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RESUMEN

La rata taiep muestra un sindrome motor progresivo caracterizado por temblor, ataxia,
episodios de inmovilidad (Els), epilepsia y paralisis del tren posterior. La rata presenta una
hipomielinizacion inicial seguida de una des mielinizacién progresiva debido a una ac umulacion
de microtubulos en el citoplasma y en los procesos de los oligodendrocitos. En el presente
trabajo se analizo el ciclo suefo vigilia de la rata taiep, se caracterizaron los Els en machos y
hembras, al o largo d el a ont ogenia asi co mo su di stribucion c ircadica en r atas adul tas;
mostrando que las ratas macho tienen masEls a los 7 y 9 mesesy con dos picos de al ta
frecuencia, uno a la mitad de la noche y el otro al final del periodo de luz.

Mediante r egistros polisomnograficos de 24 horas de dur acién, se mostré que larata
taiep tiene un menor nimero de transiciones entre diferentes etapas del ciclo suefio-vigilia. Es
importante destacar que el suefio con movimientos oculares rapidos (MOR) en la rata taiep, se
forma tanto por el suefio MOR, mas los episodios de inmovilidad, con caracteristicas similares a
las del suefio MOR. Estos Els se presentan tanto en la fase de luz como en la de oscuridad,
pero dos tercios de ellos s e producen dur ante el periodo iluminado. Los ¢ ambios del tono
muscular permitieron c aracterizarlos en tr es subtipos, tod os asociados a ac tividad betaen | a
corteza cerebral y a ritmo theta en el hipocampo, pero con un tono muscular que oscila de
manera caracteristica. Estos hallazgos apuntan a que el mutante mielinicoes un modelode
trastorno del suefio MOR, con caracteristicas similares a la narcolepsia-cataplejia de los perros
y humanos. Se analizd el efecto de la administracion sistémica de agonistas colinérgicos
muscarinicos como: arecolina, McN343-A, oxotremorina-M y pilocarpina y antagonistas como, la
atropina s ulfato, 4 -DAMP, es copolamina, tr iexifenidil y pi renzepina en| os episodiosd e
inmovilidad inducidos por manipulacion de la base de la cola. Los resultados obtenidos
muestran que la frecuencia de los episodios d e inmovilidad ( Els) inducidos por manipulacion
disminuyé solamente con la oxotremorina y la pilocarpina, asi como con el antagonista
muscarinico tr iexifenidil. Pero las dur aciones medias de los E Is, se i ncrementaron con |l a
administracion de la oxotremorina-M a la dosis mas alta, con la pilocarpina y con la atropina
sulfato. Este trabajo ha sido importante para establecer la estandarizacion de los métodos para
el estudio de los episodios de inmovilidad inducidos por manipulacion, asi como para proponer
a la rata taiep como un modelo para el estudio de la narcolepsia-cataplejia.

En conclusion, la rata taiep es un modelo adecuado de narcolepsia-cataplejia, ya que
muestra al teraciones del s uefio paraddjico asociadas a pérdida del soporte postural. No hay

una participacion clara de los receptores colinérgicos muscarinicos.



ABSTRACT

The myelin mutant taiep rat was obtained, as a spontaneous mutation, in 1989 during the
inbreeding process to obtain a high-yawning subline from Sprague-Dawley strain. The acronym
of the neurological symptoms that characterized are: tremor, ataxia, immobility episodes (IEs),
epilepsy and paralysis given its name and it is produced by initial hypomyelination, followed by a
demyelination. In this thesis | analyzed the environmental variables that influenced IEs, as well
as the circadian distribution of IE s and al ong sleep-wake cycle. Finally, | ex plore the role of
muscarinic drugs on gripping-induced IEs. The rats were maintained under standard conditions
with a 12:1 2 h light-dark cycle (light on 0700), under controlled temperature and humidity, and
free access to rodent pellets and water.

Our results showed that, IEs start at 6.5 mo, with a peak between 8.5 to 9.5 mo. IEs also
showed two peaks gripping-induced IEs, one peak in early morning (0800-1000h), and s econd
peak in the middle of the night (2300-0100h); however spontaneous IEs showed an even
distribution with a mean of 3 IE s every 2h. IE s are sexually dimorphic because males are more
susceptible than females, when they are gripped them from the base of the tail. These
parameters were important for the study of cholinergic drugs on IEs.

Taiep rats showed a decreased in R EM s leep dur ingthe |l ight phase that w as
compensated by the spontaneous |IEs which had a REM-like characteristics, that is a
disorganized beta activity in the cortex associated with theta rhythm in the hippocampus with a
variable nuchal muscle tone, which oscillate in three characteristic patterns, being more frequent
and with higher mean duration during light phase.

There is not a c lear effect with the muscarinic cholinergic agoni sts and antagonists on
gripping-induced IE s. H owever, do nepezil, an acetylcholinesterase i nhibitor, clearly i ncreased
IEs similar to that already obtained in the narcoleptic dogs.

In conclusion, taiep rats are an ad equate m odel of nar colepsy-cataplexy witha R EM
sleep distribution higher during the light phase and composed by REM sleep plus IEs, with tree
characteristic IE s patter n of m uscle tone ¢ hanges s upporting that taiep ratsis a m odel of

narcolepsy-cataplexy.



INTRODUCCION

La rata taiep.

En 1988 en el bioterio del Instituto de Fi siologia de la B enemérita U niversidad
Auténoma de P uebla s e obt uvo una s ublinea de r atas de | a c epa S prague-Dawley
portadora de una mutacién autosémica recesiva, la cual dio origen al mutante mielinico
denominado taiep al c onsiderar| as i niciales de los c inco s ignos m otores quel a
caracterizan: t emblor, at axia, i nmovilidad, epi lepsiay par alisis pr ogresiva de |t ren

posterior (Holmgren y cols., 1989).

Deficiencia de mielina en el sistema nervioso central

La rata taiep presenta un déficit de mielina en el sistema nervioso central (SNC),
esta al teracibnes taas ociada conl aac umulacibn de  microtubulosen| os
oligodendrocitos, o que se ha propuesto altera |os mecanismos de t ransporte de | as
proteinas recién sintetizadas p ara formar la mielina (Duncany cols., 1992 ; Couve y
cols., 1997; O Connor, 2000). En contraste no se tienen evidencias de anor malidades
en la mielina del sistema nervioso periférico (SNP), por lo que es un modelo adecuado

de alteracion de la mielina central.

Bioquimicamente en larata taiep se presenta una di sminucion general de |as
proteinas que forman la mielina; la proteina basica de la mielina (PBM), de |a proteina

proteolipidica ( PPL),| a 2',3'-nucledtido ¢ iclico f osfodiesterasa (NCP)y de la



glicoproteina asociada a la mielina (GAM), (Mdller y cols., 1997). De hecho, los niveles
de proteinas totales y de | ipidos se encuentran en niveles subnormales en todas las

estructuras del SNC evaluadas (Centeno y Camacho, 1992).

Estos hallazgos apuntan a un pr oblema en |os mecanismos de transporte, como
fue propuesto por Couve y cols., (1997) quienes muestran que en los oligodendrocitos
de la rata taiep se forman complejos de microtubulos en el reticulo endo plasmico, o
que al terariael t ransporte del as pr oteinasr eciéns intetizadas enel r eticulo
endoplasmico rugoso hacia la p orcién cis del ap arato de G olgi (Figura 1); (Couvey

cols., 1997; Krsulovic y cols., 1999).

C»XROZ |

RE CI ¢ GOLGI

Figura 1. Representacion del modelo propuesto por Couve. En ol igodendrocitos normales | os
microtubulos (sefalados con flechas) participan en el transporte entre el reticulo endoplasmico (RE) y el
aparato cis-Golgi (c GOLGI). Obsérvese que no hay contacto entre los microtibulos con las membranas,
sin embargo en la rata taiep los microtubulos aparecen permanentemente adosados a los elementos de
transicion del compartimento intermedio (Cl), lo que impide el transporte (Modificado de Couvey cols.,

1997).



Estudios del genoma en | arata taiep han mostrado los p osibles sitios de una
mutacidén en una region de la proteina 3 relacionada con el gen de |as kinesinas en el
cromosoma 9 (Liy cols., 2003), o que apoy aria laidea de qu e el mutante tiene un
problema de transporte en los oligodendrocitos. De hecho, en condiciones in vitro se ha
mostrado que el transporte de | as proteinas recién sintetizadas se realiza en sentido
contrario al movimiento de las manecillas del reloj en los procesos y nocomo en | as
ratas nor males (O’Connory cols., 2000 ;Songy cols., 2003 ). Enel casode los
oligodendrocitos normales (Figura 2), los microtubulos solo crecen en el sentido de las
manecillas del reloj (Song y cols., 1999). De hecho la administracién d e nocodazole,
una droga que des polariza los microtubulos, restituye el transporte anterégrado de | os

productos de proteinas y ARNm (O"Connor y cols., 2000; Song y cols., 2003).

No todos | os axones mielinizados es tan af ectados de | a misma manera, en la
rata taiep la desmielinizacion afecta en m ayor medida a los nervios Opticos y al tracto
corticoespinal, (Lunn y cols., 1997); asi como los axones delgados tipo III y IV del velo

del cerebelo (Song y cols., 2001).

El mutante de mielina taiep es un modelo Unico de alteraciones de la mielina, que
se diferencia de |os ratones que muestran mutaciones puntuales en las proteinas de la
mielina, pa rticularmente de | a pr oteina basica de | a mielina (PBM) y de | a proteina
proteolipidica (PPL), y que en la mayoria se asocia al cromosoma X, como se ilustra en

la Tabla 1 (Hogan y Greenfield, 1984).



Figura 2. Oligodendrocitos y axones mielinizados. A lo largo del axdn, vainas consecutivas de mielina
separan a los nodos de Ranvier, sitios de propagacion del potencial de accion. Cada vaina de mielina es
una hoja grande de la membrana que envuelve el axén para formar laminas multiples y esta conectado
con el cuerpo de la célula por procesos delgados. Cada oligodendrocitos mieliniza hasta 30-50 axones

dentro de 20-30 micras en el cuerpo celular. (Modificado de Verkhratsky y Butt, 2007).

Episodios de inmovilidad

Entre las al teraciones conductualesd el ar ata taiep, es par ticularmente
importante para este trabajo de t esis estudiar los episodios de inmovilidad, los cuales,
se c aracterizan por | a pér dida de r eflejos de s oporte pos tural, apnea e hipertonia
muscular ( Holmgren y c ols., 1 989.),1 a cual produce r etraimiento de | as or ejas,
dorsiflexion de la cola (cola de Straub) y retraccion de los musculos de la cara, o que
produce u na f acies c aracteristica, como se muestraen| a Figura 3; (Cortés y co Is.,

2005).

El epi sodio de i nmovilidad ha s ido c aracterizado des de que | a rata pierde | os
reflejos de s oporte pos tural has ta c uando el ani mal r ecupera el t ono m uscular, | os

reflejos de ender ezamiento y |a orientacion ante estimulos. Las orejas regresan a s u



posicion vertical, se observan movimientos de los 0jos, las vibrisas también se mueven
nuevamente y los musculos de | a cara recuperan su tono basal de tal manera que | os

incisivos dejan de estar expuestos, (Cortés y cols., 2005).

Figura 3. Rata taiep durante un episodio de inmovilidad. A) Aspecto general d e un episodio de
inmovilidad después de haber sido inducido al sostener al sujeto de la cola. Note la posiciéon de la cola
(colade S traub), B) Note c omo s e pr esenta u na r etraccion de | os musculos d e | a ¢ ara, qu edan
expuestos los incisivos como se sefiala con la flecha amarilla, y las orejas son retraidas hacia la nuca,
retraccion de la musculatura de la cara, lo que hace que tome una forma cénica, y produzca una facies

caracteristica (Cortés y cols., 2005).

Los episodios de i nmovilidad s on relevantes dado qu e es una ¢ onducta qu e irrumpe
durante la vigilia. En 1991, Prieto y cols., analizaron la organizacién del suefo-vigilia,
asi como los episodios de inmovilidad en registros de corta duracién (3 hrs) a la mitad
de la fase de reposo (mitad de la fase de luz), en un grupo de ratas cuyo rango de edad
eradelos 3alos 12 meses de edady en ratas tanto machos como hembras. E stos
autores proponen que los Els de larata taiep son un trastorno del suefio, dado q ue
durante ellos se presenta ritmo theta en el hipocampo y desincronizacién cortical (Prieto

y cols., 1991), pero no se ofrecen mayores evidencias.



TABLA 1. ROEDORES MUTANTES CON DEFICIENCIA DE LA MIELINA

Deficiencia

en la . Shiverer Deficiencia . Distrofia
. . Quaking L Twitcher Trembler
sintesis de (R (shi) de mielina ) muscular (T
mielina q (mid) (@)
")
GENETICA
. recesivo recesivo recesivo recesivo recesivo recesivo recesivo dominante
lpe eo Cionmesn X 17 18 18 Autosémico 10 10
X (alelo jp) (alelo shi)
MANIFESTACIONES
CLINICAS
Inicio de signos 11-13 dias 11-13 dias 11-13 dias 11-13 dias 11-13 dias 30 dias 22-26 dias 8-10 dias
DTS ik 1 mes 1 mes Normal 2-3 meses -- Normal (?) 3-9 meses Normal (?)
Ausencia de la Hipomielinizacion Segmentos Neuropatia
Material Perdida de linea mas del SNC y SNP  desmielinizados hi ertr%fica
Morfologia s semeja jp . densa del SNC semeja shi Macroéfagos de raices | ipertr
sudanofilo mielina o . intersticial con
Pérdida de la grandes con nerviosas del hi N
o : ; ipomielinizacion.
mielina inclusiones. SNP
Pérdida severa LSO
(< 5% del m?)derado (<
control) de Ui dleld | D del
5 todos 10s contrtgt ) de tos Deficiencia d esc(;?/m;ntlo e
BIOQUIMICA . constituyentes o eficiencia de o de los
(Defectos ggr:ztlrtr?i)éﬁ:fZel Semeja jp de la meilina MBZ:n?rél’ el Semeja shi galactosilceramida -- constituyentes de
moleculares) SNC: aparente del SNC; B-galactosidasa la mielina del
> ap aparente SNP

muerte
prematura de
oligodendrocitos

defecto en el

ensamble de la

mielina

(Modificada de (Hogan y Greenfield, 1984).



El otro estudio disponible con registros electroencefalograficos en la rata taiep es
elde Anchy Laposky, 2000 enel c ual proponenal indicedel ad ensidad de
movimientos oc ulares rapidos comounm arcador bi olégico de en fermedades
desmielinizantes. E n es te es tudio t ambién hay r angos grandesen| ae daddel os
animales e studiados desde 4.5 hasta 13 m eses. Adicionalmente, el registro se realizd
durante d os f ases consecutivas de luz, perono e n laos curidad, mencionando
solamente como un epifendmeno los Els sin ser sistematicamente estudiados, ya que
solamente el 30% de las ratas taiep estudiadas lo presentaron, esto debido al amplio
rango de edad em pleado, en | os cuales no s e presentan |os episodios de i nmovilidad

(Anch y Laposky, 2000).

Estudios realizados en el modelo de la narcolepsia en perros han reportado que
la es timulacién d el s istema colinérgico agr aval a c ataplejia de m anera dos is-
dependiente (Reid y cols., 1994 ay b). Estos hallazgos s ugieren que las estructuras
colinérgicas a ni vel de la formacién r eticular pontina ( FRP), | as c uales proyectan al
tegmento pedunc ulo pont ino y alt egmento | aterodorsal, estan ac tivas dur ante | a
cataplejiay en la emergencia de suefio MOR durante la vigilia en este modelo animal

(Nishino y Mignot, 1997).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los trastornos del sueno afectan a un gr an sector de | a p oblacién por loque

resulta de gr ani nterés el es tudio e n m odelos animales que pr esenten t rastornos



relacionados ¢ on el c iclo s ueno-vigilia, ya que e stos of recen un r eferente par a

determinar sus mecanismos causales y establecer terapéuticas especificas.

Lar ata taiep presenta, epi sodios de i nmovilidad s imilares a | a nar colepsia-
cataplejia, por 10 que se puede considerar ala rata taiep como un e xcelente modelo
para estudiar uno de | os trastornos del suefio, como es la narcolepsia-cataplejia, por 1o
que considero importante estudiar sistematicamente |os episodios de i nmovilidad y su

relacion con el ciclo suefio-vigilia.

En el presente trabajo se caracterizan de manera detallada los Els con base a
variables medio am bientales para det erminar, | os f actores que los incrementany
establecer un r eferente par a | os es tudios pol isomnogréficos. E s de i nterés ev aluar
polisomnograficamente los episodios de inmovilidad y |a regulacion del tono muscular
asociado a estos episodios en las ratas taiep asi como caracterizar plenamente el ciclo
sueno-vigilia en este mutante durante 24 h oras. Dado que | os nucleos colinérgicos del
puente (TPP/TLD) participan en | a generacion del suefio MOR 'y en | a regulacion del
tono m uscular, se propone ex plorar f armacolégicamente el pap el del sistema
colinérgico muscarinico en los episodios de inmovilidad inducidos por manipulacién al

sostenerlos de la cola.

El estudio lo dividi en tres experimentos. En el primero estudié los episodios de
inmovilidad inducidos por manipulacién. En el segundo estudié el ciclo suefio-vigilia en
ratas m acho taiep y en el terceroex ploré el pape | del s istema c olinérgico en los

episodios de inmovilidad.
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EXPERIMENTO 1

EPISODIOS DE INMOVILIDAD

Objetivos

1. Caracterizar | a d istribucion de | os epi sodios de inmovilidad i nducidos por

manipulacion al sujetarlos por la cola, en ratas taiep de 8 a 9 meses de edad en

un ciclo de 24 horas.

2. Caracterizar los episodios de inmovilidad en ratas taiep machos y hembras.

3. Estudiar si el método de i nduccién m odifica | a frecuencia de | os episodios de

inmovilidad inducidos por manipulacion.

Hipotesis

Los episodios de inmovilidad inducidos por manipulacion dependen de v ariables

medio ambientales.
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EXPERIMENTO 2
CICLO SUENO-VIGILIA EN LA RATA TAIEP

Objetivos

1. Caracterizar la distribucion de la vigilia y el suefio en ratas taiep de 8 a 9 m eses

de edad en un ciclo de 24 hrs y compararla con el de ratas Sprague-Dawley.

2. Caracterizar electrofisioldgicamente los episodios de inmovilidad espontaneos a

lo largo del ciclo suefio-vigilia.

3. Determinar | a frecuencia de | os epi sodios de s uefio c on m ovimientos oc ulares

rapidos asociados con episodios de inmovilidad espontaneos.

Hipotesis

El ciclo s uefio-vigilia se enc uentra al terado en | as ratas m acho t aiep adu ltas,
presentara periodos de suefio de movimientos oculares rapidos mas cortos y durante
los episodios de inmovilidad se registrara un patron electroencefalografico similar al de

suefio con movimientos oculares rapidos.
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EXPERIMENTO 3

SISTEMA COLINERGICO

Objetivo

1. Evaluar el ef ecto de |a administracion s istémica de agonistas y antagonistas
colinérgicos m uscarinicos e n los ep isodios de i nmovilidad inducidos por

manipulacion, al sujetarlos por la cola.

Hipotesis

La estimulacion del sistema colinérgico muscarinico incrementara | os episodios
de i nmovilidad i nducidos por manipulacion en| a rata taiep y|l oopu estoconl os

antagonistas colinérgicos muscarinicos.
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MATERIAL Y METODOS

Animales y condiciones.

Para este estudio se seleccionaron ratas macho taiep, del bioterio del Instituto de
Fisiologia de | a B enemérita U niversidad A utobnoma de P uebla. Los ani males se
mantuvieron en ¢ ajas c olectivas de ac rilico, ( 60X40X17 cm) c on c ama de as errin
(Aspen Chip) con libre acceso al alimento balanceado para roedores (Zeigler, RQ 22-5,
Pennsylvania, U SA) y agua pur ificada. E| area en do nde s e mantuvieron s e controlé
mediante alternancia de 12 h de luzy 12 h de oscuridad, las luces se encendieron a las
0700 h. La temperatura se mantuvo a 22° C + 2° C y con una humedad relativa del 35-
50%. La e dad de | os animales para | os e xperimentos farmacoldgicos fue de oc ho a
nueve meses, dado que en este periodo se presenta un incremento en la frecuencia de

los episodios de inmovilidad inducidos por manipulacion (Cortés y cols., 2005).

Los pr otocolos e xperimentales utilizados en es te es tudio f ueron r evisados y
aprobados por el C omité de Bioética d el a B enemérita U niversidad A utbnoma d e
Puebla, que estan acordes con los cédigos y leyes del séptimo titulo de la Ley General
de Salud del gobierno de M éxico (NOM-062-Z00-1999), para el usoy manejo de | os

animales de experimentacion.
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Procedimiento paralainduccion de episodios de inmovilidad.

Se sujetd a cada rata de la cola por 10 segundos cada 5 min (Figura 4) dado que
esta maniobra es la mas efectiva para producir inmovilidad en estos animales (Cortés y
cols., 2005). Cuando se presento el episodio de inmovilidad se colocé a la rata sobre el
piso de la cajay se cuantific6 mediante un cronédmetro digital la duracién del episodio
en segundos, el estado activo de cada una de las ratas y la latencia al primer episodio
de inmovilidad de c ada animal; este es el tiempo en s egundos desde el inicio de la

sesion hasta el inicio del primer episodio de inmovilidad.

Figura 4. Induccién de un episodio de inmovilidad. Vea como fue manipulada la rata taiep para inducir
los e pisodios de i nmovilidad. Note que el animal es sujetado de la cola a nivel de | a unioén del tercio

proximal con los dos tercios distales (regién coccigea).

El episodio de i nmovilidad en la rata taiep se caracteriza por la pérdida de los
reflejos de apoy o p ostural y ender ezamiento, i nmovilidad, b radipnea profunda y
activacién tonica pos tural gener alizada, | a ¢ ual pr oduce r etraimiento de | as or ejas,

dorsiflexion de la cola y retraccion de los musculos de la cara (véase Figura 5).
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El episodio de i nmovilidad comprende des de que | a rata pierde los reflejos de
soporte postural hasta cuando recupera los reflejos de enderezamiento, orientacion, las
orejas regresan a s u posicion v ertical, se ve movimiento de | os globos o culares, las
vibrisas se mueven nuevamente y los musculos de la cara recuperan su tono basal de

tal manera que los incisivos dejan de estar expuestos.

Figura 5. Rata taiep durante un episodio de inmovilidad. Note la retraccion de los musculos de la cara

y la hiperextensién de los dedos, lo que muestra un predominio extensor.

Registro conductual.

