.

Para examinar el estado de suefio MOR en la rata taiep se contabilizé la frecuencia
de los episodios y su duracion promedio (véase Figura 27), asi como la duracion
total evaluada cada 2 horas (véase Figura 28) con un analisis estadistico ANOVA
de medidas repetidas. Ademas, se realizé un analisis de la duracion total con unos
cortos intervalos de tan solo 15 minutos durante las primeras dos horas de los
registros electroencefalograficos (véase Figura 29) los cuales se realizaron con un
ANOVA de dos factores, para determinar si el factor circadiano interactua con el

factor dosis y su efecto sobre la duracién del suefio MOR.

Los resultados obtenidos a partir de la frecuencia promedio de los episodios del

sueiio MOR (Figura 27A) como en su duracion promedio (Figura 27B) no se
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obtuvieron diferencias significativas entre el grupo control y los grupos tratados con
1, 3 y 10 mg/Kg de pitolisant (p>0.05). EI numero de episodios tuvo un incremento
respecto del grupo control en comparacion a la dosis de 1 mg/Kg de pitolisant de un
22%, un aumento del 7% con la dosis de 3 mg/Kg de pitolisant y un incremento de
hasta un 31.37% con la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant. Por otra parte, se obtuvo
una reduccion en la duracion promedio del suefio MOR de un 22% con la dosis de

10 mg/Kg de pitolisant con respecto al grupo control.
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Figura 27. Frecuencia y duracién promedio del suefio con movimientos oculares rapidos en ratas faiep en
condiciones control y con diferentes dosis de pitolisant. A) se muestra como el grupo control y los grupos tratados con
pitolisant no presentan una diferencia significativa (ANOVA-MR F=1.95, gl=3, p>0.05), pero muestran una variaciéon minima.
Todas las dosis presentaron un aumento en el nimero de episodios con respecto al grupo control; del | 22% en la dosis de
1mg/Kg de pitolisant, el 7% en la dosis de 3mg/Kg de pitolisant y del 31.37% en 10 mg/Kg de pitolisant. B) se muestra la
duracién promedio de los episodios del suefio MOR con valores relativamente consistentes y sin ser significativos (ANOVA-
MR F=1.47, gl=3, p>0.05), pero se obtiene una ligera disminucion en los grupos tratados con pitolisant en comparacién con
el grupo control, siendo mas notorio con la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant con una reduccion de un 22%.

En la duracion total del suefio MOR (véase, Figura 28) se obtuvo una diferencia
significativa entre el grupo control y la dosis de 1 mg/Kg de pitolisant con un
incremento en su duracion en el intervalo entre las 07:00 y las 09:00 p.m. (p<0.05),
pero no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos evaluados en los

demas intervalos evaluados.
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Figura 28. Duracion total del suefio con movimientos oculares rapidos en ratas taiep evaluado a lo largo del tiempo
bajo condiciones control y con diferentes dosis de pitolisant. Se obtuvo un aumento significativo en la duracion total del
suefio MOR entre el grupo control y el tratado con 1 mg/Kg de pitolisant (ANOVA-MR F=5, gl=3, p<0.05), en el periodo de
tiempo comprendido entre las 07:00 y las 09:00 pm. Sin embargo, no se obtuvieron otras diferencias significativas entre los

grupos en relacion con el tiempo restante evaluado.

Al realizar la prueba ANOVA de dos factores, se consider6 como factores las dosis
empleadas y la hora de registro. En la duracion del suefio MOR (véase, Figura 29)
se obtuvieron diferencias significativas entre las dosis (F=3.64, gl=3, p<0.05) y entre
la hora del registro (F=2.95, gl=5, p<0.05), pero no se obtuvieron diferencias
significativas en la interaccién de ambos factores (F=1.28, gl=15, p>0.05), lo que
indica que el efecto de la dosis fue independiente de la hora. La dosis de 10 mg/Kg
de pitolisant es significativamente diferente con respecto a la dosis de 1 mg/Kg de
pitolisant (Holm-Sidak, t=3.19, p<0.01), al disminuir la duracién del suefnio MOR. Por
otra parte, el analisis post hoc del tiempo circadiano evaluado, nos indica que la
hora del registro de las 07:15 p.m. es significativamente distinta de las 07:45 p.m.
(Holm-Sidak, t=3.11, p<0.05) y las 08:15 p.m. (Holm-Sidak, t=3.16, p<0.05).