Un as pecto i mportante fue caracterizar |a c onducta que presento | a rata taiep
durante | as s esiones ex perimentales, en | as que se ev alud | a s usceptibilidad a la
induccién de los El ante la administracion de drogas, este es un criterio adicional que
permitié caracterizar el estado general de actividad del animal. Para este fin, se empled
una escala de c ategorizacién conductual que permitié clasificar la conducta del animal

de acuerdo al grado de actividad locomotora que presentaba, en un rango del estado de
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vigilia/somnolencia durante | a prueba. D e es ta forma se propuso | a es cala q ue se

muestra en la Tabla 2.

Las evaluaciones conductuales se hicieron, 30 s egundos antes de | a induccion
del epi sodio de i nmovilidad. La s umatoria de | as c ategorias s e di vidié e ntre | as 18
oportunidades de i nduccién q ue s e evaluaron,d urantel os 90 m in.La maxima
puntuacion corresponde a 72y laminimaa0, |oque equivaleaunac onductade
activacién total o de s omnolencia, respectivamente (para mas detalles, ver Eguibar y

cols., 2006; Cortés y cols., 2007).

Cirugia.

Para | os registros polisomnograficos se realizaron implantes de e lectrodos b ajo
condiciones de ant isepsia, € mpleando y odopovidona ( Isodine™). S e i mplantaron
tornillos d e ac ero i noxidable c onectados a un ¢ able de ac ero ( Plastics One Inc.) en
ratas anestesiadas mediante inyecciones i.p. de 300 mg/kg de peso de hidrato de cloral
(Laboratorios M onterrey). P osteriormente, s ec olocbal ar ataenu napar ato
estereotaxico (Kopf) y se efectud una i ncision media longitudinal con un es calpelo del
No. 4 en |la piel a lo largo de |la superficie dorsal del craneo. Con una legra se separo¢ el
periostio dejando descubiertos los huesos craneales. Con un taladro de mano (Dremel)
se hicieron trépanos para implantar tres el ectrodos corticales: el primero en el hueso
frontal der echo 2m m ant eriora br egmay 2mm al a derecha delalinea m edia; el
segundo en el h ueso par ietal 4 mm pos terior a br egmay 2m m | ateral i zquierda; el

tercero, 2mm posterior a lambda y 2mm a la izquierda de la linea media.
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Tabla 2. Escala conductual

PUNTAJE CATEGORIA CONDUCTA

ojos cerrados e inmovilidad
0 Somnolienta

ojos completamente abiertos
1 Quieta

husmeo y movimiento de cabeza
2 activacion +
aseo, rascado y erguidos
3 Activacion ++
locomocion, saltos

4 activacion +++
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Adicionalmente, s e i mplanté u n el ectrodo bi polar de profundidad de platino
trenzado en el hipocampo derecho empleando las coordenadas estereotaxicas P: 4mm,
respecto a bregma, L: 2mm, V: 2.5mm desde |la superficie del craneo y de acuerdo al

atlas de Paxinos y Watson (2007), (véase Figura 6).

La actividad electromiografica de los musculos de |a nuca y de los movimientos
oculares r apidos, s e registré m ediante e lectrodos de ganc ho d e ni cromio. Todos |os
electrodos se unieron a un conector de seis polos y se fijo al craneo con acrilico dental
(Cranio Powder, Plastics O ne Inc.). Las ratas recibieron 0. 1 ml del antibiético Tylan
(Tilosina) por cinco dias después de | a cirugia y como analgésico clonixinato de lisina

(Dorixina ™) por 3 dias; ambos por via s.c.

EEG
o (o) EOG
/vO o o
EMG ——0 \
TIERRA
HIPOCAMPO

Figura 6. Localizacién del implante de los electrodos de registro. Con circulos naranjas se sefalan
las zonas en donde se realizaron los trépanos para el implante de | os el ectrodos, a ex cepcion de | os
electrodos de gancho para el registro electromiografico, los cuales fueron colocados en los musculos de
la nuca (Modificada de Cooley y Vanderwolf, 1990).
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Registro electroencefalografico.

Después deunas emanader ecuperacion pos toperatorial as r atas fueron
habituadas a las c ondiciones d e e xperimentacion ( Figura 7). Eldiadelregistrose
coloco a la rata en las condiciones experimentales media hora antes de iniciar la sesion.
Alas 8:00 £ 5m inse dio comienzo el registro polisomnografico que dura 24 horas

continuas.

El registro de la actividad el éctrica s e r ealizdé en un po ligrafo de 30 c anales
(Stellate S ystems, C anadd) ac opladoaunat arjetade c onversion an alogo/digital
Harmonie, la cual a su vez se acopla al médulo LUNA (Stellate Systems, Canada) para
analisis de las fases del suefo-vigilia y al médulo SENSA (Stellate Systems, Canada),
un programa par a e | ana lisis de es pigas, de ¢ oherenciay po tencia de | as s efiales

obtenidas.

Cabe m encionar que | ac ajader egistros e c olocé dentrode unaj aulade
Faraday, para ev itar i nterferencias el éctricas; ademas | a conducta fue videograbada
durante las 24 horas de registro con una camara Sony modelo CCD-TRV68 con opcién
de grabado nocturno, para poder establecer una correlacién entre la actividad eléctrica

y el despliegue conductual (Figura 8).
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Figura 7. Condiciones experimentales de registro electroencefalogréfico. Se muestra una rata taiep
en las condiciones ex perimentales. Note que el conector en el craneo de larata se une mediante los
cables a la caja de canales para el registro, esto a su vez se encuentra dentro de una jaula de Faraday

para aislar el sistema de interferencias eléctricas.

Figura 8. Registro polisomnografico de una rata taiep. Note que el registro se encuentra acoplado a la
videofilmacion de | a conducta. Enla sefial en negro s e muestra |l os registros de | a c orteza frontal y
parietal, en verde el registro de la regién CA1 del hipocampo, en guinda el electromiograma y en naranja

el electrooculograma.
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Histologia

Para corroborar la correcta localizacidn del electrodo bipolar para el registro del
hipocampo. Se realizaron cortes histoldgicos coronales de 40 um en la region periférica
del e lectrodo. Los ani males f ueron a nestesiados m ediante unas obredosis de
pentobarital s 6dico 70 m g/kg (Anestesal, Pfizer). P osteriormente | os ani males fueron
perfundidos mediante la administracién intracardiaca de 200 ml de SSI (solucion salina
isotonica), seguida de 250 m | de par aformaldehido al 4% . E| cerebro se almacend en
solucion de paraformaldehido al 4% con sacarosa al 10%. Los cortes fueron realizados
en un criostato (Reichert HistoStat) a —20°C. Los cortes se tifieron mediante la técnica
de Nissly el trayecto del el ectrodo s e ubi cé c on a yuda del a tlas es tereotaxico de

Paxinos y Watson (2007), como se esquematiza en la Figura 9.

Figura 9. Corte coronal del cerebro de rata. Con un c irculo rojo se marca laregion de interés de

registro en el hipocampo. (Modificado de Paxinos y Watson, 2007).
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Andlisis.

La frecuencia de m uestreo empleada para el registro electroencefalografico fue
de 200 H z, amplificada y filtrada. Para la sefal del el ectroencefalograma los filtros se
fijaron en 1y 30 Hz, para el electromiograma se emplearon filtros de 30 a 100 Hz y para
el electrooculograma el filtro fue de 1 a 10 Hz. Adicionalmente, se utilizé un filtro Notch
para el iminar la banda de 60 Hz. del a alimentacién de c orriente (Maloneyy cols.,
1997). El registro obtenido se divididé en épocas de 10 segundos para el analisis de las

fases de suefio-vigilia.

Las band as de f recuencia g ue s e c onsideraron par a el an alisis del r egistro
polisomnografico f ueron s eleccionadas en bas e a los par ametros pr opuestos par a
estudios electroencefalograficos en ratas (Maloney y cols., 1997), como se ilustra en la

Tabla 3.

Tabla 3. Bandas de frecuencia

Bandas |Frecuencia (Hz)
Delta 05-4
Theta 1 4-8
Theta 2 8-12
Beta 1 12-19
Beta 2 19 - 30
Gamma 30 - 58

En este trabajo se e mplearon estas band as para el analisis del ciclo s uefio-

vigilia de t al forma que los es tados de v igilia fueron di scriminados con | a ac tividad
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cortical del electroencefalograma y del EMG de los musculos de la nuca. Durante este
estado la actividad cortical desincronizada y de baja amplitud en una frecuencia de 12
a 30 Hz, (ritmo beta) era acompafiada por actividad muscular. E| suefio de ond as
lentas, era diferenciado por actividad lenta de alto voltaje de 0.5 a 4 Hz (ritmo delta), la
aparicion d e hus os d e s uefio, complejos K y disminucion d e | a actividad m uscular,
permaneciendo el animal inmdvil con los ojos cerrados. P or ultimo s e consideraba
suenio M OR c uandos e pr esentabar itmot hetaene |h ipocampo( 4-8 H z),

desincronizacion cortical y atonia muscular.

Mediante | at ransformada r apida de Fourier ( TRF), s e anal iz6 el re gistro
polisomnografico y se obtuvieron los correspondientes es pectros de pot encia que nos
permitieron i dentificar | os c omponentes d e f recuenciay | a po tencia relativa de | as

sefales a evaluar.

Drogas empleadas.

Las dr ogas que s e administraron f ueron agonistas y ant agonistas del s istema
colinérgico para los receptores muscarinicos. Las drogas empleadas se muestran en la
Tabla 4, las cuales fueron obtenidas los de los laboratorios Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis,
Mo., U .S.A). Todas | as s oluciones s e p repararon enf resco 15 m inutos ant es de |

experimento.
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Administracién de drogas colinérgicas.

El es tudio i nicial de | s istema c olinérgico se realiz6 mediante i nyecciones

sistémicas de las d rogas ae valuars iguiendo un es quemade d osis c recientes

acumulativas c onu ni ntervalode 48 h oras ent re ¢ ada ad ministracion, por v ia

intraperitoneal en un volumen constante de 1 mL/kg de peso.

Tabla 4. Agonistas y antagonistas colinérgicos muscarinicos

empleados en el presente estudio

Muscarinicos

Subtipo de receptor

AGONISTAS Arecolina inespecifico
McN-343-A M+
Oxotremorina M inespecifico
Pilocarpina M4, My

ANTAGONISTAS |Atropina sulfato inespecifico
4-DAMP Ms
Triexifenidil inespecifico
Pirenzepina M4

Procedimiento para evaluar los Els con drogas colinérgicas.

Media h ora ant es d e | a obs ervacién las r atas fueron llevadas al c uartod e

experimentacion con el propdsito de adap tarlas a | as c ondiciones del | aboratorio. E |

experimentoseinicioal as8:00+ 10 m in. A.M., q ue coincide con | a a crofase de

susceptibilidad a m ostrar episodios de i nmovilidad, como se mostrd en el experimento

1, y las sesiones experimentales tuvieron una duracion de 90 min.
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Una vez que se administra la solucién vehiculo (control) o la droga se colocan en
cajas individuales de observacion (cajas de acrilico de 21x24.5x35 cm), con una cama

de madera triturada y esterilizada (Aspen Chip).

Se tomdé como tiempo cero inmediatamente des pués de | a ad ministracién al a

ultima rata.

Andlisis estadistico.

Los datos se sometieron a un analisis de varianza no paramétrico de m edidas
repetidas de una v ia, posteriormente fueron analizados por una pr ueba post-hoc de
Dunn q ue di stingue diferencias s ignificativas ent re el gr upo c ontrol y | os di ferentes
grupos experimentales (Snedecor y Cochran, 1989). El nivel de significancia estadistica
se fijé con una P<0.05 con el programa para analisis estadistico Sigma-Stat, versién

3.5.
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RESULTADOS

CAPITULO 1

EPISODIOS DE INMOVILIDAD

En es ta primera par te se des cribiran las c aracteristicas de | os epi sodios de
inmovilidad i nducidos por m anipulaciony es pontaneos, es tos ul timos ev aluados
mediante registros el ectroencefalograficos c on d uraciéon de 24 hrs. D e los r egistros
realizados s e des prenden d os gr upos d e r esultados; el pr imero des cribiendo | os
episodios de inmovilidad y los resultados del experimento 2 describiendo el ciclo suefio-

vigilia en la rata taiep.

EPISODIOS DE INMOVILIDAD INDUCIDOS POR MANIPULACION

Durante u nc iclode 24 hor as, | os epi sodios de i nmovilidad i nducidos po r
manipulacion presentan dos picos de maxima inducibilidad. El primero presentandose a
la mitad de la fase oscura, de las 23:00 a las 01:00 h; y el segundo al inicio de |a fase
de luz, de las 7:00 a las 9:00 hrs. Siendo estas fases estadisticamente diferentes del
resto de | os periodos (ANOVA Kruskal-Wallis H=43.6; n=7; P<0.002, post hoc Tukey

P<0.05, véase Figura 10).
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Figura 10. Frecuencia de los episodios de inmovilidad inducidos por manipulaciéon a lo largo del
ciclo circadiano en la rata taiep. Se muestra la frecuencia de los episodios de inmovilidad inducidos por
manipulacion, la cual presenta un incremento maximo de la frecuencia de las 23:00 a las 01:00 h y otro
de la 7:00 a la 9:00 h. (ANOVA, H=43.6, n=7, P < 0.0002 + Dunn (*P < 0.05).

Ontogenia de los episodios de inmovilidad

Estudiamos la f recuencia de | os ep isodios de i nmovilidad, cada q uince di as,
durante | os primeros 18 m eses de v ida de ratas taiep macho y hem bra, por |o que
podemos decir que los episodios de inmovilidad inducidos por manipulacién comienzan
a los 6.5 meses de edad y alcanzan una frecuencia maxima de los 8.5 a los 9.5 meses.
Posteriormente, la frecuencia de los Els disminuye gradualmente hasta los 12 meses y
permanecen en una frecuencia baja de 1 episodio/h hasta los 18 meses (Cortés y cols.,

2005; Figura 11).
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Figura 11. Ontogenia de los Els inducidos por manipulacion en ratas macho y hembras taiep. Note
en circulos azules que las inmovilidades en las ratas machos comienzan alos 6.5 meses de edad e
incrementan hasta alcanzar un maximo entre los 8.5 y 9.5 meses. Las hembras (cuadros rosas) muestran
un patrén similar pero con frecuencias promedio menores a las de los machos (circulos azules). ANOVA
mostré diferencias significativas respecto al género (F, 67y =30.22, *P <0.001) y la edad (F 1,25 =11.29,
*P < 0.001).

Dimorfismo sexual de los episodios de inmovilidad

La frecuencia de | os episodios de inmovilidad es sexualmente dimorfica. En el
caso de las ratas hembras la frecuencia de los episodios de inmovilidad fue menor con
respecto a los machos. En la Figura 12 A se muestra esta diferencia alos 7 y 8 meses
de edad. Las ratas macho taiep presentan una f recuencia significativamente mayor a
los 7 (6.5 £ 0.4 Els); (U de Mann-Whitney; U=195.5, P< 0.0001) y alos 8 meses (4.0 £

0.6 Els); (U de Mann-Whitney, U= 106.5, P <0.001) de edad respecto de las hembras
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que tan solo tuvieron 3.2 £ 0.3y 2.0 £ 0.8 episodios de inmovilidad, alos 7y 8 meses

respectivamente (Figura 12 A).

A B

Frecuencia
N
Duracion (s)
[N
(8a]

1

10
2 -
5 -
0 - 0 -
7 8 7 8
Edad (meses) Edad (meses)

Figura 12. Dimorfismo sexual en la frecuencia de los Els inducidos por manipulacién. En A se
muestra | a frecuencia promedio + e.e.m. de | os EIs inducidos por manipulacién de r atas macho taiep
(azul) y de ratas hembras taiep (rosa) a los 7 y 8 meses de edad, siendo estas diferencias significativas a
los 7 meses (U de Mann-Whitney; U=195.5, *P< 0.0001) y a los 8 meses (U de Mann-Whitney, U= 106.5,
*P <0.001). En B se muestrala duracion p romedio de |os Els inducidos por m anipulaciéon siendo
estadisticamente diferentes entre los sexos, a los 7 (t=5.12, df =10, *P<0.001) y a los 8 meses (t =14.25
df =22, *P<0.001).

Las dur aciones pr omedio de | os ep isodiosd e inmovilidad i nducidos por
manipulacion ( Figura 12 B) también son e stadisticamente diferentes entre | 0s s exos,
con duraciones promedio de 27.6 + 0.8 seg en los machos, respecto de las hembras

con duraciones de 22.5+ 0.1 seg ala edad de 7 meses (t=5.12, df =10, P<0.001). De
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manera similar sucede a los 8 meses de edad, durando los Els en los machos 26.7 +

0.1 seg y en las hembras tan solo 23.5 + 0.2 seg (t =14.25 df =22, P<0.001).

Método de induccidén de los episodios de inmovilidad

Los episodios de i nmovilidad pu eden s er inducidos m ediante la sujecién de | a
cola (T, del inglés tail) o del torax (B, del inglés body). Analizamos |la interdependencia
de la manipulacién en cuatro secuencias que son: TT, BB, TB o BT en 13 ratas macho

taiep de 8 meses de edad.

Los resultados obtenidos muestran una f uerte dependencia de la secuencia de
manipulacion para la induccién de los episodios de inmovilidad, siendo la secuencia T-T

mas efectiva (ANOVA, H= 26.4, gl=3, P<0.001 + post hoc Dunn P<0.05, ver Figura 13).

EPISODIOS DE INMOVILIDAD ESPONTANEOS

Los siguientes resultados fueron obtenidos a partir del registro polisomnografico

de 6 ratas macho taiep de 8 meses de edad durante un ciclo de 24 hrs. Los registros

polisomnograficos mostraron, que los episodios de inmovilidad se presentan de manera

espontanea, con caracteristicas que se describen a continuacion.
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Figura 13. Condiciones de induccién de los episodios de inmovilidad. Se m uestran los c uatro

métodos de induccion de los Els, siendo mas efectiva la secuencia TT (ANOVA, H= 26.4, gl=3, P<0.001 +
post hoc Dunn P <0.05, con respecto al B B, s in encontrar di ferencias significativas con | os ot ras

secuencias.

Distribucion en veinticuatro horas.
Los episodios de i nmovilidad es pontaneos s e presentaron con una frecuencia

promedio de 32.3 * 4.4 episodios durante las 24 horas de registro.

Cabe la pena destacar que esta distribucidon es homogénea en el ciclo completo
de luz-oscuridad, ya que |a frecuencia promedio (episodios/24 h) es de alrededor de 3

Els cada 2 h (Figura 14).
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Figura 14. Frecuencia de los episodios de inmovilidad espontaneos en la rata taiep. Se muestra la
frecuencia de los Els espontaneos. Como se puede observar, la frecuencia de los El durante las 24 h es

similar, presentandose en promedio 3 El cada 2 horas.

La di stribucién de la frecuencia de | os episodios d e i nmovilidad es pontaneos
durante la fase de luz, es similar a la obtenida durante la fase de oscuridad, ya que se
obtuvo un a frecuencia promediode 17+ 1.5durante lafase deluzy de 15. 3+ 4.8
durante la fase de os curidad, no encontrandose diferencias significativas entre ambos

(t=0.33, P=0.74, ver Figura 15).

Los r esultados obt enidos en las dur aciones p romedio de | os epi sodios de
inmovilidad es pontaneos, m uestran que | a dur acién de | os ep isodios de inmovilidad
espontaneos en ratas macho taiep, fue de 47.6 + 0.1 seg (promedio + e.e.m., n=183). Si
se considera la fase de | uz-oscuridad, las duraciones son mayores durante la fase de

luz con un promedio de 54.3 + 1.3 seg.; que durante |a fase d e os curidad con una
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duracion promedio de 40.3 £ 1.0 seg., siendo esta diferencia estadisticamente diferente

(t= 57, P=0.002, ver Figura 16).

40 A

30 1

20 1 T

10 4

Frecuencia de El

Luz Oscuridad 24 horas

Figura 15. Distribucién de la frecuencia de los episodios de inmovilidad espontaneos. Se muestra
la frecuencia de los Els en la fase de luz y en la fase oscura y durante las 24 h. Note que se distribuyen
de manera semejante en ambas fases, sin que exista una diferencia estadisticamente significativa, (T=45,
P=0.4; n=6).

60 1

50 -

40 1 -

30 A

20 A

Duracion promedio (s)

10 1

Luz Oscuridad 24 horas

Figura 16. Duracién promedio de los Els espontaneos. Los episodios de i nmovilidad tienen una
duracién mayor durante lafase deluz ( 54.3 £+ 1.3 seg; mediate.e.m). Mientrasqueenlafasede
oscuridad | a dur acién p romedio di sminuye de manera s ignificativa ¢ on un a du racién promedio de
40.30%1.03 seg; mediate.e.m. (U de Mann-Whitney, T=57, P=0.002).
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Actividad electroencefalogréafica durante el episodio de inmovilidad.

Durante los registros de los Els espontaneos se ha podido mostrar, que tanto la
actividad conductual asociada a éstos, asi como la actividad polisomnografica es similar
al suefio MOR. Esto es, durante los Els espontaneos (Figura 17 A) la corteza cerebral
descarga con ritmo beta, se presenta ritmo theta en el hipocampo, y desde el punto de
vista del tono muscular, este se incrementa al inicio del episodio de i nmovilidad, para
después abol irse.C abel ape nam encionarqu el asc aracteristicas
electroencefalograficas de los episodios de inmovilidad espontaneos son similares a los

inducidos por manipulacion (Figura 17 B).

Duracién de los episodios de inmovilidad espontaneos e inducidos por

manipulacién

Respecto al ad uracién pr omedio d e los epi sodios de i nmovilidad puede
mencionarse que e xisten diferencias s ignificativas r especto aes te par ametro.
Observando que los epi sodios de i nmovilidad inducidos p or m anipulacion (n=321)
presentan una dur acion promedio de 24.22 + 0.34 s, menor al a de | os e pisodios de
inmovilidad es pontaneos ( n=177; de 53.07 £+ 1.94 s); (Pruebat,t=19.01, df = 496,

p<0.00001; ANOVA-Kruskal-Wallis, post hoc U de Mann-Whitney; Figura 18).
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Figura 17. Episodio de inmovilidad en una rata taiep. La imagen muestra una rata taiep de 8 meses
de edad durante un episodio de inmovilidad espontaneo A e inducido B. En ambos casos el registro en la
corteza cerebral muestra una desincronizacién cortical y ritmo theta en el hipocampo. Adicionalmente, el
espectro de potencia muestra que durante un El se presenta una frecuencia dentro de la banda theta.