65|Pagina



[ Controal

I 1 mg/Kg pitclisant
[ 3 mg/Kg pitdlisant
I 10 mg/Kg pitolisant

-~
)

M; -

07:15:00 07:30:00 07:45:00 08:00:00 08:15:00 08:30:00

.|
Tiempo (h)

()
|

*

*

#*

N
]

-
|

Duracion total de MOR (min)

Figura 29. Duracién total del suefio con movimientos oculares rapidos en ratas taiep evaluado en intervalos de tiempo
cada 15 minutos bajo condiciones control y con los diferentes tratamientos de pitolisant. Se obtiene una diferencia
significativa entre el factor de las dosis (ANOVA F=3.64, gl=3, p<0.05), con una reduccion significativa con la dosis de 10
mg/Kg de pitolisant con respecto a la dosis de 1mg/Kg de pitolisant (Holm-Sidak, t=3.19, **p<0.01). Por otro lado, se obtiene
una diferencia significativa en el factor de las horas (ANOVA F=2.96, gl=5, p<0.05), con un aumento significativo entre las
07:15 p.m. contra las 07:45 p.m. (Holm-Sidak, t=3.11, &p<0.05) y las 8:15 p.m. (Holm-Sidak, t=3.16, #p<0.05), pero es nula la

interacciéon de ambos factores (p>0.05).
9.5. Episodios de inmovilidad.

Al analizar los episodios de inmovilidad (El) en la rata taiep se contabilizé su
frecuencia y su duracién promedio (véase Figura 30), asi como la duracion total
evaluada en intervalos de 2 horas (véase Figura 31); analizados con un ANOVA de

medidas repetidas.

Los resultados obtenidos muestran que tanto en la frecuencia promedio de los
episodios de inmovilidad (Figura 30A) como en su duracion promedio (Figura 30B)
no se obtuvieron diferencias significativas entre el grupo control y los grupos
tratados con 1, 3 y 10 mg/Kg de pitolisant (p>0.05). Sin embargo, se obtuvo una
disminucién de un 34.28% con la dosis de 1 mg/Kg de pitolisant, y un incremento

de un 15.8% en la dosis de 3 mg/Kg de pitolisant y una reduccion de un 18.48% con
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la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant con respecto al control. Mientras que, se obtuvo
una reduccion en la duracién promedio de los episodios de inmovilidad de un 8.10%
con la dosis de 1 mg/Kg, de hasta un 45.95% con la dosis de 3 mg/Kg y un 32.43%

con la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant respecto del grupo control.
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Figura 30. Frecuencia y duracion promedio de los episodios de inmovilidad en ratas taiep en condiciones control y
con dosis de pitolisant. A) Las ratas taiep tratadas con pitolisant no presentan una diferencia significativa (ANOVA-MR
F=0.78, gl=3, p>0.05), aunque se tienen diferencias ligeras en la frecuencia de los episodios. Se obtiene una disminucién de
un 34.28% en dosis de 1 mg/Kg de pitolisant, un aumento del 15.8% en dosis de 3 mg/Kg de pitolisant y una reduccién del
18.48% en la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant. B) se muestra la duraciéon promedio de los episodios inmovilidad sin cambios
significativos (ANOVA-MR F=0.91, gl=3, p>0.05) pero se aprecia una disminucion de la duracién entre los grupos tratados
con pitolisant y el control. Dicha disminucion de un 8.10% en la dosis de 1mg/Kg, y de un 45.95% en la dosis de 3 mg/Kg y
de hasta un 32.43% en la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant.

En la duracién total de los episodios de inmovilidad (véase, Figura 31) no se
muestran cambios significativos entre el grupo control y las ratas taiep tratadas con
pitolisant en el periodo de tiempo evaluado (p>0.05). Se debe destacar que con la
dosis de 3mg/Kg de pitolisant se tiene una mayor variabilidad en ciertos momentos

y la dosis de 1 mg/Kg de pitolisant disminuyen la inmovilidad en algunas horas.
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Figura 31. Duracién total de los episodios de inmovilidad en ratas taiep evaluada a lo largo del tiempo bajo
condiciones control y con diferentes dosis de pitolisant. No se presenta una diferencia significativa en la duracién de los
episodios de inmovilidad entre el grupo control con respecto al grupo de administracion de pitolisant (ANOVA-MR F=0.25,

gl=3, p>0.05) en el periodo de tiempo evaluado.
9.6. Distribucion temporal de las etapas del ciclo sueno-vigilia.

Se analizaron los porcentajes totales de la duracién de las diferentes etapas del
ciclo de suefo-vigilia en la rata taiep distribuidas a lo largo de las 12 h del registro
control, y tras la administracion de las dosis de 1 mg/Kg, 3 mg/Kg y 10 mg/Kg de
pitolisant (véase Figura 32 y Tabla 5). La Figura 32 grafica los cambios en la

arquitectura del suefo y la Tabla 5 representa de forma precisa estos resultados.

Hay que destacar como la distribucion temporal del ciclo de sueno-vigilia en las ratas
taiep cambia notablemente bajo la administracion de pitolisant con respecto del
control, principalmente con la dosis mas alta. En esta condicion, el porcentaje de
vigilia total en las ratas taiep tratadas con 10 mg/Kg de pitolisant se incrementé un
57.06%; el porcentaje de SOL aumentd un 35.33% y en el suefio MOR se redujo un
7.36%. Aunque con las dosis de 1 y 3 mg/Kg de pitolisant también se muestran
cambios con respecto del control, estos fueron menos notorios como los obtenidos

en la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant.
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Tabla 5. Distribucion porcentual total del ciclo sueio-vigilia.

Condicién Vigilia Sueiio SOL Sueiio MOR El
Control 54.08 38.09 7.55 0.27
1 mg/Kg pitolisant 54.87 37.11 7.80 0.20
3 mg/Kg pitolisant 54.72 37.48 7.52 0.26
10 mg/Kg pitolisant 57.06 35.33 7.36 0.22

No obstante, se debe enfatizar que las diferentes etapas del ciclo suefio-vigilia
fluctuan con el tiempo. En la Figura 32 se muestran los resultados en cuatro paneles
que representan: A) la dosis control, B) la dosis de 1 mg/Kg de pitolisant, C) la dosis
de 3mg/Kg de pitolisant y D) la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant. Siendo la vigilia la
fase mas conspicua, pero en el panel de la Figura 32D se obtuvo un aumento
progresivo que fluctua de entre un 40% hasta un 80% en la duracion, mientras que
en la Figura 32Ay Figura 312B se muestra que oscilan entre un rango de un 50%
hasta un 60%; mientras, en la Figura 32C la fase de vigilia se mantiene
relativamente constante a lo largo del tiempo. La duracién del SOL es mas estable
en todas las condiciones dentro de un rango de un 30% hasta un 50%, aunque en
la Figura 32C y en la Figura 32D se presentan una ligera reduccién inicial en
comparacioén al grupo control (Figura 32A). Mientras que, la duracion del sueno
MOR obtienen los porcentajes mas bajos que no superan un 10% de la duracién
total. Sin embargo, es notable la disminucion en la duracién del suefio MOR al inicio
del registro como se muestra en la Figura 32D. Los episodios de inmovilidad en la

Figura 32 se obtuvieron cambios que no superan el 1% bajo todas las condiciones.

En general, los efectos del pitolisant en el ciclo suefio-vigilia de la rata taiep son mas
notorios con la dosis mas alta, con un aumento de la vigilia y una reduccién del