Corteza=Cx, hipocampo=Hp; electromiograma=EMG; electrooculograma=EOG.
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Figura 18. Duracion de los episodios de inmovilidad inducidos y espontaneos. La figura muestra
claramente que la duracion promedio de los episodios de inmovilidad espontaneos es mayor respecto de
los e pisodios de i nmovilidad i nducidos p or manipulacién, siendo e sta diferencia e stadisticamente
significativa (Pruebat,t=19.01, df =4 96, p< 0.00001; A NOVA-Kruskal-Wallis, post hoc Ude M ann-
Whitney).
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DISCUSION EXPERIMENTO 1

El objetivo de esta serie experimental, fue la de determinar las influencias medio-

ambientales que modifican los episodios de inmovilidad (Els).

Los episodios de i nmovilidad presentan d os picos d e s usceptibilidad, unoal a
mitad de la fase oscura y otro al inicio de la fase de luz (ver Figura 10). Es probable que
el i ncremento de s usceptibilidad s e de baaun a acumulacion de las influencias
homeostaticas que ¢ ontrolan el s uefio con m ovimientos oc ulares r apidos ( Franken y

cols., 1991).

En el caso de |a ontogenia de los Els es claro que existe una ventana temporal
en la cual, la susceptibilidad a mostrar Els es maxima de los 8 a los 10 meses de edad.
En edades avanzadas, se produce un decremento en la frecuencia de los Els inducidos
por manipulacién, y esto se puede deber al a des mielinizacion progresiva del S y al
incremento de | ar eaccién g lial c on la edad d el m utante al terando los c ircuitos
neuronales involucrados, la génesis y mantenimiento de los Els (Ledn-Chavez y cols.,
2001, 20 03). E n e | perro nar coléptico, Siegely cols., ( 1999) han d escrito que s e
presenta degeneracion axonal en la amigdala, septum, la banda diagonal de Broca y en
otras areas adyacentes del cerebro anterior, siendo estas alteraciones progresivas a o

largo del desarrollo.

En un es tudio ontogénico en c achorros D oberman nar colépticos, Riehly cols.,

(1998), mostraron que la edad promedio de inicio de la cataplejia es a las 7 semanas.
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La severidad de la cataplejia se incrementa con la edad y alcanza una meseta entre las
16 y las 24 semanas de vida (Riehl y cols., 1998). Esta progresion se correlaciona con
la gliosis que se presenta en el SNC de los perros narcolépticos (Siegel y cols., 1999).
En el caso de la rata taiep, los Els progresan con la edad (véase Figura 11) y también la
gliosisd el SNC (Krsulovicy c ols.,1999; Ledé n-Chavezy c ols.,2001) . La

desmielinizacion es también progresiva en la rata taiep (Lunny cols., 1997). Dado que
los Els muestran un patron EEG de suefio MOR (véase Figura 27), es valido proponer
que | as r atas taiep puedentener unad esorganizacion de | c iclo s uefio-vigiliay e n

particular del suefio MOR.

Enel ¢ asodel osper rosnar colépticos,s ehapo didom ostraruna
desorganizacién de su actividad locomotora en el ciclo luz-oscuridad, debido a que n o
presentan un c laro p atrén de r eposo-actividad dur ante las 24 hor as (Nishinoy cols.,

1997) y es también el caso en humanos narcolépticos (Middelkoop y cols., 1995).

En el caso de los perros narcolépticos se ha mostrado que las hembras son mas
susceptibles que los machos tanto en la cataplejia inducida por exposicion de la comida
(FECT, de sus siglas en inglés), como por el juego (PECT, de sus siglas eninglés), y
también en el tiempo ac umulado que | os perros pas an en ¢ ataplejia dur ante es tas
pruebas (Riehly cols., 1998). En nuestro caso son los machos los que m uestran una
mayor frecuencia de los Els y la duracion media es mayor que en | as hembras (Figura

12).
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Enel casodel os perros nar colépticos se s abe g ue s e t ransmite c on una
herencia a utosémica r ecesiva c on un ¢ aracter de penet rancia c ompleta denominada
inicialmente canarc-1 y que po steriormente s e des cubridé s e d ebia a un a m utacion
puntual en el receptor para orexinas tipo 2 (Chemelli y cols., 1999). En el caso de la rata
taiep la herencia también es autosdmica recesiva (Holmgreny cols., 1989, Duncan y
cols., 199 2), pero ligada al cromosoma 9 e n una z ona cercana a la e xpresiéon de las
proteinas asociadas a los microtubulos (Li y cols., 2003); lo que posiblemente explique
los problemas de transporte de las proteinas recién sintetizadas en los oligodendrocitos
(Songy cols., 1999; O’Connory cols., 2000), como fue propuesto originalmente por

Couve y cols., en 1997.

Por ul timo es i mportante destacarquel osElsen| arata taiep semejanal a
inmovilidad activa, esto es, aquella que s e induce por un es timulo (Klemm, 1990). En
nuestro c aso, el estimulo i nductor fue manipularlas de la cola o del térax; siendo el
estimulo i nductor m as ef ectivo el s ostenerlas de la c ola. E stos es tados i nmdviles
semejan ent onces al ar resto ¢ onductual que ha s ido des crito en v arios ¢ ontextos

naturales y e xperimentales, q ue v arian des de el “ congelamiento ¢ onductual’, la
catalepsia inducida por agentes dopaminérgicos u o piaceos, hasta la “muerte fingida”

en donde en todos estos procesos la inmovilidad es activa (Klemm, 1990).

En todas estas inmovilidades se produce una respuesta similar en el EEG, esto
es una actividad rapida de bajo voltaje en la corteza cerebral asociada a una actividad
theta en el hi pocampo; adicionalmente s e pr esenta una di sminucién en los r eflejos

polisinapticos es pinales ( Klemm, 1990) . Tam bién s e ha pod ido det erminar que el
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arresto ¢ onductual e std m ediado at ravés de | a f ormacioén r eticular del puente, en
particular, del nucleo pontis oralis; asi como de la formacién reticular medial del bulbo
raquideo (nucleos magnocelular, gigantocelular y paramedial). E stos nucleos parecen
jugar un papel fundamental en la inmovilidad, en el arresto conductual, en la catalepsia
y en la cataplejia, por lo que es altamente probable que también sea el caso en los Els
inducidos o espontaneos de la rata taiep. Cabe la pena destacar que en las ratas taiep,
la des mielinizacién es mas severa en e | tallo cerebral y en el cerebelo (Lunny cols.,
1997; Duncany cols., 1992), q ue s on r egiones importantes en donde s einiciala

inmovilidad y los mecanismos neuronales que la sustentan.

El r eflejo de i nmovilidad dor sal, es tipico de | as crias de m uchos m amiferos
altriciales. Este se produce cuando la madre, presiona la piel del cuello y levanta a la
cria paratrasladarla aotro sitiooal nido, cuando lamadrelo requiere ; el reflejo
consiste en inmovilidad y una dorsiflexion y pronacion de | as extremidades y con esto
facilita su traslado (Klemm, 1971a). Estudios detallados de Klemm, han podido mostrar,
que el reflejo de i nmovilidad por presién de la piel en la porcién dorsal del cuello, se

debe a un reflejo que se integra a nivel del tallo cerebral (Klemm, 1976).

Este reflejo desaparece en crias de mayor edad, cuando dejan de depender de la
madre e i nician el d estete, en r atas esto sucede alrededor de los 2 1 dias de e dad

(Klemm, 1971a).

Sin embargo, la presién con una pinza en la piel del cuello puede gatillar esta

conducta, y este reflejo s e puede pot enciarcuando al os animales selesvendala
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cabeza, y s e di sminuye des pués de r ealizar una | aberintectomia, s ugiriendo u na

participacion importante del sistema del equilibrio (Teitelbaum y cols., 1983).

Enelcasode larata taiep al sostenerla de la cola, se produce una intensa
estimulacién vestibular y es este el mecanismo desencadenante, con lo que tiene cierta
homologia con la respuesta de inmovilidad inducida por presion de la piel del cuello y
seguramente s e i ntegran a ni vel del t allo ¢ erebral. S in em bargo, es te r eflejo de
inmovilidad por pinzamiento, disminuye con la edad (Junqueray cols., 1989),y enel
caso de las inmovilidades en la rata taiep, estas se incrementan hasta alcanzar un pico

entre los 7 y los 9 meses de edad (Cortés y cols., 2005).

Cabe la pena destacar que el reflejo de i nmovilidad se potencia al estimular el
vestibulo m ediante movimientos circulares s obre un a s uperficie plana (De la Cruz, y
Junquera, 1989),y en este reflejo es potenciado porla adm inistracién s istémica de
haloperidol, un antagonista dopaminérgico, y por la morfina, un agonista opioide, siendo
el efecto maximo cuando se administran ambas drogas (De la Cruz y cols., 1990). Estos
hallazgos sugieren q ue | a interaccion d e opioides y neur olépticos s on ¢ apaces de
modular la postura 'y el movimiento, y ademas que | os cambios en | a actividad refleja
estan pr esentesen | aedad adu Ita,c omor eflejos v estigiales que pueden ser
expresados en c ondiciones extremas como son la depredacién o por cambios de los
niveles cerebrales en los neuromoduladores (Teitelbaum y cols., 1983). Es importante
destacar que al gunos tipos de esquizofrenia tienen como caracteristica la inmovilidad
en ciertas posiciones (catatonia) y que en ani males de ex perimentacion |a c atalepsia

inducida por haloperidol es un modelo adecuado.
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En el caso de |a rata taiep es el resultado de la desmielinizacién y pérdida de la
actividad sincrona en distintas vias neurales, como se ha m ostrado en rebanadas de
hipocampo (Bonansco y cols., 2007). En experimentos en curso, se esta analizando la
posible e xpresion t emprana de | os ep isodios de i nmovilidad al m anipular | as v ias

dopaminérgicas.
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CAPITULO 2

CICLO SUENO-VIGILIA EN LA RATA TAIEP

Los resultados obtenidos muestran que la rata taiep presenta porcentajes de las
etapas de suefo dentro de | os par ametros des critos para | as ratas S prague-Dawley

(Borbély y Neuhaus, 1979).

Hay qu e destacar g ue | a di stribucion de | as et apas del c iclo s uefio-vigilia
considerando el tiempo total de sueno, es diferente en las ratas taiep respecto al grupo
control, ya que el mayor porcentaje de SMOR en |las ratas taiep se presenta en |a fase

de oscuridad con un 10.3 %, y no durante la fase de luz con tan solo 4.7 % (Tabla 5).

Si se considera que en laetapades uefode ondasl!entas, s e obt uvieron
porcentajes similares en am bos grupos en | as 24 hor as registradas, ya que | as ratas
taiep presentan un 85 % y las ratas Sprague-Dawley un porcentaje casi idéntico con un
85.5%. A dicionalmente, lar ata taiep presentaepi sodiosdei nmovilidadc on
caracteristicas que se describiran posteriormente; s in em bargo, puede considerarse
que en lafase de luz, los Els se presentanenun2.1%y en un 1.4 % en lafase de
oscuridad. Sumando el porcentaje de la etapa del sueiio MOR en las ratas taiep, mas el
porcentaje de los Els puede observarse que es muy similar el porcentaje de SMOR que

presenta la rata taiep (15 %); respecto al grupo control (14.5 %) (Véase Tabla 5).
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Tabla 5. Distribucidn del ciclo suefio-vigilia

SOL (%) MOR (%) Els (%) MOR+EIs (%)
Luz | Osc. | 24h | luz |Osc. |[24h|Luz| Osc. |24h| Luz | Osc. | 24 h
Taiep 543 | 30.8 | 85.0 | 26 | 89 [11.5| 21 14 | 35 | 47 | 103 15
Sprague-

524 | 33.1 | 8565 | 56 | 9.0 | 145

Dawley

MOR, SOL Y Els se expresan porcentualmente respecto al tiempo total de suefio. Taiep (n=6); Sprague-
Dawley (n=7). Note que |a sumatoria de suefio MOR y los Els en | a rata taiep, es muy similar al suefio

MOR de la rata Sprague-Dawley.

Si se considera el tiempo total de registro se puede observar en la Figura 19 la
distribucion de | os estados del ciclo suefio-vigilia en cada una de los grupos de r atas.
Los r esultados m ostraron s er s imilares t anto par a la vigilia con 43.5% en el grupo
control y,48.7 % enl asr atas taiep; como parael SOL con 48.3%y ,43.6 %
respectivamente; no siendo asi para el SMOR; en donde se nota una disminucién en la
fase deluz con 3.1 % para el grupo controly detan solo 1.3 % para las ratas taiep

(Véase Figura 19).

Adicionalmente, |las alteraciones del sMOR se observaron principalmente en |la
fase de luz, ya que la frecuencia promedio de episodios de sMOR fue de tan solo 30.7
4.3 para las ratas taiep y de 88.7 + 21 para las Sprague-Dawley. Respecto a la fase de
oscuridad podemos observar g ue | as t ransiciones alavigiliay al S OL fueron m as
frecuentes en |la rata taiep, sin embargo, el tiempo total en cada estado es similar para

ambas sublineas.
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Figura 19. Distribucién de las etapas de suefio durante un ciclo de 24 h en ratas Sprague-Dawley y
taiep. Porcentaje del tiempo de registro total de cada etapa del ciclo suefio-vigilia durante las 24 h. En A
para el caso de las ratas Sprague-Dawley y en B para las ratas taiep. En B note como el SOL (en color
verde), se presenta en mayor porcentaje durante la fase de luz y disminuye en la fase de oscuridad, (A).
En cambio se ve un i ncremento del suefio MOR (color café), solamente durante |a fase de os curidad,
cuando s e e speraria e stuvieramas activalarata. En B el color naranja representa el p orcentaje de

episodios de inmovilidad los cuales se distribuyeron de manera similar durante las 24 h.
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Si obs ervamos el hi pnograma d e unar ata S prague-Dawley ( Figura 20)y lo
comparamos con el de una rata taiep (Figura 21), se puede identificar que larata
Sprague-Dawley presenta dur ante | a fase de os curidad periodos de v igilia de m ayor
duracion que durante la fase de luz. Por el contrario, en el hipnograma de una rata taiep
se observa que el suefo se encuentra fraccionado y no hay una clara distribucion de la

actividad hacia la fase oscura, que es el periodo de actividad de los roedores.

A

MOR
SOL

;oa:oo 12:00 16:00 20:00

MOR
SOL

20:00 00:00 04:00 08:00

Figura 20. Hipnograma tipico de una rata Sprague-Dawley. En la figura se muestra el polisomnograma
de 24 h de duracion de una rata macho Sprague-Dawley de 8 meses de edad. En A) durante la fase de
luz y en B) durante la fase de oscuridad. Note como durante la fase de oscuridad se presentan periodos
de vigilia de mayor duracion que durante la fase de luz. Los estados del ciclo suefio-vigilia se marcan con
letras a la izquierda de cada hipnograma: D, despierta; MOR, suefio de movimientos oculares rapidos;

SOL, suefo de ondas lentas.

Con base en los registros polisomnograficos se obtuvo que | a latencia al primer
suefo MOR en las ratas taiep que fue de 28.37 = 6.04 min, (n=6), mientras que en las

ratas Sprague-Dawley fue significativamente mayor hasta 110.42 + 43.26 min. (Tabla 6).
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Figura 21. Hipnograma tipico de una rata taiep. En la figura se muestra la representacion grafica del
registro polisomnografico de 24h en una rata macho taiep de 8 meses de edad. En A) durante la fase de
luzy en B) durante la fase de o scuridad. Note como el suefio se encuentra fraccionado y no hay una
clara distribucion de la actividad hacia el dia subjetivo del animal, lo que se da entre las 20:00 a las 8:00
de la mafana, que es cuando se enciende la luz. Los estados del ciclo suefio-vigilia se marcan con letras
a la izquierda de ¢ ada hipnograma: D, despierta; MOR, suefio de m ovimientos oculares rapidos; SOL,

suefio de ondas lentas; El, episodios de inmovilidad espontaneos.

Tabla 6. Latencia al Primer episodio de SMOR
Latencia al 1er.SMOR
Sprague-Dawley 110.42

Taiep 28.37

Vigilia

Analizando el estado de v igilia e n ambas sublineas se puede observar que | a
frecuencia pr omedio de | os epi sodios de vigilia es menoren| arata taiep queenl| a
Sprague-Dawley, encontrando deferencias significativas en la fase de luz respecto de la
oscuridad entre ambas s ublineas (ANOVA de dos factores, sublineay ciclo; F=6.31,

gl=2, P<0.01). Cuando se compara |l a frecuencia d e episodios de vigilia de | as ratas
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Sprague-Dawley y taiep durantel as 2 4 horas, p uede observarse claramente que

presentan una f recuencia significativamente mayor las ratas S prague-Dawley (Prueba

t=2.5; P<0.05). Respecto a las duraciones medias por evento, los resultados obtenidos

muestran que lar ata taiep presenta un i ncremento en | a dur acion m edia de ¢ ada

episodio de vigilia (ANOVA de dos factores, sublinea y ciclo, F=33.06, gl=2, P<0.0001) y

cuando se separan estas duraciones respecto de la fase de luz u oscuridad, se siguen

manteniendo estas diferencias e stadisticamente significativas (Prueba t=3.56, P<0.001

para la fase de luz y t=3.06, P<0.01; en la fase oscura; Figura 22).
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Figura 22. Frecuencia y duracidon promedio de la vigilia en ratas taiep y Sprague-Dawley. En A,

observe como en todos los grupos la rata taiep presenta una disminucion en la frecuencia promedio de

los episodios de vigilia. Esta disminucién es significativa en t odos los grupos (ANOVA de dos factores,

sublinea y ciclo) F=6.31, gl=2, P=0.01). En B observe como en todos |os grupos la rata presentaun

incremento e n la d uracién promedio d el periodo de vigilia (ANOVA de dos factores, s ublinea y ciclo;
F=33.06, gI=2, P<0.0001). Los datos sonla media+ EE de 6 ratas por grupo. *P<0.05; & P<0.01; &
P<0.001; **P<0.0001.
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Suefio de ondas lentas

Laf recuenciade losepi sodiosdes uefiode ondas | entasdi sminuyo
significativamente considerando la sublinea y el ciclo (ANOVA F=9.02, gl=2, P<0.001).
Adicionalmente, si separamos la frecuencia de episodios considerando solo el ciclo se
obtuvo una disminucion significativa solo en la fase de luz (Prueba t=2.48; P<0.05) y en
el tiempo total de registro (Prueba t=3.04; P<0.05). Respecto a las duraciones promedio
de los episodios de suefio de ondas lentas; se obtuvo un incremento de este parametro
cuando se consider¢ el cicloy la sublinea (ANOVA F=46.4; gl=2, P<00001) asi como
cuando solo se considero la fase, tanto de luz (Prueba t=7.02, P<0.0001); como la fase

de oscuridad (Prueba t=2.87, P<0.01) y las 24 horas (Prueba t=7.26, P<0.0001; Figura

23).
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Figura 23. Frecuencia y duracion promedio del suefio de ondas lentas en ratas taiep y Sprague-
Dawley. En A, observe como en todos los grupos la rata taiep presenta una disminucién en la frecuencia
promedio de los episodios de suefio de ondas lentas, siendo significativo cuando se considera, sublinea y
ciclo; F=9.02, gl=2, P<0.001). En B observe como en todos los grupos la rata presenta un incremento en
la duracion promedio (ANOVA de dos factores, sublinea y ciclo; F=46.4, gl=2, P<0.0001). Los datos son
la media + EE de 6 ratas por grupo. *P<0.05; & P<0.01; & P<0.001; **P<0.0001.
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Suefio con movimientos oculares rapidos

Analizando el estado de suefio c on m ovimientos oc ulares r apidos en a mbas
sublineas se puede observar que la frecuencia promedio de los episodios es menor en
lar ata taiep queenl aS prague-Dawley, c onunat endenciaas er significativo
considerando ambos factores (ANOVA de dos factores, sublinea y ciclo; F=2.92, gl=2,
P=0.07) peros ic uando se comparal af recuencia de e pisodiosd e suefio c on
movimientos oculares rapidos de las ratas Sprague-Dawley y taiep durante las 24 horas
(Prueba t=2.65; P<0.05), y durante la fase de | uz (Prueba t=2.5; P<0.05). Respecto a
las dur aciones m edias del ev ento, | os r esultados ob tenidos m uestran | a r ata taiep
presenta uni ncrementoen!| adur acion m ediad e c ada e pisodio de suefio ¢ on
movimientos oculares rapidos (ANOVA de dos factores, sublinea y ciclo, F=87.27, gl=2,
P<0.0001) y cuando se considera el periodo de | uz u os curidad solo hay diferencias
estadisticamente significativas durante la fase de luz (Prueba t=2.26, P<0.05) y durante

las 24 horas (Prueba t=3.53, P<0.001; Figura 24).

Distribucion de los episodios de inmovilidad espontaneos.

El registro polisomnografico por 24 h permitié determinar la distribucion de los El
espontaneos en cada fase durante el ciclo sueno-vigilia. Considerando la fase de luz los
episodios de inmovilidad espontaneos son mas frecuentes durante la vigilia y el suefio
de ondas lentas (F2)=5.136; P< 0.02; + Newman-Keuls *P<0.05) como se muestra en la

Figura 25).
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Figura 24. Frecuencia y duracion promedio del suefio de movimientos oculares rapidos en ratas
taiep y Sprague-Dawley. En A, o bserve comoen todosl| osgrupos|ar ata taiep presentaun a
disminucién en la frecuencia promedio. Esta disminucion es significativa solo en la fase de luz (Prueba
t=2.5; P<0.05) y en eltiempototal d eregistro (Pruebat=2.65; P<0.05). En B, observe c omo las
duraciones promedio solo incrementan en la fase de luz (Prueba t=2.26, P<0.05) y en el tiempo total de
registro (Prueba t=3.53, P<0.001), asi como al considerar la sublinea y el ciclo (ANOVA de dos factores,
F=87.27, gl=2, P<0.0001). Los datos sonla media+ EE de 6 ratas por grupo. *P<0.05; 56 P<0.001;
*xP<0.0001.

Por el c ontrario, dur ante | a f ase de os curidad | os epi sodios de i nmovilidad
espontaneos s e pr esentan c on m ayor frecuencia dur ante el s uefio con m ovimientos
oculares r apidos siendo es ta di ferencia estadisticamente s ignificativa (F2)=5.136;

*P=0.02; + Newman-Keuls *P<0.05; Figura 26).