suefio MOR en las primeras horas del registro.
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Figura 32. Distribucién temporal de las etapas del ciclo sueio-vigilia en un periodo de 12h en ratas taiep en
condiciones control y bajo administracion del farmaco pitolisant. En la figura se muestra la representacion del porcentaje
del tiempo de registro total de cada etapa del ciclo suefio-vigilia. A) la condicién control, B) la dosis de 1mg/Kg, C) la dosis de
3 mg/Kg y D) la dosis de 10 mg/Kg de pitolisant. Los colores indican los estados especificos: vigilia en color rosa, SOL en
color lila, MOR en color azul y los episodios de inmovilidad en color verde. Nétese como la vigilia es el estado predominante
en todas las condiciones, siendo mas claro con la dosis mas alta de pitolisant (D). El estado de SOL Muestra una distribucién
relativamente estable con todos los tratamientos, pero en C) y D) se aprecia una reduccioén al inicio del registro en comparacién
con A). El estado del suefio MOR mantiene porcentajes bajos en todos los grupos tratados, sin embargo; en D) note que hay

una disminucion notable al inicio del registro.

Para un analisis adicional de las variaciones entre las etapas del ciclo sueno-vigilia
y las dosis de pitolisant administradas, se elaboraron los hipnogramas
correspondientes en las 3 primeras horas de los registros electroencefalograficos

(véase Figura 33).
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En la Figura 33A que corresponde a la condicion control se obtuvo una alternancia
relativamente frecuente entre la vigilia y el suefio, por lo que se encuentra
fraccionado y no hay una clara distribucién, ademas de que la latencia al primer
episodio de MOR fue mas corta. La Figura 33B corresponde al grupo tratado con 1
mg/Kg de pitolisant se obtuvo un patron similar al control, con los episodios de SOL
y suefio MOR distribuidos a lo largo del periodo del registro, asi como una ligera
reduccion en la fragmentacion del suefio. En la Figura 33C se muestran los
resultados obtenidos con 3 mg/Kg de pitolisant, en el cual el periodo de vigilia
aumenta y el primer periodo de suefio MOR se retrasa en comparacién con el grupo
control, ademas en la primera mitad del periodo del registro se muestra una
disminucion del suefio MOR y en la segunda mitad el suefio MOR se fragmentan.
En la Figura 33D se muestran los resultados de las ratas faiep tratadas con 10
mg/Kg de pitolisant, donde la vigilia es la mas predominante, con muy pocas
transiciones hacia el suefo en la primera parte del registro y con una latencia mayor
comparada con respecto del control, y el suefio permanece fragmentado. En
general, la administracion del pitolisant aumenta la vigilia y reduce el suefio MOR

de manera dosis-dependiente.
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Figura 33. Hipnogramas de una rata taiep en condiciones control y bajo tratamiento de pitolisant. La representacién

grafica del registro electroencefalografico de las primeras 3h en una rata macho taiep de 6 meses de edad, con inicio del

registro a las 07:00 p.m. En A) la condicién control, en B) con administracion de 1mg/Kg, en C) con administracion de 3 mg/Kg

y en D) con administracion de 10 mg/Kg de pitolisant. Nétese como el primer periodo de vigilia incrementa conforme la dosis

de pitolisant es mas alta, al igual que el primer periodo de suefio MOR es retrasado, indicando una mayor actividad por parte

de la rata. Los estados del ciclo suefo-vigilia se marcan con letras a la izquierda de cada hipnograma: VIGILIA; MOR, suefio

con movimientos oculares rapidos; SOL, suefio de ondas lentas; El, episodios de inmovilidad.
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10. DISCUSION.

A partir de los resultados mostrados, es claro que el pitolisant tuvo un efecto dosis-
dependiente en las ratas taiep macho, el cual fue significativo en las primeras horas
tras la administracion de este, observandose una clara modulacién del ciclo suefio-
vigilia. Siendo la dosis de 10 mg/Kg la que produce los efectos mas notables, al
aumentar la vigilia y reducir el SOL, sueiio MOR vy retrasar la aparicion de este
ultimo. Cabe la pena destacar que las dosis mas bajas también mostraron efectos,
pero estos fueron menos aparentes en comparacion a la dosis alta de pitolisant

empleada en este estudio.