Caracteristicas electroencefalograficas de los episodios de inmovilidad

Los registros el ectroencefalograficos per mitieron a nalizar | as c aracteristicas de

los epi sodios dei nmovilidad es pontaneos. D urante un epi sodio de inmovilidad

espontaneo se presenta una desincronizacion cortical en la banda del ritmo beta, ritmo
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theta ( 4-8 Hz)enel hi pocampoy at oniam uscular, c on c aracteristicas ques e

describiran posteriormente (Figura 27).
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Etapas del Cicl o Sueho-Vigilia

Figura 25. Distribucién de los El espontaneos durante la fase de luz. Los E | es pontaneos s e
presentaron con una frecuencia del 39.7 % durante la vigilia y un 60.3 % durante el suefio total, siendo en
el SOL cuando los El se presentaron en un 52.4 %, y en el suefio MOR tan solo se presentan 7.9 %, lo

que es una disminucion significativa (n= 6 ratas taiep), (F=5.136; *P=0.02; + Newman-Keuls #P<0.05).
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Figura 26. Distribuciéon de los El espontaneos durante la fase de oscuridad. En estafigurase
presenta como los El ocurrieron durante la vigilia en un 9.1 % y en una mayoria de 90.9 % durante la fase
de suefio total. De esta fase, los El incrementaron significativamente en un 85.7 % durante el suefio MOR
y tan solo un 5.2 % en el SOL siendo la frecuencia estadisticamente diferente de las otras dos fases (n =
6 ratas taiep), (F (2 =13.5, *P<0.001; + Newman-Keuls *P<0.05).
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Figura 27. Registro polisomnogréfico de un El espontaneo. La flecha en el panel A muestra el inicio
del El, observe que antes del inicio del El el animal se encuentra en suefio de ondas lentas. Durante el El
la corteza cerebral se encuentra desincronizada y se presenta ritmo theta en hipocampo, lo que sustenta
la presencia de suefio MOR. La flecha en el panel B indica la finalizacion del El espontaneo después de

éste, la rata continua con actividad de vigilia.

El sistema de registro, también permitié caracterizar electroencefalograficamente
los episodios de inmovilidad mediante otro mecanismo para producir inmovilidades que
esat ravés de la m anipulacién por lacolaa nivel delasv ertebras c occigeas, | a
estimulacion v estibular pr oducto de | as uspensidongat illal ai nmovilidad.
Electroencefalograficamente los episodios de i nmovilidad i nducidos por m anipulacion

muestran ex actamente el m ismo pat rén ¢ on ac tividad b eta c ortical y theta en el
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hipocampo, como seilustra en | a Figura 28; note que s e produce una at oniaen la

musculatura de la nuca y un par de sacudidas fasicas.

A

Figura 28. Registro polisomnografico de un El inducido por manipulacién. La flecha en el panel A
muestra el inicio del EIl, observe que unos segundos antes de | a induccion el animal se encuentra un
registro que corresponde a | a vigilia. Durante el tiempo que dura el El la corteza cerebral se encuentra
desincronizada y se presenta ritmo theta en el hipocampo, lo que sugiere la emergencia de suefio MOR
durante la vigilia. La flecha en el panel B indica el fin del El inducido por manipulacién. Note que después

del El el animal se activa y muestra actividad de vigilia nuevamente.
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Como's e pudoob servar las caracteristicas el ectroencefalograficas de u n

episodio d e inmovilidad son similares a | as descritas para el suefio con movimientos

oculares r apidos c omos e m uestraen| a Figura 29. N ote que e | ritmo theta es

hipersincrono en el hipocampo, se presenta una clara actividad beta en la corteza y un

atonia muscular sostenida.
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Figura 29. Registro polisomnografico de un episodio de suefio MOR en la rata taiep. Durante el

tiempo q ue dura el

suefio M OR, s efialado ¢ on una b arra roja, | a c orteza cerebral s e encuentra

desincronizada y se presenta ritmo theta en el hipocampo. Note como el animal se encontraba en suefio

de ondas lentas (marcado con barra azul) y al terminar el episodio de suefio MOR se presenta la vigilia.

Registro de corteza cerebral, Cx, de hipocampo, Hp, electromiograma, EMG, electro-oculograma, EOG.

Los diferentes componentes d e | a s efial observada durante un E | es pontaneo

puede observarse en |a Figura 30 en la zona sombreada. Note como durante el El las

ondas delta se presentan en menor porcentaje, seguidas por las ondas beta y gamma,

mientras que las ondas theta son el componente que predomina.
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Figura 30. Componentes de la actividad eléctrica durante un El espontaneo en la rata taiep. Note
como durante el El espontaneo, mostrado porla parte sombreada, se presenta un pr edominio de | as
ondas theta del hipocampo, asociado a una disminucion de las ondas delta, lo cual es caracteristico del
suefio MOR.

Para det erminar qué t ipo de f recuencias s e enc uentran pr edominantemente
durante un E | es pontaneo, s e realizé |a transformada r dpida de Fourier (TRF) para
obtener el espectro de pot encia del registro del hipocampo, el cual se muestraen| a

Figura 31. Se encontrd la pr esencia de un c omponente principal ( se i ndicacon la

flecha), el cual tuvo una frecuencia de 5.86 Hz.
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Figura 31. Espectro de potencia durante un El espontaneo en la rata taiep. Enla figura p uede
observarse la presencia de un componente principal, indicado con la flecha, el cual se presenta con una

frecuencia de 5.86 Hz.

Los diferentes componentes de la sefal observada durante un episodio de sueho
con m ovimientos oc ulares r apidos s e pue de obs ervaren| aFigura32e nlazona
sombreada. Note c omo dur ante el s MOR | as o ndas del ta s e pr esentan en m enor
porcentaje, seguidas por las ondas beta y gamma, mientras que las ondas theta son el

componente que predomina.

Al aplicar la TRF al registro del hipocampo durante un episodio de suefio MOR
en la rata taiep (Figura 33), se encontrd, un componente principal con una frecuencia de

6.64 Hz y una amplitud de 1,158 uV, el cual se indica con una flecha.

Caracteristicas electromiograficas de los episodios de inmovilidad.

Enr egistros de 2 4 hor as, s er egistrd | a ac tividad el ectromiograficad e | os
musculos de la nuca de 6 ratas macho taiep durante los episodios de inmovilidad. De
acuerdo a la actividad muscular que s e presentd durante el episodio de inmovilidad se

clasificaron en tres grupos denominados: tipo I, 1T y III.
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Figura 32. Componentes de la actividad eléctrica durante el suefio MOR en la rata taiep. Note como
durante el suefio MOR, ej emplificado por | a z ona s ombreada, s e presentan pr edominantemente | as
ondas theta, mientras que las ondas delta se disminuyen durante el suefio MOR. Esta actividad resulta

caracteristica del suefio MOR en la rata.

Figura 33. Espectro de potencia durante el suefio MOR en la rata taiep. Con la TRF, se aprecia que
la s efial se encuentra c onformada p or un componente p rincipal, i ndicado con | a flecha, el c ual se

presenta con una frecuencia de 6.64 Hz.
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Tipo I: Al inicio del episodio de inmovilidad se presenta un i ncremento maximo de | a
actividad muscular, el c ual d isminuye pr ogresivamente. E | a umento en | a ac tividad
muscular es menor del 50% del tiempo total del episodio. Cabe la pena mencionar que
este podria considerarse como el episodio de inmovilidad clasico de la rata taiep (Figura

34 A).

Tipo Il: En este tipo de episodios, la actividad muscular alcanza su maximo incremento

a la mitad y al final del episodio (Figura 34 B).

Tipo Ill: EL incremento del tono muscular se presenta de manera intermitente durante

todo el episodio (Figura 34 C).

Respecto a la frecuencia de este tipo de actividad muscular durante los episodios
de inmovilidad en registros de 24 horas se presenta con mayor frecuencia el tipo I en un

59.8%, del tipo 11 en un 17.72 % y del tipo 11l en un 22.42% (Tabla 7).

Tabla 7. Clasificaciéon de los Els de acuerdo a la actividad electromiograficay el ciclo luz-
oscuridad
Actividad

Fase de luz (%) Fase de oscuridad (%)

electromiografica

Tipo | 35.9 23.9
Tipo Il 7.3 10.42
Tipo 111 9.4 13.02
Sub-Total 52.6 47.34
Total 100%
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Figura 34. Electromiogramas durante un episodio de inmovilidad. Se muestra el registro
electroencefalografico de un episodio de inmovilidad, con flechas se sefala el inicio y fin del episodio. Se
presenta ritmo beta en la corteza, ritmo theta en el hipocampo y la actividad muscular caracteristica de

cada grupo. Cx, corteza parietal; Hp, hipocampo; EMG, electromiograma.

62



Si se consideran las fases de | uzy os curidad, obs ervamos que el tipo I se
presenta con mayor frecuencia en la fase de luz en un 35.9% vy el tipo Il y III en la fase

oscura con un 10.42 y 13.02 % respectivamente (Figura 35).
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Figura 35. Frecuencia de la distribucién de la actividad electromiogréafica. Se obs erva qu e
considerando las fases de luz y oscuridad, predomina el tipo I en las dos fases, en segundo lugar el tipo

Il con 13-02% en la fase de oscuridad y 9.4% en la fase de luz.

Respecto a | as dur acionespr omediod e estet ipoded escargas
electromiograficas durante los episodios de inmovilidad, los resultados muestran que no
existen diferencias significativas (U Mann-Whitney t= 15.0; P=0.081), considerando la

fase en la que se presentan (Tabla 8).
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Tabla 8. Duracion de la actividad electromiografica durante un El

Fase de

Actividad Fase de luz oscuridad Fase de luz Fase de
electromiogréfica (s) (s) (%) oscuridad (%)
Tipo | 5492 +1.76 41.95+1.60 20.11 15.32
Tipo Il 50.0+2.57 43.00+1.63 18.28 15.72
Tipo Il 48.88+2.78 34.8+1.64 17.84 12.72
Sub-Total 153.8 119.7 56.23 43.76
Total 100%
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DISCUSION EXPERIMENTO 2

Los resultados muestran por una par te, que las ratas S prague-Dawley y taiep
adultas de 8 meses, tienen un porcentaje similar de su suefio con movimientos oculares
rapidos en |la fase de oscuridad. Mientras que, durante la fase de luz la rata Sprague-
Dawley pasam astiempoen suefio M OR. Si se considera que los episodiosd e
inmovilidad pr esentan c aracteristicas el ectroencefalograficas de s uefio M OR, porlo
tanto consideramos que el sueio M OR total es ta formado t anto por el suefio M OR
propiamente d icho, c omo por | os epi sodios de i nmovilidad, e ntonces v emos que el
porcentaje de sueiio MOR durante |la fase de luz es semejante entre ambas sublineas.
De hec ho, en es te trabajo, se muestra que dur ante | os ep isodios de inmovilidad | a
actividad cortical se encuentra en ritmo beta y se asocia a ritmo theta en el hipocampo,
con ¢ ambios v ariables del t ono m uscular c on t res pat rones caracteristicos, lo qu e

esencialmente es un patrén similar a lo que se presenta durante el suefio MOR.

En el caso de | os pe rros nar colépicos el criterio el ectroencefalografico para el
suefio MOR, es que exista una actividad de |a corteza cerebral con actividad de alta
frecuencia y baja amplitud, asociada a ritmo theta hipersincronizado en el hipocampo o
en el cuerpo geniculado, lo que se ha asociado a una disminucion parcial o completa en

el electromiograma (Kaitin y cols., 1986 a, b; Kushida y cols., 1985; Mitler y cols., 1977).

Cabe | a pena destacar que en | os perros nar colépticos s e presentan también
episodios de atonia sinritmo thetay estos s e c aracterizan p or per iodos c ortos de

inmovilidad ¢ on “ quiescencia” parcial o completa del e lectromiograma, per o s in
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actividad theta en los registros de campo en el hipocampo o del cuerpo geniculado
(Mitler y Dement, 1977). Estos hallazgos son similares a los tres tipos de inmovilidades
que muestra | a rata taiep, e n donde se muestra un ritmo theta sincrono durante | os
episodios de inmovilidad asociado a actividad de alta frecuencia y baja amplitud, que es
un patron similara lo que s e encuentra en el suefio MOR, peroconun patronde

cambio de la actividad muscular.

De hec ho en | os per ros nar colépticos, t anto D oberman-pinscher c omo
Beagle, | os epi sodios de ¢ ataplejias e han di vididoent resfases:elprimerose
caracteriza por un estado parecido al del suefio MOR, sin cambios en la postura o en el
tono muscular en el electromiograma y que dura de 30 a 100 segundos, y constituye el
inicio de u na actividad con theta hipersincrono en el hipocampo y una di sminucién de
las frecuencias mixtas en las areas fronto-parietales y occipitales de la corteza. En la
fase 2 de | a cataplejia, | a c orrelacion con el suefio MOR s e hace m axima (r=0.98);
conductualmente s e caracteriza por movimientos oc ulares es poradicos con par pados
y/o membranas nictitantes abiertas o cerradas y sacudidas musculares con duraciones
de 15 a 90 segundos; y la tercera fase, es la transicidén hacia un periodo de vigilia o de
suefo no MOR con una ac tividad cortical de amplitud y frecuencia variables con una
duracibnd e 5a15s egundos s in c ambios en el tono m uscular, m ovimientos de
seguimiento de los ojos 0 sacudidas musculares (Kushida y cols., 1985). En el caso de
las ratas taiep la actividad cortical se caracteriza por una actividad de alta frecuencia y
baja am plitud en | as cortezas frontal, parietal y oc cipital, as ociada con una actividad
theta c on un incremento en | a ac tividad de alta f recuencia, ¢ onductualmente s e

caracteriza por arresto de | a actividad d e la m usculatura ex tensora, c on s acudidas
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musculares ai sladas y una f ascies c aracteristica por la retraccién de | a m usculatura
facial (Cortés y cols., 2005); y por tres patrones de cambio en el electromiograma de la
musculatura de | a nuca e i ncremento de | a actividad s ostenida en el gas trocnemio-

s6leo, musculatura de tipo extensor (Valencia y Aceves, 1992).

Respecto al a or ganizacion d el ¢ iclo s uefio-vigilia, | os p erros nar colépticos
muestran un hi pnograma des organizado con m ast ransiciones ent re | os di stintos
estados de conciencia (Kaitin y cols., 1986 a y b); asociado con mas eventos de vigilia,
sueno ligero y suefio MOR y de m enor duracion media para cada una de | as etapas

(Kaitin y cols., 1986 a, b; Mitler y Dement, 1977; Lucas y cols., 1979).

Esta c aracteristica es v alidat anto par al os ¢ asos de per ros narcolépticos
Doberman-pinscher y | abrador con t ransmision gen ética aut osémica r ecesiva de s u
enfermedad, con un defecto en el receptor de orexinas tipo 2 (ORX-2) (Chemelli y cols.,
1999; Kaitin y cols., 1986 a y b); asi como en perros con narcolepsia sin un patrén claro
de transmision de la enfermedad entre ellos los de las razas Poodle, Beagle o Terrier
(Lucasy cols., 1979; Mitlery Dement, 1977). En el caso de lasratas taiep se ha
mostrado en es te trabajo de t esis qu e el ciclo s ueno-vigilia e sta des organizado con
menos eventos de vigilia, SOL, y suefio MOR, pero con una duraciéon media mayor, lo
que i mplica que el mutante t iene pr oblemas en | as t ransiciones ent re los d istintos

estados de conciencia.

En el caso de la vigilia, la duracion media es mayor, tanto en la fase de luz como

en al de oscuridad; y lo mismo para el sueio de ondas lentas en la fase de luz. Cabe la
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pena destacar que las ratas Sprague-Dawley mostraron mas eventos de suefio MOR en
la fase de luzy alo largo del ciclo luz-oscuridad respecto de | as taiep, con duraciones

medias similares en ambos grupos.

Es importante destacar que en los modelos de lesidn del sistema orexinérgico en
ratones ya sea por carecer del gen (knockout) de | a pre-pro-orexina o d el receptor a
orexina tipo 2, ent odos estos ani males se presenta una des organizacion del ciclo
sueno-vigilia y episodios d e “arresto motor” esto es inmovilidades con atonia en los
musculos de la nuca y actividad theta en el electroencefalograma, pero no s e registra

esta banda en el hipocampo o bien en otra region subcortical (Scammell y cols., 2009).

Enel c asodel as ratas c uyas neur onas or exinérgicas s on | esionadas c on
“ataxina 3” o con saporina, muestran de 3 a 4 epi sodios de at onia cadanochey se
acompanfnan de un el ectroencefalograma con ritmo theta que domina en elrangode
frecuencia y con una dur acion de alrededor de 2 minutos (Beuckmann y cols., 2004;

Gerashchenko y cols., 2001).

En el caso de | as ratas lesionadas con saporina, estas muestran una r educcion
de hasta un 75% de los niveles de orexinas en el liquido cefalorraquideo y de dos a tres
episodios de atonia abrupta con un E EG similar al del suefio MOR ( Gerashchenko y
cols., 2001); debe de stacarse que | a atonia en las ratas usualmente se antecede de
sueno no MOR, mientras que en| os ratones s e a ntecede d e vigilia, lo que p uede
deberse a diferencias entre ambos grupos de roedores, en c uanto a | os ef ectos que

produce la pérdida de la inervacién orexinérgica sobre los nucleos adrenérgicos (locus
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coeruleus), serotoninérgicos (rafé dorsal) e histaminérgicos (nucleo tubero-mamilar) sea
diferente e ntre ratas y ratones. Un hallazgo i mportante e i ntrigante es que las ratas
lesionadas m uestran es casos episodios de at onia r especto de | o reportado en los
modelos e n ratones y en los perros nar colépticos; y para el caso de las ratas taiep,
estos m utantes muestran una mayor i ncidencia de inmovilidades, c on 36 epi sodios
cada 24 h, lo que las homologa con los perros homocigotos narcolépticos (Kaitin y cols.,

1986 ay b).

De hec ho, en este modelo se realizaron estudios f armacolégicos, y del ciclo
sueno-vigilia y hem os obt enido resultados similares a | os reportados para los perros
narcolépticos. Es claro que la noradrenalina a través de los receptores alpha 1 y alpha 2
juegaunr olenl a regulacién de lasin movilidades. A si, s e har eportado que la
prazosina, un antagonista alpha 1, incrementa | as c ataplejias en hum anos (Aldrich y
Rogers, 1989), perros (Mignot y cols., 1988), y en | a rata taiep (Cortés y cols., 2007);
mientras que, los agonistas alpha 2 adrenérgicos también los incrementan en los perros
(Nishino y Mignot, 1997 ; Nishinoy cols., 1993 b)y enlarata taiep (Eguibary cols.,
2006). Por otra parte, los antagonistas alpha 2 los disminuyen tanto en los perros como

en las ratas taiep (Eguibar y cols., 2006; y Mignot, 1997).

Por ot ra par te, el sistema s erotoninérgico t ambién r egula las i nmovilidades a
travést anto de los receptores 5H T4a/5HT g disminuyéndolas en los p erros por
induccién con al imentos apet itosos, c omo s on | as al bondigas de ¢ arne (Nishino y
Mignot, 1997; Nishino y cols., 1993 a); asi como en las ratas taiep que disminuyen los

episodios de inmovilidad al tomarlas por la cola (Cortés y cols., 2005; Ita y cols., 2009).
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Adicionalmente | os r eceptores 5HT,anc, l0s ¢ uales disminuyen | as inmovilidades e
incrementan | a v igilia c on el agonista e specifico (+)-2,5-Dimetoxi-4-iodoanfetamina
clorhidrato ((£) DOI); (Eguibar y cols., 2009). Por ultimo, los receptores de la familia D,
dopaminérgicos producen un i ncremento de | as c ataplejias en | 0s perros ( Nishino y

Mignot, 1997), y en las ratas taiep (Eguibar y cols., 2010).

Este perfil farmacoldgico de las cataplejias es similar en am bos grupos, 1o que
sugiere qu e, | as v ias neur onales i nvolucradas en | os f actores i nductores del s uefio
MORyYy e nl asc ataplejias| as ¢ omparten, per oc ondi stintasi ntensidadesy
temporalidades, | 0 q ue por un a par te pr oduce un a ac tividad des organizada en la
corteza cerebral y actividad theta en el hipocampo, y por la otraen| avias reticulo-
espinales que pr oducen | a inhibicién en | as m otoneuronas. D e hec ho la i nhibicion
glicinérgica que se produce durante el suefio MOR es de la mayor amplitud descrita a la
fecha ( Chase y M orales, 1990 ); pueden pr oducir i nhibiciones completasen| as o-
motoneuronas como las que s e producen en las cataplejias completas en | os perros o
en otra ocasiones incompletas debido a que la inhibicion solo se da en la region lumbo-
sacra, por lo que solo se pierde el tono muscular en los cuartos traseros. Mientras que
en la rata taiep durante las inmovilidades la actividad eléctrica de las unidades motoras
oscilade m anerac aracteristicapr esentando!l ost rest ipos de pat rones
electromiograficos de las inmovilidades. Adicionalmente, esta oscilacién de la actividad
eléctrica de las motoneuronas puede deberse a la despolarizacion que producen las via
orexinérgicas des cendentes, a través de el r eceptor a or exinas-1, c omo has ido

mostrado en las motoneuronas del gato (Yamuy y cols., 2004; 2010).
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Un es tudio i nicial en lar ata taiep realizado en colaboracién conelDr. Jerry
Siegel enl| a Universidad de California, Los Angeles U.S.A.( UCLA), nom ostré
diferencias significativas en | os niveles de or exinas en el liquido cefalorraquideo de | a
ratas taiep, sin embargo el rango de e dades fue de 3 alos 11 meses de edad, por lo
que es n ecesario r ealizar e xperimentos adi cionales | imitando el r ango de edad al
periodo de tiempo cuando las inmovilidades son maximas, estoes,delos7al os 9

meses (Cortés y cols., 2005).

Existen enfermedades de | a mielina en | os humanos como es el sindrome de
Rasmussen o | a es clerosis m ultiples, que presentan lesiones i nflamatorias agudas y
crénicas que se acompafan de infiltraciones de linfocitos T, pero sin zonas de necrosis.
Con la evolucién de e stas enfermedades |los pacientes desarrollan somnolencia diurna
excesiva y una | atencia corta al suefio MOR, por 1o que t ambién se |les diagnostica

narcolepsia (Lagrange y cols., 2003; Kambayashi y cols., 2006).