En un estudio de Ligneau y colaboradores, reportaron que la administracion de
pitolisant a ratones provoca un efecto dosis-dependiente en la actividad
histaminérgica (mediante la medicién de los niveles de tele-metilhistamina) en el
cerebro, y sus efectos persisten tras una administracion continua por 17 dias
(Ligneau et al., 2007). Mientras que, en el estudio de Lin y colaboradores (2008), en
ratones narcolépticos carentes del gen para la orexina (orexina -/-) el pitolisant
aumenta significativamente los minutos que permanecen en vigilia y disminuyen el
sueiio MOR y SOL durante la fase activa del roedor. Ademas los periodos de la
transicion de la vigilia al suefio MOR directos se redujeron de manera significativa
(J.-S. Lin et al., 2008). Estos resultados son similares a los obtenidos en nuestra
investigacion, al afirmar el efecto del pitolisant en el ciclo sueno-vigilia y el efecto
dosis-dependiente obtenidos a partir de nuestros resultados. Sin embargo, en el
estudio de Lin y colaboradores, se empled una dosis de 20 mg/Kg de pitolisant, la

cual es superior a las evaluadas en este trabajo.

También se han realizado varios ensayos clinicos, para evaluar la eficacia del
pitolisant en pacientes que padecen narcolepsia. EIl Harmony 1 fue un ensayo de
fase III, de ocho semanas de duracion, aleatorizado, doble ciego con placebo de
pitolisant (10-40 mg/dia) en adultos con narcolepsia con o sin cataplejia, con
modafinilo (100-400 mg/dia) como comparador activo. En el que se observaron
mejoras con respecto al valor basal en todos los grupos en la Escala de somnolencia

de Epworth (ESS; de sus siglas en inglés), y en la latencia del suefo evaluados en
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la prueba de mantenimiento de la vigilia; mostrando la eficacia del pitolisant con
respecto al placebo, pero no se demostrd una inferioridad con respecto al modafinilo
(Lamb, 2020; Thorpy, 2020). Harmony lIbis, fue un ensayo controlado, aleatorizado
de fase IlI, con una duracion de ocho semanas, con un intervalo de dosis mas bajo
para el pitolisant (5-20 mg/dia) y un disefno similar al Harmony 1. En todos los grupos
en tratamiento, entre un 75 hasta 81% de los participantes tenian antecedentes de
cataplejia. Al término de la semana 8, los cambios desde el inicio en las
puntuaciones de la ESS no mostraron superioridad del pitolisant con respecto al
placebo, pero el cambio en la latencia del suefio fue mayor con el pitolisant que con
el placebo (Lamb, 2020; Thorpy, 2020).

Al comparar estos ensayos clinicos con nuestros resultados obtenidos, podemos
resaltar la eficacia del pitolisant para incrementar la vigilia y retrasar la latencia al
inicio del suefio. Es importante sefalar que las dosis empleadas en nuestra
investigacion son similares al rango utilizado en el ensayo clinico Harmony Ibis,
donde se describen explicitamente como dosis bajas. Esta diferencia en el esquema
de dosificacién podria explicar por qué los efectos observados en Harmony Ibis

fueron menores en comparacion a los reportados en Harmony 1(Lamb, 2020).

Es crucial resaltar que nuestros resultados indican una mayor eficacia del pitolisant
al inicio de los registros, que coincide con lo reportado por Lin y colaboradores
(2008), quienes observaron una promocion en la vigilia y una supresion casi total
del suefio MOR y del SOL durante un periodo de 3 a 6 horas tras su administracion
(J.-S. Lin et al., 2008). Este patrén sugiere un efecto inmediato del farmaco en las
primeras horas tras su administraciéon que tiende a decrecer progresivamente, lo

cual corresponde a su farmacocinética.