La es clerosis m ultiple, es| a enfermedad del a mielinam as f recuente, s e
caracteriza por pr esentarse ¢ on | esiones inflamatorias ¢ rénicas ¢ on r emielinizacion
parcial y e n sus fases agudas con des mielinizacién en z onas diversas del SNC. La
esclerosis multiple se ha asociado con narcolepsia y con narcolepsia-cataplejia, ya que
comparten el haplotipo DQB1*0602 de | os antigenos de histocompatibilidad, lo que |l es
da un s ustento genético similar (Mignot y cols., 1997). Sin embargo, ala fecha, nose
sabe sien estos casos son s ecundarios a dafio hi potalamico, a f actores de r iesgo
medioambientales o t an solo a una coincidencia d e am bas enfermedades (Nishino y

cols., 2000 b).
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También enel c asodel | upuser itematosos istémico,quec wursac on
autoinmunidad, se ha mostrado que algunos pacientes desarrollan narcolepsia (Pablos
y cols., 1993; Haddady cols., 2010) o al gunos c asos de t rauma c raneo-encefalico
tienen como secuela la narcolepsia, con niveles normales o s ubnormales de or exinas.
En los casos de la enfermedad de Parkinson, se ha mostrado que los pacientes cursan
con s omnolencia diurna e xcesivay en | a enfermedad de A Izheimer, tambiénse ha
reportado dicha asociacion (para revision consulte Kambayashi y cols., 2006). En la rata
taiep se ha mostrado que tiene una desmielinizacion progresiva en varias vias centrales
(Lunny cols., 1997) lo que al tera la morfologia del potencial de accion compuesto de
nervios op ticos in vitro (Roncaglioloy c ols., 2000), as i m ismo, | as v elocidades de
conduccion de los tres grupos de fibras (mielinizadas y poco mielinizadas) decrecen con
la edad del mutante (Roncaglioloy cols., 2000). La administracion en el bafode 4
aminopiridina, que ac tua sobre |os canales de pot asio rapidos, que se exponen por la
desmielinizacion resarce la velocidad de c onduccién (Roncagliolo y cols., 2000). En la
rata taiep se ha des crito, que | as r atas taiep tienen | esiones s imilares alasdel a
esclerosis multiple, lo que la homologa con o reportado en humanos, y en am bos, la

narcolepsia es parte del complejo sindrome que las caracteriza (Wilkins y cols., 2010).

Adicionalmente, en | as r atas taiep hemos m ostrado que m uestran r eacciones
inmunoldgicas secundarias con activacion de los astrocitos e incremento de los niveles
de interleucinas (Ledn-Chavez y cols., 2001, 2003, 2006). Cabe la pena destacar que
en los perros narcolépticos que reciben cuando son cachorros un anti-inflamatorio y un

glucocorticoide no m uestran en | a edad a dulta cataplejia, sugiriendo que | a inmunidad
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juegaun rolenel desarrollo del aenf ermedadt ambién en perros nar colépticos

homocigotos con mutacién en los receptores a orexinas tipo 2 (Boehmer y cols., 2004).

La ot ra pos ibilidad es quel asr atas taiep,s eanunm odelodet rastorno
conductual as ociado al sueno MOR, que s e c aracteriza por | a pérdida de |l a atonia
durante el suefio MOR, por lo que el sujeto actua sus suefios. En |las etapas iniciales
del t rastorno, s e c aracteriza po r ac tividad f asica y des pués s e des arrolla ac tivaciéon
ténicad el a m usculatura ¢ on des pliegue de c¢ onductas a gresivas o bi en ot ras
actividades m otoras i ntensas. C abe | a pe na des tacar, que el trastorno conductual
asociado al suefio MOR se asocia en mas del 90% de los casos a | a enfermedad de
Parkinson, enfermedades cerebrales neurodegenerativas con inclusiéon de cuerpos de

Lewy.

En e | f uturo podr emos det erminar | a as ociacién e ntre | ai nmunidady las
alteraciones neurolégicas, incluyendo la narcolepsia-cataplejia, el trastorno conductual
asociado al s ueio MORYy | as or exinas enel m utanted el am ielina taiep ysus

interrelaciones.

En conclusidn, la narcolepsia-cataplejia constituye un trastorno del suefio que a
partir del descubrimiento de | as orexinas se encontré que es una enfermedad con un
origen unico. Sin embargo, con estudios ulteriores se pudo es tablecer que el sustrato
genético juega un rol basico, y la inmunidad parece tener también un papel importante y
ser probablemente el desencadenante. En este contexto el mutante de la mielina es un

modelo importante ya que | as alteraciones de la mielina, la astrocitosis y la activacion
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inmunitaria son inherentes a |la rata taiep y por ende es un modelo muy adecuado para

el estudio neuropatoldgico de este trastorno del suefio.
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CAPITULO 3
SISTEMA COLINERGICO

Con eluso de | afarmacologia se puede dilucidar el papel de los sistemas de
neurotransmisores y/o neuromoduladores i mplicados en la induccion de | os episodios
de i nmovilidad; es asique mediante laadm inistracion d e dr ogas agonistas y
antagonistas del s istema c olinérgico m uscarinico se obtuvieron los s iguientes

resultados.

AGONISTAS COLINERGICOS

Arecolina.

Agonista colinérgico muscarinico inespecifico

Frecuencia

Respecto a la frecuencia de | os Els inducidos por manipulacion, | os resultados
muestran que la frecuencia oscilé alrededor de un v alor promedio de 7 epi sodios con
todas las dosis empleadas, no siendo estadisticamente diferente entre ellas (x*©)=11.2,
P=0.3), de lo obtenido con la sesidn control con una frecuencia promedio de 8 episodios

de inmovilidad. Se emplearon 5 ratas macho taiep (Figura 36 A).
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Duracién

Con todas las dosis administradas se obtuvo un incremento no significativo de la
duracidon promedio de los episodios de inmovilidad, siendo el incremento mas alto con

la dosis de 100 ug/kg con una duracion promedio de 27.2 seg lo que r epresenta un

incremento del 36.6% respecto al grupo control, (x2(9)=15.16, P=0.08) (ver Figura 36 B).

Latencia

Con la administracion del agonista arecolina, las latencias al primer episodio de
inmovilidad, en| as s esiones experimentales nos e m odificaron, c omo s e pued e
observar en la Figura 36 C, siendo la dosis de 1,600 ug/kg la que produjo un incremento
mayor con una latencia de 32 m in, en c omparacién con la sesion control con tan solo

una latencia de 11 min, lo que representé un cambio del 190% (3%9)=12.6, P=0.2).

Conducta

La escala de actividad conductual después de | a administracién de arecolina se
mantuvo dur ante t odas | as s esiones e n una puntuaciénd e 1, que r epresenta un a

conducta de quieta, esto implica que no produjo cambios (Figura 36 D).
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Figura 36. Efecto de la arecolina, un agonista colinérgico muscarinico sobre la frecuencia,
duracion y latencia de los episodios de inmovilidad. En A) se muestra que la arecolina no p roduce
cambios significativos e nl a f recuenciade | osE | (X2(9)211.2, P=0.26). B) no se o btienen cambios
significativos en la duracion mediadelos E | (X2(9)=15.16, P=0.08), as i como también no cambié |l a
latencia al primer EI. En D) se muestra que | a arecolina tampoco produce cambios e n | a ac tividad

conductual.

McN-A-343

Agonista colinérgico muscarinico del receptor M;

Frecuencia
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La adm inistracion s istémica de | McN-A-343, no m odificd | a f recuencia de los
episodios de i nmovilidad (X2(7)=1 1.1 P=0.13). Los v alores pr omedios pordosiss e
mantuvieron en una f recuencia cercana a 1/18 lo que resulté ser un valor promedio de
tan solo 1.07 E| (Figura 37 A ). El grupo para este experimento fue de 6 r atas macho

taiep.

Duracion

La duracién promedio de | os episodios de i nmovilidad, se incrementd con todas
las dosis administradas (1, 3, 10, 30, 100, 300y 1,000 ug/kg), en es pecial la dosis de
1,000 ng/kg, con la cual se obtuvo un incremento desde 18.3 seg hasta 28.5 seg lo que
representa un aumento del 56%. El analisis de varianza mostro diferencias significativas
entre | os gr upos ( x2(7)=19.6, P=0.007), s in em bargo es te ef ecto no f ue significativo

respecto al grupo control (Figura 37 B).

Latencia

La latencia a presentar el primer episodio de inmovilidad se ve incrementada con
las primeras cinco dosis administradas, siendo este incremento de un 48% con la dosis
de 100 pg con las dosis subsecuentes se produjo un decremento que alcanza valores
similares a los obtenidos con el grupo control. El analisis de varianza mostro diferencias
significativas ent re | os gr upos ( X2(7)=13.6, P=0.05), s in em bargo es te ef ecto no f ue

significativo respecto al grupo control (Figura 37 C).
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Conducta

Por el contrario el efecto de es te agonista colinérgico muscarinico, disminuye el
estadode al ertad el ar ata aun es tadode s omnolencia, s iendo este ef ecto
estadisticamente significativo con las dosis de 10, 30, 100 y 300 ug (x2(7)=30.6, P<0.001

+ Dunn, P<0.05, Figura 37 D).

Oxotremorina-M

Agonista colinérgico muscarinico inespecifico

Frecuencia

El efecto de este administrado por via intraperitoneal, disminuy¢ la frecuencia de
los episodios de inmovilidad con todas las dosis administradas. Cabe mencionar que el
valor de la sesion control fue de 5.3 £1.3 episodios mientras que el promedio de las
sesiones en las que se administro la droga disminuy6 a 3.3 + 0.4., siendo este cambio
estadisticamente significativo solamente con la dosis de 10 ug/kg (X2(6)=18.8, P<0.005 +

Dunn P<0.05, Figura 38 A).
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Figura 37. Efecto del agonista colinérgico muscarinico McN-A-343 sobre los episodios de
inmovilidad inducidos por manipulacién. En A) podemos observar que la administracion sistémica de
esta droga no modifica la inducibilidad de los EI (X2(7)=1 1.1. P=0.13). B) la duracion promedio de los ElI
tiende a incrementarse con todas las dosis administradas (1, 3, 10, 30, 100, 300 y 1,000 ug/kg), analisis
de varianza (x2(7)=19.6, P=0.007), sin que llegue a ser estadisticamente significativos respecto al grupo
control. EI mismo efecto se puede ver en C respecto a la latencia al primer El (X2(7)=13.6, P=0.05). En D
por el contrario el efecto de este agonista disminuye el estado de alerta de la rata hacia la somnolencia,
siendo estadisticamente significativo con las dosis de 10, 30, 100 y 300 pg (x2(7)=30.6, P<0.001 + Dunn,
P<0.05).

Duracion

El incremento en la duracion de los episodios de inmovilidad se obtuvo desde |la

primera dosis administrada; este efecto se obtuvo con todas las administraciones, de tal
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forma que con la dosis de 300 pg/kg se obtuvo la mayor duracién (34 seg), siendo esta

estadisticamente diferente (X2(6)=24-7; P< 0.001 + Dunn P< 0.05; Figura 38 B).

Latencia

La o xotremorina, es una gonista c olinérgico m uscarinicoi nespecifico, el ¢ ual
incremento |a latencia a pr esentar el primer episodio de inmovilidad con las primeras
cuatro dosis administradas (1, 3. 10y 30 ug/kg), obteniendo una latencia promedio en
estas sesiones de 32 min respecto a los valores obtenidos al administrar este agonista
en el grupo controlen| acual el primer epi sodio se presento ent ansolo 14 m in.
Posteriormente con las dosis de 100 y 300 ug/kg se obtiene una disminucion de este
parametro, con una latencia promedio de tan solo 8 min (X2(6)= 15.5; P< 0.01; Figura 38

C).

Conducta

El ag onista c olinérgico m uscarinico no modifico d e m anera s ignificativa el es tado

conductual de | a rata con ninguna de | as dosis administradas, per maneciendo quieta

durante todas las sesiones experimentales analizadas (xs=12.7, P<0.05; Figura 38 D).
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Figura 38. Efecto de la oxotremorina-M un agonista colinérgico muscarinico sobre la frecuencia,

duracidon y latencia de los episodios de inmovilidad. La frecuencia de los El solamente se disminuye
con la dosis de 10 ug/kg como se muestra en A (X2(6,=18.8, P<0.005 + Dunn P<0.05); en B note como el
incremento en la duracion promedio de los E| se obtiene de sde las primeras dosis administradas, sin
embargo este efecto solo es estadisticamente significativo con la dosis mas alta empleada (300 ug/kg)
(X2(6)=24-7; P< 0.001 + Dunn P< 0.05); en C la oxotremorina incrementa la latencia al primer EI en las
dosis de 1, 3, 10 y 30 ug/kg, para posteriormente disminuir estos valores respecto al grupo control con las
dosis mas altas (100 y 300 ng/kg), (X2(6)= 15.5; P<0.01); por ultimo en D no se modifica el e stado

conductual de la rata, permaneciendo quietas como se expresa en la sesién control.
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Pilocarpina

Agonista colinérgico muscarinico especifico de los receptores M; y M,.

Frecuencia

Con la administracion sistémica de | a pilocarpina, se obtuvo una disminucion de
la frecuencia de los e pisodios de inmovilidad con todas las dosis administradas (100,
200, 400, 800, 1,600 y 3,200 ug/kg). La frecuencia promedio en el grupo control fue de
tan solo 5 episodios, reduciéndose es te p arametro de m anera s ignificativa con | as
dosis de 800, 1,600 y 3,200 ng/kg, (X2(6)=24-3; P<0.001 + Dunn P< 0.05); llegando a su
maxima d isminucién (1.1 £ 06; promedio +e.e.m.) conla dosis mas alta em pleada

(Figura 39 A).
Duracién

La pilocarpina incremento la duracion promedio de los episodios de inmovilidad
ent odas las s esiones ex perimentales, s iendo es te i ncremento es tadisticamente
significativo con la dosis de 100 pg/kg, (x2(5)= 15.2; P<0.01 + Dunn P< 0.05; Figura 39
B).

Latencia

Los resultados obtenidos con las primeras tres dosis administradas oscilaron en
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valores similares a los obtenidos en la sesion control, es decir, el primer episodio de
inmovilidad s e pr esento al rededor de los 28 m inutos des pués de h aber iniciado | a
sesion experimental. S in em bargo ¢ on las U Itimas t res dos is adm inistradas, que

corresponden a las de 800, 1,600 y 3,200 ug/kg, se obtuvo un incremento en la latencia,
siendo es te ef ecto es tadisticamente s ignificativo con| asd osisde 1,600 pg/kg

(X2(5)=’I6.9; P<0.01 + Dunn P< 0.05; Figura 39 C).

Conducta

La conducta de | os sujetos experimentales no se modificé con la administracion
de este agonista colinérgico, de manera semejante a | o presentado durante la sesion

control (y°)= 4.3; P= 0.6; Figura 39 D).

ANTAGONISTAS COLINERGICOS

Triexifenidil

Antagonista colinérgico muscarinico

Frecuencia

Los r esultados m uestran que la adm inistracion s istémicadet riexifenidil,
disminuyd | af recuencia de | os epi sodios de i nmovilidad cont odas| as dos is
administradas. El valor promedio de la sesion control fue de 11 episodios obteniendo

una d isminucion de 1 37% c onl a primera dos is, disminuyendo de m anera dos is
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dependiente hasta alcanzar un d ecremento del 95% con la dosis mas alta que fue de
3,000 ng/kg, siendo significativo es te cambio con las dosis de 10, 30, 100, 1,000y

3,000 pg/kg (x%=36, P<0.001 + Dunn, P<0.05) (Figura 40 A).
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Figura 39. Efecto de la pilocarpina en los episodios de inmovilidad inducida en la rata taiep. A) La
administracion de esta droga muscarinica colinérgica produce una disminucion significativa de los El con
las dosis de 800, 1,600y 3,200 ug/kg (x2(8)=24.3, P<0.001 + Dunn, P<0.05).En B) se muestra que la
duracién de los El se incrementan en todas las sesiones, siendo este efecto estadisticamente significativo
con la dosis mas baja empleada (X2(6)=15.2; P<0.01 + Dunn P<0.05). C) muestra un cambio bifasico en la
latencia de los El, siendo diferente al valor control respecto del valor obtenido con 1,600 pg/kg (x2(6)=16-9,
P<0.01, + Dunn P<0.05); los sujetos experimentales no mostraron cambios conductuales con todas las
dosis empleadas como se muestra en D.
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Duracién

Sin embargo la duracién promedio de los episodios de inmovilidad no se modificé
de manera significativa, como se puede observar en la Figura 40 B, donde el valor mas
alto en | a duracion s e obtiene conla dosis de 10 0 ug/kg de t riexifenidil (x2(8)=18.8;

P=0.009).

Latencia

Este parametro se incrementé de manera dosis-dependiente, de tal forma
que se alcanza un valorde 75 min en la latencia a presentar el primer e pisodios de
inmovilidad conlad osis m as alta, | o qu e r epresenta uni ncremento de un 900%
respecto al v alor o btenido en la s esion control, el cual fue detansolo7.5min

(%)=24.4; P=0.002; Figura 40 C).

Conducta

Se puede observar que el triexifenidil modificd la conducta desde un es tado de
alerta hacia la somnolencia, con la dosis de 100 ug/kg (x2(8)=35.6; P<0.001;(Figura 40
D) y con las ultimas dosis administradas incrementé la actividad locomotora, es decir,

tuvo un efecto bifasico.
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Figura 40. Efecto del antagonista colinérgico muscarinico triexifenidil en la frecuencia, duracién y
latencia de los episodios de inmovilidad inducidos por manipulacion. A) muestra el principal efecto
que t uvo e sta d roga sobre | os pa rametros ev aluados di sminuyendo | a f recuencia de manera dosis
dependiente (x2(8)=36, P=<0.001 + Dunn, P<0.05)). B) Note que la administracién del antagonista, la
duracién pr omedio d e | os epi sodios (x2(8)=18.8; P=0.009) ylalatencia en C seincrementa, sinser
estadisticamente significativos en la prueba post hoc (X2(8)=24-4? P=0.002). En D) la modificacién de la

conducta es significativa con las dosis de 100 ug/kg (x2(8>=35-6; P<0.001).

Sulfato de atropina

Antagonista colinérgico muscarinico

Frecuencia

La Figura 41 A muestra |l os promedios d e | a frecuencia de los epi sodios d e

inmovilidad con las distintas dosis administradas. Note como la frecuencia incremento
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con todas las dosis empleadas, siendo el mayor efecto con la dosis de 1 ug/kg, la cual
incrementd en un 47 % la frecuencia respecto al v alor control que f ue de tan solo 6
episodios, El ana lisis de v arianza m ostré di ferencias s ignificativas ent re | os gr upos
(X2(7)=14i P=0.05), sin embargo este efecto no fue significativo respecto al grupo control

(Figura 41 A).

Duracién

La duracién promedio de | os episodios de inmovilidad se increment6 con todas
las dosis administradas oscilando en 25 seg como un valor promedio. Sin embargo este
incremento fue significativo solo con las dosis de 3y 30 pg/kg ya que es te parametro
incrementd | a dur acion promedioenun  21%y 26% , r espectivamente (X2(7)=26.4;

P<0.001 + Dunn P<0.05; Figura 41 B).

Latencia

Los r esultados obt enidos m uestran que | a latencia a pr esentar el pr imer
episodios de i nmovilidad nos e m odificé des pués de adm inistrar el antagonista
colinérgico muscarinico, ya que el valor promedio de |as sesiones experimentales fue
de 16 min, mientras que en | a sesion control se obtuvo un v alor similar de 18 m inen
promedio, no enc ontrandose d iferencias s ignificativas ent re am bos (X2(7)=4J P=0.8,

Figura 41 C)
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Conducta

Al ev aluar el ef ecto del ant agonista c olinérgico en | a conducta de | arata no
encontramos di ferencias en c uantoas u ac tividad | ocomotora dur ante t odas | as
sesiones e xperimentales (X2(7)=15-5; P=0.03, Figura 41 D). El puntaje conductual que
mostraron las ratas permanecié alrededor del valor control que fue de 1 £ 0.02, puntaje

que nos indica que las ratas permanecieron quietas.

4-DAMP

Antagonista colinérgico muscarinico de los receptores M3

Frecuencia

La administracion sistémica de 4 -DAMP, un antagonista colinérgico muscarinico
especifico para los receptores M3 produjo una di sminucion de | a frecuenciacon6de
las 7 dos is em pleadas. Laf recuenciad isminuyéconladosisde3y 10 png/kg,
reduciéndola en un 64% y 76% respecto a la sesidn control cuya frecuencia fue de tan
solo 4 Els, (X2(7)=26; P<0.001 + Dunn P<0.05; Figura 42 A) y aunque con el resto de las

dosis permanecié por debajo de la sesién control, no es significativo.
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Figura 41. Efecto de la atropina sulfato, un antagonista colinérgico muscarinico, sobre la
frecuencia, duracién y latencia de los episodios de inmovilidad. En A) se muestra que | a atropina
incrementa la frecuencia de los El inducidos por manipulacion., el analisis de varianza mostré diferencias
significativas entre |os grupos (X2(7)=14i P=0.05), pero no con respecto al grupo control B) la atropina
produce un incremento significativo en la duracién promedio de los El con las dosis de 3 y 300 ng/kg
(x2(7)=26.4; P<0.001 + Dunn P<0.05;). C) la latencia al primer episodio oscila alrededor del valor del grupo
control con todas las do sis administradas, de m anera similar s ucede con la conductaqueen D se

muestra que las ratas no cambiaron su actividad conductual permaneciendo en la escala de quietas.

Duracion

En cuanto a |l a duracion promedio d e | os epi sodios de i nmovilidad se pueder
observaren| a Figura 42 B que se obtuvouni ncremento con | as dosis m as al tas

administradas siendo este efecto significativo con la dosis de 300 pg/kg, con la cual se
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obtuvo una duracion promedio de 26 + 1 seg, lo que representa un incremento del 22.5

% respecto al grupo control (x2(7)=26.8; P=0.001 + Dunn P< 0.05; Figura 42 B).

Latencia

El ant agonista c olinérgico 4 DAMP no mostré ef ectos s ignificativos s obre | a

latencia de los episodios de inmovilidad (X2(7)=15; P=0.03 (Figura 42 C).

Conducta

Como podemos observar en la Figura 42 D los valores de la actividad locomotora
después d e | a a dministracion de1, 3y 10 pg/kgl adr oga c olinérgica 4 -DAMP
permanecen en v alores similares a | os de |a sesidn control, sin embargo estos valores
disminuyen el estado de al erta con | as do sis de 30, 100, 300 y 1,000 pg/kg siendo
significativo este cambio tan solo con las dos ultimas dosis administradas (*7)=29.7;
P<0.001 + Dunn P<0.05)

Pirenzepina

Antagonista colinérgico muscarinico especifico de los receptores M;

Frecuencia

La adm inistracion s istémica de | a pi renzepina, di sminuyé la frecuencia de los

episodios de inmovilidad en un 16.8,46.4y 55.4 % con las dosis de 1, 3 y 10 ug/kg

91



administradas r espectivamente, c on r especto al a frecuencia obt enida en el gr upo

control que fue de 5.6 episodios.
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Figura 42. Efecto de la administracién intraperitoneal del antagonista colinérgico muscarinico 4-
DAMP. A) La administracién de este farmaco produjo una disminucién significativa en la frecuencia de los
El en las dosis de 3 y 10 ug/kg (x2(7)=26; P<0.001 + Dunn P<0.05). B) La duracién promedio de los El se
incrementa con las dosis mas altas administradas, siendo este efecto significativo a la dosis de 300 nug/kg
(X2(7)=26.8; P<0.001 + Dunn P<0.05. C) El 4-DAMP produce un incremento significativo de la latencia al
primer episodio de i nmovilidad con todas las dosis administradas, (x2(7)=15; P=0.03) sin que este sea
estadisticamente diferente respecto al grupo control , sin embargo este antagonista si produjo cambios
en la conducta en las ultimas cuatro dosis empleadas (30, 100, 300 y 1,000 ug/kg); (X2(7)=29-7; P<0.001 +

Dunn P< 0.05) como se muestra en D.
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La disminucion de este par ametro no resultd estadisticamente s ignificativa

(x%7=13; P=0.06; Figura 43 A).

Duracion

El antagonista colinérgico muscarinico incremento la duraciéon promedio de los
episodios de inmovilidad inducidos por manipulacién, de manera significativa solo con la

dosis de 300 pg/kg (x%7=28.6; P<0.001 + Dunn P<0.05; Figura 43 B).

Latencia

La latencia a pr esentar el primer episodios de i nmovilidad no s e modificé
con | a ad ministracion de | a pirenzepina, | os v alores de | as s esiones e xperimentales
oscilan al rededor de 24 m inutos, v alor c ercano al obtenidoen| a sesidén c ontrol

(x*7=3.7; P=0.08; Figura 43 C)
Conducta

Cabe des tacar que | a c onducta que pr esento larata taiep durante | as
sesiones, cambio de la escala de quieta a un estado de somnolencia con las dosis mas

altas (ver Figura 43 D), siendo este cambio significativo con las dosis de 100y 1000

ug/kg; (x27=26; P<0.001 + Dunn P<0.05).
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Figura 43. Efecto de la pirenzepina, un antagonista muscarinico del receptor M; A) La
administracion sistémica de la pirenzepina no modifica la frecuencia de los El (X2(7)=133 P=0.06;). En B)
podemos observar una tendencia a incrementar la duracién promedio de los El resultando este cambio
diferente con la dosis de 300 pg/kg (x2(7)=28.6; P<0.001 + Dunn P<0.05 C) La latencia de los EI oscild
dentro de los valores del grupo control en todas las dosis administradas (1, 3, 10, 30, 100, 300 y 1,000
ug/kg) no siendo estadisticamente diferentes (X2(7)=3-7: P= 0.08;. En D) se muestra que en las primeras
dosis la conducta no cambia de manera significativa como si sucede con las dosis de 100 y 1,000 pg/kg

donde se presenta somnolencia (x2(7)=26; P<0.001 + Dunn P<0.05).
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Tabla 9. Resumen del efecto de drogas colinérgicas en los episodios de

inmovilidad
. . . Edo. de
Droga Episodios de inmovilidad alerta Receptor
Frecuencia | Duracién Latencia Conducta
Agonistas
Arecolina - —_ —_ — inespecifico
McN-A-343 — _ — - M,
Oxotremorina-M { " — — inespecifico
Pilocarpina ! " 4 — M; — M,
Antagonistas
Triexifenidil ! — — v inespecifico
Sulfato de atropina — 4 — — inespecifico
4-DAMP ! 4 - v M
3
Pirenzepina _ — —_— v M
1
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DISCUSION EXPERIMENTO 3

El modelo clasico de la regulacién de | a vigilia-suefio propuesto por Jouvet en
1967 implicaba u n sistema reciproco de r egulacion entre| as m onoaminasy la
acetilcolina. De tal forma que durante la vigilia predomina la accion de las monoaminas,
principalmente | a nor adrenalina (NA) y | a s erotonina (5-HT), y que durante el s uefo
predominan | as ac ciones de t ipo c olinérgico ( Jouvet, 1967 ). Esto e s, la a cetilcolina
juega un rol central en el cambio hacia suefio en un circuito que se ha homologado al
funcionamiento de | os “ flip-flop” en un ¢ ircuito el éctrico. D ado que | a n arcolepsia-
cataplejia implica la irrupcién del suefio con movimientos oculares rapidos en la vigilia,

se ha propuesto que la acetilcolina juega un rol central en esta patologia.

De hec ho, | a adm inistracién s istémica de i nhibidores de | a ac etilcolinesterasa
incrementa la frecuencia de ep isodios de cataplejia, pero a dos is que producen varios
efectos colaterales como son taquicardia, sialorrea, vomito e hipertensién. Sin embargo,
la mayoria de | os estudios se hicieron hace mas de 15 afios y la falta de agonistas
especificos y la presencia de efectos colaterales evitdé una exploracion especifica del rol
de | os ef ectos m uscarinicos. S in em bargo, ¢ uando s e adm inistré ¢ arbacol e n el
tegmento pontino o en cerebro basal anterior, que incrementa las cataplejias en perros
narcolépticos (Reid y cols., 1994a, Nishino y cols., 1995) y mediante la coadministracion
de ant agonistas per mitié det erminar que el s ubtipo der eceptoresM , sonlosque

participan en la regulacion de las cataplejias.
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Es i mportante des tacar que | osr eceptores c olinérgicos muscarinicos s e
encuentran el evados en | a f ormacion r eticular de | os per ros nar colépticos ( Kilduff y
cols., 1986 ), o que ex plicaria | a s ensibilidad pos t-sinaptica aum entada. Reid y cols.,
(1994b), han mostrado que en la regién meso-pontina existe un mayor tono colinérgico.
Experimentos r ecientes en r atones c arentes de | os r eceptores de or exinas ( DKO,
double knock-out orexin mice, de sus siglas en inglés) han mostrado que dosis bajas de
fisostigmina (10 a 30 ug/kgi.p.) peronol as dosis altas (80 ug/kg), i ncrementan | os
arrestos m otores en DKO per o no s u dur acion; y | a at ropina ( 500 pg/ kgi .p.) | os
disminuye (Kalogiannis y cols., 2011). Asi mismo, la administracién de neo stigmina en
el nucleo pontis oralis 0 en el nucleo pontis caudalis incrementan los arrestos motores,
efecto que es bloqueado por la co-administracién de neostigmina con atropina, pero no
su dur acion m edia. E stos aut ores ¢ oncluyen quel os m ecanismos ¢ olinérgicos
participan en el gatillaje de | os ar restos m otores, p ero no en s u dur aciéon promedio

(Kalogiannis y cols., 2011).

Las ratas taiep muestran un perfil de respuestas farmacolégicas modificando las
cataplejias, de m anera similar a |l o que ha sido reportado en | 0os perros narcolépticos.
Sin embargo, la administracién de agonistas colinérgicos no resulté en un perfil similar a
los obt enidos en es te m odelo; peros ienel c asodel aadm inistraciondel os
antagonistas colinérgicos muscarinicos qu e los disminuyen, indicando qu e existe una
cierta hom ologia, per o c on diferencias que deber ian s er i nvestigadas c on agoni stas
mas es pecificos par al os diferentes t ipos de r eceptores m uscarinicos, par a pod er
tipificar el perfil f armacolédgico colinérgico fino en lasratas taiep o ensudefecto

explorar la administracion local de agoni stas colinérgicos en | a region del puente. Por

97



otra parte, experimentos preliminares, hemos mostrado que el donepecilo, un inhibidor
de |l aac etilcolinesterasade ul timag eneracion,en lar ata taiep disminuyen
significativamente | os episodios de i nmovilidad, como ha s ido reportado en | os perros
narcolépticos, |o que apunta a que sihay una participacion d e | a acetilcolina en la

cataplejia de las ratas taiep.

Cabe la pena destacar que | as ratas taiep fueron o btenidas de una m utacion
espontanea dur ante el proceso de s eleccion de | as ratas HY (high-yawning, por sus
siglas en inglés; Urba-Holmgreny cols., 1990; Holmgren y cols., 1989). Las ratas HY
muestran cambios en su respuesta a la accién de drogas colinomiméticas, siendo mas
sensibles a la accidn de la fisostigmina que las ratas de bajo bostezo LY (del inglés low
yawning; Urba-Holmgreny cols., 1993); porlo que es plausible pensar que |las ratas
taiep muestren t ambién r espuestas di ferentes ant e | a a dministracion de a gonistas y
antagonistas c olinérgicos. E s necesario explorar el pos ibler ol de | osr eceptores
colinérgicos nicotinicos para tener un perfil completo del papel de la acetilcolina en este

mutante de mielina.

El grupo de Dr. Mignot realizé una e xploracion farmacolégica sistematicaen | a
colonia de perros narcolépticos de | a Universidad d e Stanford, para analizar el pap el
que j uegan | as v ias nor adrenérgicas, s erotoninérgicas, as i c omo c olinérgicas en | a
frecuenciay dur acion de | as cataplejias inducidas por el juegooa | presentarles
alimentos apet itosos. D e t al f orma que antagonistas al pha 1y agoni stas al pha 2
noradrenérgicos, 0 los ago nistas dop aminérgicos presinapticosy s erotoninérgicos

5HTa, 5HT 15 0 SHT2a2c incrementan las cataplejias en perros narcolépticos (Nishino y
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Mignot, 1997). Un patrén similar de sensibilidad farmacolégica hemos descrito en la rata
taiep con unac orrespondencia e xactamente i gualal or eportadoen | os p erros

narcolépticos (Cortés y cols., 2007; Eguibar y cols., 2006, 2009, 2010; Ita y cols., 2009).

Es importante destacar que validamos que al sostener a las ratas por la cola en
las primeras tres vértebras coccigeas o alrededor del térax es un estimulo eficiente y
eficaz para inducir inmovilidades (Cortés y cols., 2005). La estandarizacién de la prueba
nos ha permitido realizar un analisis farmacolégico exhaustivo de las cataplejias en las
ratas taiep y hemos mostrado que tanto los receptores noradrenérgicos alpha 1, como
los al pha 2, regulan | os episodios de i nmovilidad i nducidos por m anipulacién. D e tal
forma que la prazosina, un antagonista alpha 1, asi como los agonistas alpha 2 como la
clonidina o la xilacina incrementan su frecuencia, mientras que los antagonistas alpha 2
como la yohimbina o el idaxozan la disminuyen. Este perfil de las vias noradrenérgicas
es similar alo obtenido en | os perros nar colépticos (Nishinoy cols., 1990 ; Mignot y

cols., 1988, 1989).

Por otra parte, otras aminas biogénicas como son, la dopamina y la serotonina,
también estan involucradas en | a modulaciéon de | as inmovilidades tanto en | os perros
narcolépticos como en las ratas taiep, De tal forma que los agonistas de |os receptores
serotoninérgicos de la familia 5HT1a18 0 5HT2a/2c incrementan las cataplejias en ambos
modelos (Nishino y cols., 1995; Itay cols., 2009; Eguibary cols., 2009). Lo mismo es
valido en el caso de |os agonistas dopa minérgicos de | a familia D » cuyos agoni stas
especificos i ncrementan | a ¢ ataplejia en | os per ros narcolépticosy en| arata taiep

(Eguibar y cols., 2010; Okura y cols., 2000). Este tipo de analisis fino de la farmacologia
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de | as c ataplejias no se har ealizado en | os ratones c arentes de orexinaodes us
receptores. En estos modelos solo se han explorado | os inhibidores de r ecaptura de
noradrenalina y serotonina, como son la imipramina y la desimipramina, que disminuyen
significativamente | asi nmovilidades qu eenes tem odelo,| osc ualesh ans ido
denominados “ arrestos conductuales”. En el caso de | os per ros nar colépticos es tos
inhibidores t ambién di sminuyen | as ¢ ataplejias, par ticularmente | os i nhibidores de

recaptura de noradrenalina (Nishino y Mignot, 1997). En el caso de la rata taiep son los
inhibidores de r ecaptura de s erotonina, como es la fluoxetina, las que disminuyen los

Els (Gavito, 2001).

En los p erros nar colépticos h an s ido e xplorados inhibidores i nespecificos d e
aminas biogénicas, asi como inhibidores e specificos para cada neurotransmisor (para
una revision detallada véase Nishino y cols., 2000b). De hecho, en este modelo son los
inhibidores de recaptura de noradrenalina como la nisoxentina, la que ejerce un mayor
efecto i nhibitorio s obre | as ¢ ataplejias i nducidas p or | a e xposiciéon au n al imento
apetitoso. Debo destacar que la fluoxetina, un i nhibidor es pecifico de la recapturade
serotonina, también disminuye las cataplejias (Babcock y cols., 1976). En el caso de las
ratas taiep la fluoxetina administrada de f orma aguda di sminuye | as inmovilidades, y
este ef ecto s e acentua has ta a bolirlas c uando s e ad ministra c ronicamente m ediante

bombas osméticas Alzet ™ (Gavito, 2001).

En futuros experimentos, analizaremos la concentracién y la unién especifica de
los cinco subtipos de receptores muscarinicos en las vias involucradas en la regulacion

del ciclo suefo-vigilia, como son la formacién reticular pontina, el cerebro basal anterior,
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el tegmento pedunculo pontino, y el tegmento latero-dorsal. Se hace necesario analizar
la p osible participacién de | os r eceptores nicotinicos a p esar de qu e e n | 0os per os
narcolépticos no s e han enc ontrado ef ectos ¢ on | a adm inistracion s istémicade | a
nicotina a 30 pg/kg, ni el antagonista mecamilamina a dosis de 0.3 y 1 mg/kg (Delashaw

y cols., 1979).

Es importante destacar, que en experimentos recientes en nuestro laboratorio, la
D-anfetaminay e | modafinil, dos dr ogas c omunmente em pleadas p arat ratar| a
somnolencia en los humanos dieron resultados en la rata taiep, incrementando la vigilia
e i nhibiendo | as i nmovilidades de m anera s imilaral o obt enidoc on| os per ros
narcolépticos. El modafinil, no s olo incrementan la vigilia, sino que también disminuye
de manera significativa |a frecuencia de las cataplejias (Lara-Lozano, 2011), lo que e s
una evidencia adicional de que | as respuestas farmacoldgicas son similares en am bos
modelos animales. Es importante destacar entonces que los modelos animales juegan
unpap elf undamentalpar ael es tudiode | osagent esc ausalesdel a
narcolepsia/cataplejia, y de forma importante abrir nuevas opciones terapéuticas entre
ellas el m odafinily recientemente el g amma hi droxibutirato, el ¢ ual d isminuye | a
somnolencia ex cesiva di urna,unodel oss intomas m as di scapacitantesen!| os
pacientes afectados de nar colepsiay c on|a adm inistracion a | argo pl azo t ambién

disminuye las cataplejias (Vienne y cols., 2010).

A nivel neuropatolégico, en perros narcolépticos se ha descrito un incremento en
la astrocitosis en v arias estructuras del sistema nervioso central. En el caso de | a rata

taiep, también s e h a m ostrado que existe un incremento de la as trocitosis ( Ledn-
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Chavez y cols., 2001) y de hec ho las células gliales en cultivo responden mas ante el
lipopolisacarido ( LPS) s ugiriendo que h an sido pr e-sensibilizados en s us r espuestas
inmunes, seguramente debido a factores intrinsecos de la patologia de | a rata, o bien
debido a | as al teraciones en | os m ecanismos de t ransporte en | os ol igodendrocitos

(Couve y cols., 1997), Duncan y cols., 1992).

Cabe la p ena des tacar, que | a nar colepsia/cataplejia s e pr esenta as ociada a
varias patologias del sistema nervioso central, como son el infarto cerebral, enfermedad
de A Izheimer, enf ermedad de P arkinson, e i nclusive en n eoplastias del s istema
nervioso central; muchas de ellas asociadas con trastornos de la mielina. Por lo que |la
rata taiep es un modelo adecuado para el estudio de esta patologia del suefio MOR y
su tratamiento. R ecientemente Wilkins y cols., (2010) mostraron que en larata taiep
ademas de los trastornos de la mielina, se presentan placas con ovillos neurofibrilares
similares a las que se presentan en la enfermedad de Alzheimer, por lo que la hace un

modelo interesante para el estudio de las patologias del sistema nervioso.
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DISCUSION GENERAL

Larata taiep esun modelo ad ecuado p ara el es tudio de las enf ermedades
cronicas de la mielina, ya que es un mutante de la mielina con una larga expectativa de
vida, similar a la de una rata normal ( = 2 afios); a diferencia de otros mutantes de la
mielina como es la rata deficiente de mielina (MD, myelin deficient), la cual tiene una
sobrevida de tan solo 28 dias (Hogan y Greenfield, 1984). Esta caracteristica ha s ido
fundamental p ara p oderr ealizaren e | mutante taiep estudios e lectrofisioldgicos,
inmunoldgicos, de m icroestructura y | os d el s uefio-vigilia c omo s e m uestra en es te
trabajo de t esis, en el cual se han analizado | os trastornos del s ueno-vigilia, de las
inmovilidades y del tono muscular que pr esenta |l a rata taiep y el papel del sistema

colinérgico en la inmovilidad.

Los presentes resultados muestran que la organizacién del ciclo sueno-vigilia a lo
largo de las 24 h s e encuentran alterados, con una distribucién del suefio MOR; con
mayor proporcion en la fase de oscuridad, respecto de la fase de luz; mientras que esta
diferencia es td atenuadaen| as ratas S prague-Dawley, lo que i mplicaque | os
mecanismos de ¢ ontrol c ircadicoy /o | os sitios de ¢ ontrol hi potalamicoy del t allo
cerebral que controlan la vigilia, el SOL y el sueiio MOR, asi como sus transiciones se
encuentran alterados en el mutante mielinico taiep. De hecho las ratas taiep muestran
una disminucion de | as transiciones en | as distintas fases del ciclo sueno-vigilia, por lo

que sus duraciones medias son significativamente mas largas.
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Los hallazgos de la ultima década muestran que el estado de vigilia depende de
manera importante de la actividad de las neuronas orexinérgicas del hipotalamo lateral
(de Leceay cols., 1998; de Leceay Sutcliffe, 2005). La des carga de las neuronas
orexinérgicas del hipotalamo lateral se sabe activan tanto a ne uronas noradrenérgicas
del locus coeruleus, como a ne uronas s erotoninérgicas de | os nucleos del rafé, asi
como de neuronas histaminérgicas d el nucleo t uberomamilar (Hagany cols., 199 9;

Nakamura y cols., 2000; Yamanaka y cols., 2002; de Lecea y Sutcliffe, 2005).

Estas tres estructuras y sus neurotransmisores promueven la vigilia. El registro
simultdneo de EEG y de la actividad neuronal unitaria han po dido mostrar que durante
la vigilia se incrementa la actividad neuronal en el locus coeruleus, en | 0s nucleos del
rafé y en el nucleo tuberomamilar (Jones, 2005); mientras que disminuyen la frecuencia
de sus potenciales de accion durante el SOL y se silencian durante el suefio MOR, por
loque a estas neuronas se les han denominado neuronas M OR-off (Hobson y cols.,

1986; Fuller y cols., 2007).

Durante el SOL | a estructura cerebral en cargada d e generary m antener es te
estado son las neuronas GABAérgicas del area preoptica ventrolateral (POVL), ya que
su mayor tasa de disparo se correlaciona con el SOL. Por otra parte, la lesién del POVL
produce i nsomnio, tanto en ani males como en hum anos (Mignoty cols., 2002). Otra
evidencia es que dur ante el SOL las neuronas G ABAérgicas disminuyen su tasa de
disparo por lo que sus efectos inhibitorios disminuyen sobre los grupos neuronales que

mantienen la vigilia y esto a su vez promueve el SOL.
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Por ultimo, en el caso del suefio MOR, este es producido por la actividad de las
neuronas colinérgicas de los nucleos pedunculo-pontino (NPP) y el nucleo latero-dorsal
(NLD) los cuales cambian el patrén de descarga en el talamo, de uno ténico a un patron
en meseta, |lo que c ambiaria a s u vez la actividad cortical hacia un pat ron de s uefio
paraddjico (Pace-Schott y Hobson, 2002). Cabe la pena destacar que en la rata, Luppi y
cols., (2005) han propuesto que el nucleo sublaterodorsal (SLD) seria el responsable de

gatillar el suefio MOR, esta estructura seria el equivalente del NPP/NLD del gato.

El sistema de operacién con cambios en el estado de vigilia, hacia el SOL y las
transiciones hac ia el s uefio M OR ha s ido m odelado c omo un ¢ ircuito el éctrico tipo
sube/baja o “flip-flop”, con cambios de estados dependientes de la activacién de grupos

neuronales especificos como se ilustra en la Figura 44.

Las es tructuras c erebrales m encionadas se enc uentran baj o | a i nfluencia de
mecanismos fisioldgicos que se encargan de la regulacion y del control del suefio. Por
una par te, ex iste un m ecanismo hom eostatico q ue se enc arga de r egular el s uefo
considerando el tiempo previo en que el animal se mantuvo en vigilia, de tal forma que
a mayor numero de horas de vigilia se genera un incremento de la demanda de suefo
(factor S); estas sefiales de control interaccionan con el reloj circadiano localizado en el
nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo, que generan la oscilacion diaria de los
periodos de ac tividad y reposo (factor C) mediante la expresién de oc ho genes como
son:losPer1-3, Tim,Cry 1y 2, Clock, Bmal1 (Roenneberg y Merrow, 2003; Lakin-

Thomas, 2006).
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Figura 44. Diagrama del modelo sube/baja o “flip-flop”. EI modelo propone que durante la vigilia (a)
los nucleos monoaminérgicos i nhibenal P OVL, al oque seagregael efecto del asn euronas
orexinérgicas. Dado que el POVL no t iene receptores para las orexinas solo se ve reforzado el tono
monoaminérgico, manteniéndose asi la vigilia. En (b) el disparo de las neuronas del POVL inhiben a los
nucleos monoaminérgicos y a | os ndcleos orexinérgicos, esta inhibicion monoaminérgica impide que se
interrumpa el s uefo. La inhibicion mutua entre P OVL y | 0s nucleos monoaminérgicos corresponde al
modelo clasico “flip-flop” que produce las transiciones de la vigilia al suefioy viceversa (Modificado de
Saper, 2006).

La c adena de t raduccion-transcripcidén g enera | as s efiales para m antener | a
ritmicidad cercana a las 24h en estas neuronas marcapaso, la cual se ajusta a través de
la luz que impacta a |l os fotorreceptores de la retina, quienes, envian sefales al nucleo
supraquiasmatico par a aj ustarlo a t ravés del haz r etino-hipotalamico ( Zlomanczuk y

Schwartz, 1999; Aguilar-Roblero y cols., 2004).