El pitolisant es de absorcién rapida, alcanzando concentraciones plasmaticas
maximas aproximadamente 3 h después de su administraciéon. Su unién a proteinas
séricas es superior a un 90% vy se distribuye equitativamente entre los eritrocitos y
el plasma, presentando una semivida en plasma de aproximadamente de entre 10
a 12 h y tras 5-6 dias de dosificacidon regular se alcanza un estado estacionario
(Lamb, 2020; Nandhini et al., 2024).
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Dado que nuestros resultados mostraron un efecto agudo del pitolisant sobre el ciclo
de suefo-vigilia en la rata tfaiep, es importante resaltar que, debido al disefio
experimental utilizado, no se evaluaron los efectos a largo plazo. Sin embargo, el
estudio clinico de Harmony 111, dispone de los datos sobre eficacia y seguridad del
pitolisant (hasta 40 mg/dia) en un periodo de tiempo mas prolongado. Este ensayo,
de disefo: abierto, pragmatico, de un solo brazo, multicéntrico y con una duracion
de 12 meses; incluyé a adultos con narcolepsia y somnolencia diurna persistente.
Los pacientes que concluyeron el tratamiento de 12 meses (n=68) presentaron una
disminucion en la puntuacion final de la EES. En pacientes con cataplejia (n=44), el
numero total de episodios de cataplejia disminuyo a un 68% (Lamb, 2020; Thorpy,
2020). Estudios preclinicos sugieren que el pitolisant tiene un bajo potencial de
abuso. Esta propiedad se evalud en un estudio cruzado aleatorizado, doble ciego,
controlado con placebo y comparador activo, con una duracion de cuatro periodos,
en consumidores no dependientes de estimulantes recreativos (n=43). Se
compararon dosis unicas terapéuticas (35.6 mg) y supraterapéuticas (213.6 mg) de
pitolisant con fentermina (60 mg) y placebo. Los resultados mostraron que, tanto el
gusto por la droga como la disposicion a volverla a ingerir para ambas dosis de
pitolisant, fueron significativamente menores en comparaciéon a la fentermina, y
similares al placebo, indicando un riesgo minimo de abuso (Thorpy, 2020). No
obstante, seria necesario realizar estudios adicionales para confirmar este hecho,
lo que se convierte en una perspectiva valiosa de investigacion para nuestro

laboratorio.

Un punto por destacar de nuestros resultados es que a la falta de diferencias
significativas entre las dosis a lo largo del tiempo demuestra que estos factores son
independientes y no estan modulados por el tiempo circadiano. Esto probablemente
repercute por la ejecucion de los registros durante la fase oscura de las ratas taiep;
los cuales se basaron en dos razones: primero, el pitolisant es un farmaco utilizado
primordialmente para el tratamiento de la somnolencia diurna excesiva; segundo,
las ratas son animales polifasicos y nocturnos; por lo que, su fase activa es durante
la noche. Dado que nuestro objetivo fue evaluar el efecto del pitolisant, era vital

realizar el estudio durante el periodo de mayor actividad de las ratas taiep.
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En el presente trabajo, los resultados mostrados relacionados a los episodios de
inmovilidad en las ratas taiep no mostraron cambios significativos. Sin embargo, se
obtuvieron ligeras reducciones en la frecuencia y en la duracion promedio de los
episodios a las dosis altas de pitolisant con respecto al control. Este hallazgo sugiere
que el farmaco a pesar de no tener un efecto notable si muestra un ligero efecto
anticatapléjico, puesto que los episodios de inmovilidad descritos en la rata taiep
son semejantes a la cataplejia observada en pacientes narcolépticos. El pitolisant
ha demostrado en ensayos clinicos reducir el numero de episodios de cataplejia
(Fabara et al., 2021); pero se requiere de mayor investigacion para confirmar esta

posible relacion en el modelo de la rata taiep.

El nucleo tuberomamilar y el hipotalamo posterior son estructuras anatémicas
cruciales en la regulacion y mantenimiento de la vigilia. Las neuronas
histaminérgicas del nucleo tuberomamilar son activadas por la entrada de la sefal
GABAérgica del area preodptica ventrolateral, proyectandose a otras regiones
cerebrales que controlan el ciclo suefio-vigilia, como es la corteza cerebral, el
talamo, el area predptica, el tronco encefalico y el cerebro anterior, en donde la
liberacion de histamina esta estrictamente relacionada con el mantenimiento de la
vigilia. Los receptores para histamina tipo 3, estan ampliamente distribuidos en el
sistema nervioso central, principalmente en la corteza cerebral, el hipotalamo, el
hipocampo y los ganglios basales, ejerciendo un patron de actividad tonico selectivo
durante la vigilia en el cerebro (Sarfraz et al., 2022; Tiligada et al., 2011). Los
antagonistas H3 son blancos prometedores para el tratamiento de Ia
hipersomnolencia, mientras que los agonistas H3 podrian ser utiles para el control
del insomnio (Tiligada etal.,, 2011). El receptor H3 se ha descrito como un
autorreceptor y un hetero-receptor. En su funcién de autorreceptor, se encarga de
retroalimentar de forma negativa la sintesis y liberacién de histamina en las
neuronas histaminérgicas; mientras que, como hetero-receptor muestra una
interaccion cruzada con otros neurotransmisores como la acetilcolina, la dopamina,
la serotonina y la noradrenalina (Tiligada et al., 2011). Dado que el pitolisant es un
antagonista selectivo al receptor H3 de histamina, su mecanismo de accion consiste