Considerando estos dos factores, que regulan la vigilia y el suefo, los trastornos

del suefio pueden deberse a cambios en el ritmo circadiano (Factor C) o bien a cambios
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en la demanda de s uefo (Factor S) y deben por lo tanto ser evaluados considerando
ambos c omponentes; as i como | as estructuras c erebrales g ue par ticipan en d ichos
procesos. Por ejemplo, la lesidn de | as neuronas orexinérgicas perifornicales o de | os
receptores a orexinas producen narcolepsia, tanto en seres humanos como en modelos
animales (de Lecea ycols., 1998; Liny cols., 1999 ; Mieday Y anagisawa, 200 2);

mientras que las lesiones del POVL producen insomnio (Lu y cols., 2000).

De hecho en perros narcolépticos, el modelo mas estudiado, de este trastorno
del sueno, se ha po dido mostrar que el receptor a or exinas 2 esta mutado; tanto en
perros Doberman como Labrador, haciéndolo no funcional (Chemelli y cols., 1999). Por
otra par te,enr atonesc arentesde Ig ende | aor exina ode s usr eceptores
particularmente el tipo 2 ( OX2), muestran un fenotipo de nar colepsia (Sakurai y cols.,
1998; 199 9; S akurai, 2002), o bi en, enr atas al as que se les lesionan | as neuronas
orexinérgicas em pleando s aponinas, las c uales pr oducen m uerte neur onal al
internalizarse en las neuronas que poseen este tipo de receptores, o que conduce a la
expresion de narcolepsia (Gerashchenko y cols., 2001). De hecho las ratas lesionadas
restauran su ciclo de actividad y reposo al ser transplantadas con tejido proveniente del
hipotalamo lateral, el cual contiene neuronas orexinérgicas (Arias-Carridén y cols., 2004).
Adicionalmente esta el modelo de ratones que portan un f ragmento de gen citotoxico
denominado “ataxina-3”; estos animales pierden todas las células orexinérgicas p ost-
natalmente y des arrollan | os s intomas de nar colepsia en par alelo con la muerte de

neuronas orexinérgicas.

107



Los resultados obtenidos en el mutante mielinico taiep muestran que la vigilia y el
sueno se encuentran alterados, ya que el mutante muestra sueno M OR fragmentado
en: s MOR, y epi sodios de i nmovilidad, e n| os c uales el t ono m uscular os cila c on
patrones especificos. De hecho el porcentaje de suefio MOR de la rata Sprague-Dawley
es muy similar a la suma del suefio MOR mas los episodios de inmovilidad de las ratas

taiep (Tabla 5).

La fragmentaciéon del suefio MOR y |a actividad el ectroencefalografica durante
los epi sodios de i nmovilidad, s ugieren qu e el m utante taiep es un m odelo an imal

adecuado de trastorno del suefio como la narcolepsia/cataplejia.

Esto i mplica que | os m ecanismos que gener an el sueio M OR, es decir, | a
sincronia talamo—cortical cambian debido a que el patron de descarga de las neuronas
reticulares i ntralaminares del t dlamo, | as c uales p asan, des de unt ipo de des carga
ténica hacia uno de tipo meseta (Llinas y Steriade, 2006). Adicionalmente, la descarga
de las neuronas de los nucleos TPP/TLD activan neuronas de la parte medial del bulbo
raquideo, en| af ormacionr eticularde |bul bo, p articularmente ens u por cion
gigantocelular, | as ¢ uales pr oyectan hac ial am édula espinala t ravésdev ias
mielinizadas, ¢ onv elocidades de ¢ onduccion de =120m /s, donde ac tivan
interneuronas es pinales gl icinérgicas, | as cuales s on | as enc argadas de producir | a
inhibicion de la descarga de | as motoneuronas durante el sueiio MOR (Chase y cols.,
1989; C hase, 2008) ; o bi en p or c ambios en| a a ctividad e xcitatoriade | asv ias

descendentes a través de receptores glutamatérgicos.
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Dado que en la rata taiep se producen ademas de sueiio MOR, los episodios de
inmovilidad; es tos h allazgos s ugieren g ue ex iste una desregulacion entrel as
estructuras que comandan en el tallo cerebral el suefio MOR, de aquellas responsables

de la atonia muscular (Chase y cols., 1989; Luppi y cols., 2005).

Estos hallazgos implican que el transporte intracelular de las proteinas y los ARN
mensajeros en los o ligodendrocitos de la rata taiep estan alterados y producen una
pérdidad el a m ielina de m anera pr ogresiva. A dicionalmente, | a ac umulacién de
microtubulos en e | citoplasma y | os procesos de los ol igodendrocitos en ratas taiep
alteran los mecanismos de transporte constitutivo o regulado de las proteinas desde el
reticulo endopl asmico hac ia la porcion Cis del ap arato de G olgi; | o que i mpide e |
mantenimiento normal de la mielina (Duncan y cols., 1992; Couve y cols., 1997; Duncan
y Hoffman, 1997) y por ende de la relacién estructura y funcién como se ha mostrado
en el nervio 6ptico, donde hemos podido correlacionar la estructura de la mielina con la

transmision del potencial de accion compuesto (Roncagliolo y cols., 2006).

En el caso del nervio Optico es claro que el proceso de desmielinizacién altera de
manera i mportante el potencial de ac ciéon compuesto (PAC)y que este presenta un
deterioro progresivo de | a v elocidad de ¢ onduccién y de | a estructura de s u mielina,
producto de la desmielinizacion progresiva, las cuales se recuperan con la perfusién en
el bain o d e 4 -aminopiridina ( 4-AP), un i nhibidor de | os c anales de pot asio r apidos
(Roncaglioloy cols., 2000). Las r atas taiep muestran t ambién en un terciode |os
animales ausencia de los reflejos monosinapticos, los cuales se restauran también con

la adm inistraciéon s istémica de 4 -AP ( Morales, 20 00). Lom ismo s ucede c on| os
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potenciales provocados auditivos, somatosensoriales y visuales, los cuales alteran su
morfologia debi do a que latransmision de | os pot enciales d e ac cion e s as incrona
(Roncagliolo y cols., 2006), lo cual puede ser responsable, al menos en parte, de | as
alteraciones m otoras de es te mutante (Anchy Laposky, 200 0), y del aumento d el
angulo de sustentacion de las extremidades para sostener el cuerpo del animal (Powell
cols., 1999) como un mecanismo de adaptacién a la pérdida progresiva de la mielina y

Sus consecuencias en el sistema motor.

Adicionalmente, la transmision sinaptica entre las fibras Ia provenientes de husos
musculares y | as m otoneuronas, as i comode |aviade S chaffery |as neuronas
piramidales del ¢ uernode A mon, m uestran que | os pot enciales po st-sinapticos
excitatorios (PPEs) tienen un alto grado de asincronia, que a lcanza hasta un 40% de
los ev entos, |o que r efuerza | 0 antes ex puesto (Bonansco y cols., 2004; 2007). E sta
asincronia genera que no exista una correspondencia entre los estimulos aferentes y la
generacion de los potenciales de accidn postsinapticos. Esta falta de c orrespondencia
entre la entrada y la salida en estas vias, probablemente esté presente en otras vias de
transmision sinaptica en la rata taiep, ya que la pérdida de la mielina sucede en todo el
SNC del mutante, con mayor afectacién en las vias con mielinizacién tardia (Duncan y

cols., 1992; O’Connor y cols., 2000; Lunn y cols., 1997, véase Figura 45).
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Figura 45. Corte sagital de cerebros de rata Sprague-Dawley y taiep. En a) el cerebro de unar ata
Sprague-Dawley al afio de edad, en b) el cerebro de una rata taiep, note la disminucién en la tincién de la
mielinaen el cerebrodelarata taiep (b), principalmente en| aregion del tallo c erebral. T incion de

Heidenhain. Cal= 1.0 mm. (Tomado de Duncan y cols., 1992).

Dadas las caracteristicas de mielinizacion peculiares del velo del cerebelo, se ha
empleado es ta es tructura par ael anal isisdel as al teraciones delp roceso de
mielinizacion en el mutante. Elvelo del cerebelo e s una es tructura de f orma mas o
menos r omboidal c on t res ar eas pr incipales. E n la por cidén ¢ audal s e enc uentran
primordialmente ax ones gr uesos m ielinizados t empranamente y por ol igodendrocitos
tipo III y IV;I| ap orcidoni ntermedia ¢ orresponde al IV par c raneal, m ielinizado
tempranamente, y el cual esta poco afectado en las ratas taiep; y la porcion anterior en
donde la mayoria de sus axones son delgados y estan mielinizados tardiamente y por

oligodendrocitos tipo 1 y II (Song y cols., 2001). Dado que los oligodendrocitos III y IV
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mielinizan tempranamente formando axones gruesos y por ende con altas velocidades
de conduccidn; a diferencia de las vias de mielinizacion tardia, esto es las que suceden
en |las ultimas etapas embrionarias y postnatal temprana, las cuales son mielinizadas
preferentemente por oligodendrocitos tipo 1 y II; por lo que la porcion rostral del velo se
mieliniza tempranamente y la porciéon caudal tardiamente. En la rata taiep es la porcion
caudal la mas afectada, asi como otras vias de mielinizacién tardia como son: el nervio
optico, el haz gracilis de las columnas dorsales y la via corticoespinal, indicando que
existe cierta especificidad en | as alteraciones de | a mielina en | a rata taiep (Figura 46;

Song y cols., 2001; Couve y cols., 1997; Lunn y cols., 1997; Roncagliolo y cols., 2006).

Figura 46. Deficiencias de mielina en el velo anterior del cerebelo en la rata taiep. En la rata taiep se
ve reducida la tincion para mielina (amarillo) en comparacion con el control. El inmunomarcaje para los
axones de pequefo calibre fue poco,y enl os axones de m ayor c alibre fue discontinuo. B arra de
calibracién 5, 500 mm.

Con base en los pr ocesos des mielinizantes del m utante, es posible qu e | as

estructuras comando en el tallo cerebral que generan los estados de suefio-vigilia no se

transmitan s incrénicamente, c omo s e h am ostrado en| am édula es pinal, en el
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hipocampo y en | os potenciales pr ovocados ( Bonansco y cols., 2007; R oncaglioloy

cols., 2006).

En el caso del suefo, es por tanto al tamente pr obable qu e | os m ecanismos
neuronales que gatillan tanto el suefio MOR, como el SOL, asi como la vigilia funcionen
con una di namica d iferente en el mutante; y a que lasratas taiep tienen un m enor
numero de episodios de vigilia y del SOL y MOR, pero de una duraciéon media mayor, lo
que implica una d ificultad en la rata taiep para transitar entre los distintos estadios de
conciencia. En el caso del suefio MOR en ratas Sprague-Dawley adultas jovenes (2 a 3
meses); se ha reportado un porcentaje mayor de suefio MOR en la fase de luz (Borbély

y Neuhaus, 1979).

Las ratas macho Sprague-Dawley de 8 meses de edad muestran una distribucion
homogénea del suefio MOR en las fases de luzy oscuridad; 5.6% en | a fase de luz,

respecto de 9% en la fase de oscuridad.

En el caso de |a rata taiep tiene una distribucién porcentual de 2.6 % en la fase
de luzy de 8.9% en la de os curidad, por lo que tiene una disminucién significativa del

suefio MOR en la fase de luz en el mutante (Tabla 10).

Adicionalmente, las ratas taiep muestran episodios de inmovilidad en los cuales

las caracteristicas del electroencefalograma son similares a las del suefio MOR (Cortés

y cols., 2005) . C abe | a pena d estacar que dur ante | os epi sodios de i nmovilidad s e
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presentan tres pat rones con base al os cambios del t ono m uscular, siendo este el

criterio para definirlos (véase Figura 34).

Tabla 10. Porcentajes de suefio MOR y episodios de inmovilidad en ratas

Sprague-Dawley y taiep.

MOR (%) Els (%) Total (%)

luz |oscuridad| 24 h luz |oscuridad| 24 h luz |oscuridad| 24 h

Taiep |26 | 89 115 [21] 14 35 | 47| 103 | 15.0
Sprague- | 5| g9 145 | - - -~ |s56| 90 146
Dawley

Los porcentajes de s uefio MOR se expresan porcentualmente respecto al tiempo total de s uefio. Taiep
(n=6); Sprague-Dawley (n=7). Note que la sumatoria de suefio MOR vy los episodios de inmovilidad en la

rata taiep, es muy similar al suefio MOR de la rata Sprague-Dawley.

Los episodios de i nmovilidad son semejantes a | os eventos que presentan | os
perros narcolépticos Doberman-Pinscher o los ratones que carecen del gen de | a pre-
pro-orexina o de sus receptores, en p articular el tipo 2 (0X2), (Mileykovskiy y co Is.,
2005; Chemelliy cols., 1999; Willie y cols., 2003; Sakuraiy cols., 1999, 1998; Haray

cols., 2001).

De hec ho el grupo del Dr. E mmanuel Mignoten| a U niversidad de S tanford,
también h a ¢ aracterizado ¢ onductual y e lectrofisiolégicamente di stintos grados d e
cambio de It ono m uscular en | os perros nar colépticos dur ante | os episodios d e
cataplejia, los cuales, pueden s er completos o i ncompletos (Riehly cols., 1998). De
éstos ul timos, ex isten epi sodios de ¢ ataplejia en donde s e pierde el tono m uscular

solamente en la cabeza, o solo en los cuartos traseros, o pérdida del tono muscular en
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las extremidades anteriores y posteriores quedando el animal echado. Esto indica que
en la cataplejia de los perros Doberman-Pinscher también se presenta con cambios del
tono muscular parciales de manera similar a lo reportado en esta tesis para la rata taiep
(Eguibar y cols., para ser sometido a consideracion editorial). Estudios clinicos también
han reportado cataplejias completas o incompletas (Peyron y cols., 2000), por lo que los
cambios d et ono m uscular s on v ariables en aqu ellos af ectados de narcolepsia-
cataplejia (Riehl y cols., 1998), problemente por variaciones en la tasa de disparo de las
vias descendentes que excitan o inhiben a | as motoneuronas. De hecho es claro que
durante | os epi sodios de s uefio M OR ex iste at onia c omandada pr incipalmente p or
potenciales inhibitorios glicinérgicos (Chase, 2008) y fasicos que se deberian a efectos

excitatorios e inhibitorios.

Estos hallazgos apuntan a que | os mecanismos que c ontrolan |os cambios del
electroencefalograma s e di socian de aqu ellos q ue se enc argan del t ono m uscular,
como lo hemos propuesto en esta tesis. Esta disociacion probablemente se debe a una
falta de s incronizacién en| at ransmision del os potenciales d e ac cion desde | os
generadores hacia las estructuras comando, lo cual hemos mostrado en el caso de los
potenciales pr ovocados por diferentes m odalidades sensoriales y en | os pot enciales
motores p roducidos por es timulacién ¢ ortical ( Roncaglioloy c¢ ols., 2000) . E stos
hallazgos deberan s er c orroborados m ediante e | r egistro uni tario en las es tructuras
responsables de ge nerarel s uefioM ORy del s ueioS OLo biena travésd el
inmunomarcaje de proteinas que se producen por la actividad neuronal como puede ser
la proteina C-Fos. En la rata la estructura a evaluar seria el nucleo sublaterodorsal para

el caso del suefio MOR (Luppi y cols., 2005). De hecho, en nues tro laboratorio, se ha
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mostrado que el ritmo circadiano de ac tividad |locomotora y de i ngesta de agua es ta
presente en la rata taiep (Toriz y cols., 2005) y responde a los cambios de iluminacion
medio ambientales, de tal forma que en c ondiciones de oscuridad constante muestran
libre corrimiento en su actividad locomotora y en la ingesta de agua (lta, 2011). Estos
hallazgos i ndican qu e | os r itmos c ircadicos es tan oper ando adecuadamente en el

mutante mielinico taiep y que las variaciones del ciclo suefio-vigilia podian deberse a
las alteraciones en las estructuras del diencéfalo y/o del tallo cerebral encargadas de
controlarlo. Cabe la pena destacar que la privacién de suefio total por estimulacion tactil
suave empleando una barra de acrilico, se obtiene un rebote de suefio MOR y de los
episodios de inmovilidad (Ita y cols., 2006); lo que indica que los mecanismos de control
homeostaticos a nivel del SNC operan y generan las sefiales de control adecuadas; las
cuales deben ser transmitidas al resto del sistema. Es entonces muy probable que la
transmision s ea i nadecuada, p udiendo s er as incrona, hac ia | as es tructuras que se
encargan de relevar y controlar tanto la actividad cortical, en el talamo y tallo cerebral
y/o a nivel de la médula espinal en el caso de la atonia muscular. De hecho el control
de | a ac tividad de | as m otoneuronasy s us r espectivas uni dades m otorass ev e
profundamente al terado dur ante | os episodios de inmovilidad, adicionalmente, la rata
taiep muestrar eflejos m onosinapticos al terados,| osc ualesno r esponden
adecuadamente a | aes timulacion iterativa ( Roncaglioloy c¢ ols. 2002) . Estas
alteraciones se restauran con la administracion sistémica de 4-AP (Morales, 2000); una
situacion s imilaral oque s ucede ene | nervio 6ptico donde la4 -APr ecuperal a
morfologia del potencial de accién compuesto y al menos en p arte de su velocidad de

conduccion (Roncagliolo y cols., 2006).
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Enes tat esiss ed escribent res s ubtipos de ¢ ambios de | a ac tividad del
electromiograma de los musculos de la nuca asociados a los episodios de inmovilidad,
pero t odos el los tienen c omo c aracteristica c omun q ue el e lectromiograma os cila, y
debemos considerar que el nivel de tono es |a expresion final de la actividad de todas
las un idades m otoras ( Henneman, 1980). E stos hallazgos s ugieren que | os circuitos
neuronales es pinales que controlan la actividad de las motoneuronas os cilan durante
los episodios de inmovilidad y/o que las estructuras descendentes que controlan el tono
muscular c ambian a lo | argo d el ep isodio de i nmovilidad. Elgrupode M oriy s us
colaboradores, (Moriy cols., 1995; Mori, 1999), han m ostrado que a ni vel del puente
existen dos grupos neuronales: el campo tegmental dorsal y el campo tegmental ventral
que son capaces de abatir o incrementar el tono muscular, respectivamente. De hecho
el mismo Moriy cols. (Moriy cols., 1995; Mori, 1989; véase Figura 47) han m ostrado
que el campo tegmental ventral corresponde a la porcidon mas rostral del nucleo del rafé
magno, de nat uraleza s erotoninérgica ( Halliday y c ols., 2005), | a estimulacion de |
mismo i ncrementael t onom uscular,alnenan imales| ibresd e anes tesiay
deambulando ( Mori, 198 7); y e stos c ambios en | as pr opiedades bi ofisicas de | as
motoneuronas que transitan a otro es tado es table en forma de m eseta, el cualse
acompana de es pigas de ¢ alcio s obre | a m eseta, por 10 qu e has ido denom inado
biestabilidad por el grupo danés de Hounsgaard (1988). Estos cambios de la actividad
neuronal se correlacionan con los del tono muscular y podrian participar en los cambios
de tono muscular durante los e pisodios de inmovilidad como se ha mostrado en esta
tesis. De hecho |a susceptabilidad a m ostrar episodios de i nmovilidad es pontaneos o
inducidos por manipulaciéon disminuyen por la administracion sistémica de + (DOI), un

agonista serotoninérgico postsinaptico del subtipo 5HT2a2c (Eguibar y cols., 2009); y es
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el caso de los inducidos por manipulacion con la ad ministracion de ago nistas para el

subtipo de receptor SHT+, y 5HT 4, (lta y cols., 2009).

Corteza
Motora

Cerebelo

<RLP-B—-—"‘"

CTD e

Puente Bulbo raquideo

O

CT

Figura 47. Estructuras involucradas en la regulacidon de la postura y la locomocién. Principales
areas de la regiéon locomotora. Las neuronas del nucleo reticulares pontis oralis (Po O) proyectan hacia el
CTD y haciala m édula espinal c on pr oyecciones del G c. Las neur onas d el A HL pr oyectan ax ones
descendentes haciael CTD y el CTV. Area hipotalamica lateral, AHL; regién locomotora mesencefalica,
RLM; campo tegmental dorsal, CTD; campo tegmental dorsal, CTV; Nucleo reticular giganto celular, Gc;

nucleo reticulares pontis oralis, PoO (Modificado de Mori, 1987).

La presencia de s erotonina a nivel es pinal lumbar aunado a una es timulacion
aferente adec uada p roduce bi estabilidad en | as m otoneuronas ex tensoras, t anto en
preparaciones in vitro como in vivo (Hounsgaard yc ols., 1 988). Las umadel os
estimulos, pr oduce des cargasenm esetac ones pigasdec alcios ensibles a
dihidropiridinas (Perrier y Hounsgaard, 2003). Estos cambios en el patron de des carga
en | as m otoneuronas pr oducen uni ncremento i mportante del ni vel d e ac tividad

electromiografica y son probablemente |os responsables de |os cambios abruptos del
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tono muscular durante las transiciones en el suefio y/o la vigilia, y probablemente se
expresen d urante | os episodios de inmovilidad que m uestran | as ratas taiep, dadal a
hipertonia extensora y la retraccion muscular facial, producto de | a actividad muscular

sostenida como se mostré previamente (Cortés y cols., 2005).

También se mostrd, en el caso de los episodios de inmovilidad espontaneos, que
estos muestran una distribucion hom ogénea a lo largode las 24 h ( Cortésy cols.,
2005); mientras que los episodios de inmovilidad inducidos por manipulacion muestran
dos picos de incremento de susceptibilidad, el primero en la transicion de la fase de luz
hacia la oscuridad y un segundo pico a la mitad de |a fase de oscuridad (Cortés y cols.,
2005). Existe una correlacion importante entre la desmielinizacion y la susceptibilidad a
mostrar episodios de inmovilidad inducidos por manipulacion, ya que muestran un pico
entre los 7 y los 9 meses de edad, a partir de esta fecha decrecen progresivamente, lo
que qu iza se debaa cambios en | os sistemas neurotransmisores y/o peptidérgicos
involucrados en producir episodios de i nmovilidad y/o en | a transmision de potenciales
de accidn producto de la desmielinizacion (Lunn y cols., 1997). De hecho los episodios
de i nmovilidad i nducidos por m anipulacion s e i ncrementan por | a adm inistracion
sistémica de pr azosina un ant agonista o1 noradrenérgico (Cortés y cols., 2007), taly
como sucede en los perros narcolépticos (Mignot y cols., 1988); y en los humano en los
cuales la prazosina (Minipress®) esta contraindicada, porque puede inducir inclusive un
estado de c ataplejia c onstante denom inado “status cataplexicus” (Aldrichy Ro gers,
1989). P or otra parte, |a adm inistracion de antagonistas a, noradrenérgicos como la

yohimbina, abol en | os epi sodios de i nmovilidad i nducidos por m anipulacion,y s e
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incrementan c on la administracion d e ag onistas o, (Eguibar y c ols., 20 06). E stos
hallazgos concuerdan con lo reportado e n | a literatura en p erros y humanos en |os
cuales ago nistas o, incrementan | a c ataplejia. P or ot ra parte, |a administracion de
agonistas dopaminérgicos del subtipo D, como el quinpirol o del subtipo D3 como el 7-
OH-DPAT o el () PD-128 907, incrementan los episodios de inmovilidad inducidos por
manipulacion y el sulpiride, un antagonista D ,, los incrementa (Eguibar y cols., 2010).
En perros nar colépticos también |a c ataplejia s e incrementa por |a administracién de

agonistas dopaminérgicos (Honda y cols., 1999; Nishino y cols, 1991).