en el bloqueo de los autorreceptores de histamina, aumentando la concentracién y
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la actividad histaminérgica en el cerebro. Este aumento en la concentracién de
histamina en el hipotalamo por el pitolisant ha sido implicado en el tratamiento de la
somnolencia diurna excesiva y la cataplejia (Sarfraz et al., 2022). La modulacion de
los otros neurotransmisores se ha confirmado tras la administracién i.p. de pitolisant
tras aumentar la actividad en las vias dopaminérgicas y colinérgicas en la corteza

prefrontal en la rata (Ghamari et al., 2019; Ligneau et al., 2007).

En la rata taiep, se ha estudiado el sistema orexinérgico con el objetivo de cuantificar
y determinar la distribucion de las neuronas productoras de orexinas; cuyos
resultados mostraron que no existe una perdida significativa de las neuronas de
orexina (Espinoza-Pérez, 2019). A pesar de que las ratas taiep no presentan uno de
los principales signos de la NT1, fueron consideradas como un modelo adecuado
de narcolepsia-cataplejia, debido a su similitud en los episodios de inmovilidad a los
ataques de cataplejia y a su fragmentacion del suefio MOR descrita en pacientes
narcolépticos. Por lo tanto, es importante destacar, que la narcolepsia es una
enfermedad pleiotropica en sus signos y sintomas debido a causas diversas; lo que
nos permite afirmar que el farmaco pitolisant es un tratamiento eficaz para la
narcolepsia, tanto para los pacientes que tienen cataplejia que corresponden a la

NT1, como de aquellos que no tienen cataplejia también denominados como NT2.

Una limitante de este estudio fue la disponibilidad del farmaco pitolisant, ya que, al
no ser de facil acceso, nos vimos obligados a seleccionar un rango de dosis
reducido. Las nuevas perspectivas que brinda esta investigacién, sugieren un
analisis del sistema histaminérgico en la rata taiep para determinar si existe un
incremento o pérdida de su actividad; debido a que en estudios anteriores se ha
informado niveles bajos de histamina en el liquido cefalorraquideo en pacientes con
narcolepsia y un aumento compensatorio en el numero de neuronas
histaminérgicas en el nucleo tuberomamilar (Hu & Chen, 2017). Ademas, seria de
interés realizar estudios sobre el potencial de abuso o dependencia al pitolisant, asi
como el investigar los episodios de inmovilidad y/o crisis de ausencia bajo su efecto.

Esto es relevante ya que recientemente se han realizado estudios para analizar el
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efecto anticonvulsivo de los antagonistas del receptor tipo H3 de histamina en

modelos de epilepsia (Sadek et al., 2016).

11.

CONCLUSIONES.

La rata taiep presenta un incremento en la duracion de la vigilia y una
reduccion en la duracién del suefo de ondas lentas y del suefio MOR tras la
administracién de pitolisant. Ademas, tiene un claro retraso en la latencia al
sueno.

El efecto del pitolisant en la regulacion del ciclo sueno-vigilia en la rata taiep
macho es dosis-dependiente, con los efectos mas conspicuos con la dosis
de 10 mg/Kg; mientras que, las dosis menores muestran efectos menos
claros.

El pitolisant ha demostrado eficacia en el tratamiento de la somnolencia
diurna excesiva y la cataplejia, sintomas caracteristicos de la narcolepsia;
tanto en modelos animales como en ensayos clinicos en humanos. En el
modelo de la rata taiep, nuestros resultados refuerzan su potencial

terapéutico para el tratamiento de la narcolepsia.
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