La ex ploracion f armacologica del s istemas erotoninérgico m ediante!l a
administracidén de ag onistas y ant agonistas s erotoninérgicos d e | 0s s ubtipos 5H T1a,
5HT 4, o bien de la familia 5HT 242 disminuyen los e pisodios de inmovilidad inducidos

por manipulacién (Itay cols., 2009; Eguibar y cols., 2009; Tabla 11).

Adicionalmente, se exploré elr olde | aac etilcolinae n los epi sodiosd e
inmovilidad i nducidos por m anipulacién c on | os a gonistas c olinérgicos que i nducen
cataplejia en | os per ros nar colépticos, | os c uales a ctuan pr eferentemente, s obre | 0s
receptores m uscarinicos t ipo 2 ( My), responsables dei ncrementar| a c ataplejia
(Delashaw y cols., 1979; Reid ycols.,,1994 ay b).Enel casodel arata taiep los
resultados c on | a a dministracion de ago nistas c olinérgicos n o ¢ orresponden c on lo
reportado en | os perros nar colépticos. P robablemente debido a |a altaincidenciade
efectos colaterales como son: |a sialorrea, piloereccion, miccion y defecacion en la rata

taiep. Esto es, las ratas taiep muestran un cierto grado de hipersensibilidad a la accion
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de las drogas colinérgicas. Cabe la pena destacar que las ratas taiep fueron obtenidas
de una mutacion es pontanea durante el proceso de seleccion de las ratas HY (high-
yawning, p or s us siglas en i nglés) ( Urba-Holmgren y cols., 1990; Holmgreny cols.,
1989). Las r atas H Y m uestran c ambios en s ur espuestaa laac cion de dr ogas
colinomiméticas, siendo mas sensibles a la fisostigmina que | as ratas de baj o bostezo
LY (del inglés low yawning; Urba-Holmgren y cols., 1993), por lo que es plausible que
las r atas taiep muestren t ambién r espuestas di ferentes ant e la a dministracion d e
agonistas y ant agonistas ¢ olinérgicos. E nes tes entido, el i ncrementodel as
inmovilidades i nducidas por m anipulacion c on el don epecilo, el ¢ uali nhibe
selectivamente a | a acetilcolinesterasa, lo que apunta a que la acetilcolina tiene un rol
en el control de lac ataplejiaen| arata taiep. E s n ecesario e n el futuro i nmediato
explorar ademas la accion del carbacol administrado a ni vel del puente y valorar sus
efectos sobre los episodios de inmovilidad espontaneos e i nducidos por manipulacion,
dado qu e este age nte colinérgico i ncrementa el s uefio M OR. La pr ediccién es que,
existira un i ncremento sostenido de | os episodios de i nmovilidad, siendo ne cesaria la
evaluacion neur oquimica de | os niveles de acetilcolinay de sus receptores en es te

mutante.
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Tabla 11. Efecto de agonistas y antagonistas de neurotransmisores involucrados en la
narcolepsia-cataplejia en la rata taiep.

Neurotransmisores Efecto en la narcolepsia-
cataplejia

Agonistas incrementan
Dopamina
Antagonistas disminuyen
Agonistas incrementan
Noradenalina
Antagonistas disminuyen
Agonistas disminuyen
Serotonina
Antagonistas incrementan
Agonistas incrementan
Acetilcolina
Antagonistas disminuyen

CONCLUSION

En c onclusién, | as cataplejias i nducidas por m anipulacion e nl ar ata taiep
muestran un perfil farmacoldgico similar al de los perros narcolépticos, considerando las
vias noradrenérgicas, serotoninérgicas y dopaminérgicas, sin embargo para el caso del
sistema colinérgico muestran hipersensibilidad a es tas drogas. Por otra parte, larata
taiep es un modelo adecuado para el estudio de los trastornos del suefio MOR 'y es
unico en el s entido de que, una enf ermedad des mielinizante es el s ustratodel as
alteraciones del ciclo s uefo-vigiliay de |los cambios del tono muscular, comose ha

mostrado en es te trabajo de t esis de doc torado. Por lo que la rata taiep es un bue n
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modelo para el estudio de | a narcolepsi-cataplejia asociada a | a des mielinizacion dell

SNC.

En otras patologias del SNC en humanos, como la enfermedad de P arkinson, la
enfermedad de N ewman-Pickt ipo Cy | aes quizofrenia, cursan c on al teraciones
importantes del s uefio M OR as ociados ac ataplejias ¢ on di ferentes s ustratos
neuronales (Nishino y Kanbayashi, 2005). Es claro que las alteraciones del suefio MOR
en el mutante de m ielina taiep. De hecho en unt rabajo reciente de W ilkins y cols.,
(2010) se muestra que el mutante es similar a la esclerosis ya que muestran placas de

desmielinizacion.

Esto es, p ueden existir hi persomnolencias y al teraciones de | s uefio M OR en
distintas p atologias degenerativas del SNC, siendo | ar ata taiep un m utante de la
mielina con una expectativa de vida larga, es pertinente evaluar con detalle el progreso
de | a des mielinizacion en | as distintas e structuras cerebrales, par ticularmente en el
hipotalamo y en el tallo cerebral, alo largo del primer afio de vida para determinar los
sustratos que producen | as alteraciones del s uefio MOR 'y del tono musculary su
correlacién con cambios en la e structura de | os ritmos circadianos y del ciclo s uefo-

vigilia en el mutante.
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PERSPECTIVAS

1. Completar el estudio neuroanatomico de | a mielina central a | o largo del primer

ano de vida.

2. Analizar neuroquimicamente el sistema colinérgico de la rata taiep, asi como el

papel de las orexinas en los trastornos del sueno e inmovilidad.

3. Evaluar el efecto del factor “S” y del factor “C” sobre el rebote del suefio.

4. Analizar los ritmos circadianos de actividad locomotora e i ngesta de agua e n la

rata taiep.
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APENDICE “A”

Inmovilidad

Histéricamente el r eflejo de i nmovilidad (RI) has ido m otivo de es tudio por
neurélogos, fisidlogos, zodlogos, psicélogos, psiquiatras y aun tedlogos. Ya los Egipcios
tenian cierto culto a las serpientes encantadas, como las que ahora se encuentran en la
India. También se hace referencia en la Odisea a trances que se inducian en animales
0 personas con ciertos movimientos repentinos. El Talmud se refiere a la inmovilizacion
de lagartos, de escorpiones y de viboras para protegerse de estas criaturas venenosas

(Klemm, 1971 a; Klemm, 1990).

Por mucho tiempo se propuso que la paradoja de la funcién del tallo cerebral era
que por una par te m ediabal a ent rada de es timulos par a la pr eparacion a ac tos
motores; y por el otro bajo ciertas condiciones de estimulacion, que se describiren mas
adelante, el or ganismo des plegaba una c onductadei nmovilidad ¢ onductual, d e

caracter activo (Klemm, 1990).

La conducta de inmovilidad, ha sido descrita en contextos tanto naturales, como
experimentales. A esta conducta también se le ha llamado; conducta de congelamiento,
catalepsia o muerte fingida. El rasgo comun a todas estas conductas es la presencia de
la inmovilidad activa. Klemm (1971 a), describe la inmovilidad activa como un estado de

akinesia; en el cual se presenta una incapacidad para iniciar el movimiento y para que
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se presente s e requiere un gr ado m inimo de t ono muscular, para mantener c iertas

posturas.

Entre las conductas de i nmovilidad activa, puede mencionarse la que s e induce
con un es timulo visual, por ejemplo, la que s e presenta cuando un v enado se queda
quieto ant e | as  uces de un a utomovil. L a es timulacion de la pi el produce t ambién
inmovilidad activa y esto lo podemos ver claramente en |a conducta de acarreo de los

cachorros de félidos y canidos, o bien en ratas (Figura 1).

Figura 1. Conducta de acarreo. Se muestra la conducta de acarreo en el gato, durante la cual los

cachorros presentan inmovilidad activa. (Modificado de Klemm, 1990).

Otro grupo de t érminos ha s ido us ado p ara r eferirse al a inmovilidad q ue es
producida solo por manipulacion e i ncluye: hipnosis animal, inmovilidad toénica, reflejo
de i nmovilidad o i nmovilidad f asica; debi do a que e ste es tado s olo dur a de poc os

segundos a unos minutos (Klemm, 1990).

Klemm (1971 a) define el reflejo de i nmovilidad como un es tado reversible de

profunda i nmovilidad ¢ atalépticay unar elativa i ncapacidad par ar esponderal os
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estimulos del m edio am biente, que s e presentat antoenv ertebrados c omo en

invertebrados; y cuyo estado puede ser experimentalmente inducido por restriccion o
por fijacion visual. Considera que el término de inmovilidad es el mas adecuado debido
a que es la caracteristica conductual que destaca mas y pertenece a un estado que es
reversible. E sta conducta es estereotipada e i nvoluntaria en r espuesta a un es timulo

especifico, como es la sujecion cuando se ponen en decubito dorsal al sujeto (Figura 2).

Figura 2. Reflejo de inmovilidad. Se puede ver la postura adoptada durante el reflejo de inmovilidad
activa en un anfibio y un mamifero (Modificado de Klemm, 1990).

Induccion del reflejo de inmovilidad.

Existen varios métodos para inducir el reflejo de inmovilidad, que van desde la
simple f ijacion de la m irada h asta s ujetar el c uerpo del a nimal, gener almente e n
decubito dorsal. EI método para inducir inmovilidad en la gallina involucra restriccion,
esto es fijar su cabeza contra una s uperficie plana; y utilizando un objeto en el que fije

su atencion.
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Otro método utiliza | a estimulacion visual o | a tactil que i nvolucra m ovimientos
ondulatorios con las manos, como seria el caso de | as cobras y los encantadores de
serpientes; o la estimulacion repetitiva que se realiza al balancear al animal hacia atras

y hacia delante (Klemm, 1971 a).

El método mas utilizado es el de | ainversiéon repentina que s e caracteriza por
una es timulacién gr avitacional y t actil, colocando al a nimal en dec ubito dor sal y
estirandolo; sin embargo, aunque se utilice un solo método de induccién de inmovilidad
el tono muscular puede variar entre las distintas especies estudiadas (Klemm, 1971 a,

b).

Como puede observarse existen varios métodos para inducir la inmovilidad, sin
embargo de ac uerdo a G ilman y Marcuse (1949) estos se pueden agrupar en c uatro
grandes grupos:

1) Induccién por estimulacion repetitiva

2) Induccidn por presion de ciertas partes del cuerpo

3) Induccidn por inversion

4) Induccién por restriccion

5) Induccién farmacolégica

La restriccién del animal unida a una es timulacion tactil y propioceptiva pueden
desencadenar condiciones con caracteristicas visibles que se presentan en el reflejo de
inmovilidad, aunque no precisamente t odas es tas caracteristicass et ienen q ue

presentar en un mismo episodio:
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1) pérdida de la posicion erecta y de los reflejos de soporte postural

2) cambios en el tono muscular.

3) temblor fino de las extremidades que pueden incluso ser de tipo clonico.
4) ojos abiertos e inmaviles.

5) incremento o disminucion de la frecuencia cardiaca y respiratoria.

Hipotesis sobre lainmovilidad.

La primera hipétesis se relaciona con el empleo del término “muerte fingida” que
se atribuy6 a | a presencia de inmovilidad en circunstancias de temor, este fendmeno
tuvo significado evolutivo y fue considerado como un mecanismo de defensa contra los
depredadores; debi do a que | ainmovilidad s e pr esentaba en | os ani males ¢ uando
enfrentaban situaciones de peligro extremo, que pone en riesgo la vida (Klemm, 1971 a,

b).

La segunda hipétesis se basa estrictamente en | a fisiologia de los reflejos. Esta
hipotesis sostiene que ciertos patrones de es timulos; particularmente los tactiles y los
propioceptivos, ante la induccion manual, activen un gr upo de n euronas inhibitorias a

nivel del tallo cerebral (Klemm, 1976).

Ene lc ampode Ilafisiologias e h anr ealizado es tudios para di lucidar | as
estructuras c erebrales i nvolucradas en e | r eflejo de i nmovilidad. A si Klemm ( 1990)
reporta resultados experimentales al efectuar secciones caudales y progresivas de todo

el tallo cerebral hasta la parte mas caudal del bulbo raquideo en ranas, localizando que
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la influencia inhibitoria procede de la formacion reticular medial, como la estructura mas
importante de la inhibicidon generalizada, suficiente para iniciar y mantener el reflejo de

inmovilidad.

Por ot ra par te, el s istema que ¢ ontrola | os r eflejos pos turales s e enc uentra
localizado en el bulbo raquideo y en la médula espinal, recordando que |as influencias
inhibitorias s on des cendentes y directas hacia la médula espinal, desde | as regiones

inhibitorias del tallo cerebral.

El mismo Klemm (1965), mostrd que la estimulacion eléctrica en el tallo cerebral
inducia u nr eflejo de i nmovilidad, per o es te s e potenciaba ¢ uando | as r egiones

estimuladas eran la region pontina y/o la formacion reticular bulbar (Klemm, 1965).

Por ot ra par te, Magoun y R hines ( 1946) dem ostraron que | a e stimulacion e n
grandes regiones de la formacién reticular medial abolia la actividad muscular ténica y
la r espuesta r efleja bi lateral en el gat o de scerebrado. D e tal forma que ¢ uando los
movimientos corporales son inhibidos, existe un i ncremento en | a actividad de c iertos
grupos de neuronas, por lo que Klemm (1971) propone que este grupo de neuronas son
inhibitorias, las cuales actuan sobre sistemas excitatorios descendentes los cuales a su
vez inhiben a las motoneuronas espinales a través de interneuronas. Klemm (1971 b),
revela que el incremento en | a actividad unitaria multiple en el bulbo raquideo durante
un reflejo de inmovilidad también ocurre durante cualquier movimiento de cabeza o de
las e xtremidades, de m anera s imilar al o que s ucede t ambién es pontaneamente al

despertar. Sin embargo, los movimientos y el incremento unitario también coincide con
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un c ambio hacia el ritmo theta en el hi pocampo. Lo ¢ ual s ugiere que | a f ormacién
reticular e sel origende unam ezcla dei nfluencias des cendentes inhibitorias y

excitatorias como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Modelo de los mecanismos sensoriales y motores que activan la inmovilidad activa. La
figura muestra las entradas sensoriales y propioceptivas que activan el sistema reticular ascendente o el
sistema que controla la inmovilidad. E stos e stimulos llegan también al sistema limbico, el cual actia a
través de la liberacion de noradrenalina. Con lineas punteadas se marca la influencia antagonista de la
corteza hacia estas respuestas. La respuesta de salida de la informacion reticular puede activar por una
parte | a i nhibicién, o po rotra a ctivar | os sistemas m otores. N ote que es en el tallo cerebral do nde
coexisten ambos sistemas de a ctivacion o de inhibicién en las motoneuronas (Modificado de K lemm,
1990).

Klemm (1 971 a) m ostré que dur ante el r eflejo de i nmovilidad | a ac tividad
electroencefalografica puede ser de dos tipos, una de ellas con una actividad rapida en

la corteza cerebral de baja amplitud y ritmo theta en el hipocampo; el otro tipo que seria
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con una actividad lenta e irregular de alto voltaje en |a corteza cerebral y ritmo theta en

el hipocampo (Klemm, 1971 a, b; Rakshit y Klemm, 1980).

Green y Arduini (1954) fueron de los primeros en mostrar que durante la vigilia el
hipocampo presenta descargas ritmicasde 5-9 Hzy aes eritmosele llamé “ritmo
theta”. P osteriormente Vanderwolfy su grupo (1975), des cribieron dos tipos de r itmo
theta. Eltipo I (theta alto) para el ritmo t heta que s e pr esentaba dur ante | a v igilia,
cuando el animal realiza movimientos voluntarios como |o es caminar o correr y cuya
frecuencia se presentade 6 a 12 Hz, y el tipo 1I (theta bajo) que se presenta durante la

inmovilidad con una frecuencia de 4 a 9 Hz (Kramis y cols., 1975).

El des arrollo de | as t écnicas el ectroencefalograficas y |1 0s des cubrimientos de
Moruzzi y Magoun (1949) abrieron un nuevo campo en la investigacion de los sistemas
que s e activan durante | a vigilia. E llos m ostraron que | a es timulacion e léctrica de | a
zona medial del tallo cerebral producia un estado de alertamiento cortical caracterizado
por ac tividad r apida de b ajo v oltaje. P ropusieron as i, qu e el s istema ac tivador
ascendente, estaba | ocalizado en Ila f ormacion r eticular, e xtendiéndose porlalinea
media del tallo cerebral que a barca tanto al bulbo raquideo como al puente (Steriade,
1996). La formacion reticular es una zona de relevo y de integracidén para la mayoria de
las entradas sensoriales, la informacion es transmitida a los nucleos talamicos y de aqui

hacia la corteza cerebral (Hobson y cols., 1986).

Rhines y Magoun ( 1946) obs ervaron que | aes timulaciéon de | af ormacion

reticular, des de el bu Ibo raquideo has ta el hipotalamoy el talamo i ncrementaba |l a
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amplitud d e | os m ovimientos i nducidos p or | a es timulacion. P osteriormente M agoun
(1948), m ostré que | esionando | a f ormacidn r eticular i nducia el estado de comaen
monos, | o que r eforzaba s u propuestade que estes istemar eticular ac tivador

ascendente producia la vigilia.

Experimentos realizados por Mori (1989) en gatos en libre movimiento mostraron
que la estimulacién eléctrica del campo tegmental dorsal suprime el soporte postural, es
decir, se pierde el tono muscular completamente. En contraste, cuando se estimula el
campo tegmental ventral el gato se pone de piey si se continda con la estimulaciéon
eléctrica se induce la marcha de forma rigida; como el denominado paso aleman. Por
otra parte, la estimulacion de la regién locomotora mesencefalica puede inducir marcha
lenta, marcha rapida, trote y galope; dependiendo de la intensidad de |a e stimulacion
(Shik y Orlovsky, 1976). En esta preparacion no solamente se inducia la marcha, sino
que s e p resentaron adem as c onductas de al ertamiento el ectroencefalografico.
Neuroanatdmicamente | as r egiones es timuladas del c ampo tegmental ventral qu e
correspondea lar egiobn m asr ostral del nucleode Ir afé m agno, un nucleo
serotoninérgico, y el dorsal, a regiones que reciben fibras de paso que proyectan hacia
la formacion reticular del bulbo raquideo en el area del nucleo reticular gigantocelular
(NRGC) que pr oyecta ai nterneuronas gl icinérgicas de | a m édula es pinal, | as q ue

producirian en ultima instancia la inhibicién (Mori, 1989).

Es i nteresante el he cho de qu e v arios e stados de ¢ onciencia s e enc uentran
modulados por |a formacion reticular pontina y el hipotalamo participa en la regulacion

de | os pr ocesos as ociados ¢ on el m antenimientod e | a homeostasisy | os r itmos
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bioldgicos. A la fecha esta bien establecido, que en e | tallo cerebral se encuentran los
mecanismos involucrados en | a vigilia y el suefio. Los mecanismos involucrados en e |
sueno y los que inducen el reflejo de inmovilidad se encuentran localizados en la regién
ponto-bulbar (Jouvet, 1967). Estos estados presentan ciertas similitudes, pero también
sus diferencias. M encionando en primer orden |l as similitudes, podemos decir que se
presentan de manera natural, tienen semejanzas ontogenéticas, i nhiben movimientos
voluntarios y puede n pr esentar ac tivacion c ortical ( Klemm, 1971 b). D entrode | as
diferencias se puede mencionar, que durante un reflejo de inmovilidad no se presentan
sacudidas musculares, no hay movimientos oc ulares r apidos, no s e ab ole el t ono
muscular de la nuca y no |l o antecede el suefio, por lo que es tamos hablando de v ias

compartidas en eventos fisioldgico-conductuales diferentes.

Inmovilidad Farmacolégica

Otrac onductade i nmoviidades | ac atalepsia,es tas ei nduce
farmacolégicamente con drogas dopaminérgicas o con opiaceos y es una condicion en
la cual la persona o el animal per manece por |argos periodos en una sola pos tura,
impuesta externamente. El sistema nigro-estriatal ha sido considerado importante para
la induccion de estados catalépticos, ya que al administrar antagonistas dopaminérgicos
como el haloperidol se induce, y puede bloquearse al adm inistrar c anabinoides ( De

Ryck y cols., 1980).

En resumen, los cambios del tono muscular, que ocurren en | os diferentes tipos

de inmovilidad dependen de zonas en | a formacién reticular del tallo cerebral. Algunas
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zonas también estan involucradas en la atonia muscular qu e s e produce durante el

suefio MOR.
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APENDICE “B”

Suefio

La definicion conductual del suefio es la de un estado reversible ene |l cual el
organismo disminuye su percepcion sensorial y por ende disminuye las respuestas ante
estimulos externos (Carskadon y Dement, 2000). La mayor parte de lo que conocemos
del suefo se debe a es tudios realizados en mamiferos, particularmente humanos, sin
embargo esto no lo hace exclusivo de ellos. Los criterios para que un estado de reposo
pueda s er c onsiderado c omo s uefio i ncluyen: | a pe rmanencia del s ujeto en ¢ alma,
adopta un a pos tura es pecie-especifica ( Figura 1), o jos c errados, al to um bral par a
responder a estimulos externos, un r itmo circadiano y c ambios c aracteristicos en el
electroencefalograma que s e des cribiran m as adel ante ( Cambelly T obler, 198 4;

Carskadon y Dement, 2000).

ledn

cofejo

Figura 1. Posiciones adoptadas para dormir en algunos mamiferos. El suefio puede ser identificado
conductualmente por las p osturas especificas adoptadas durante el suefo. En la figura se presentan

posturas que adoptan algunos mamiferos (Modificada de Hassenberg, 1965).
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El suefo e s un pr oceso dinamico durante el cual ocurren cambios fisiolégicos
como son la termorregulacion, la sintesis de proteinas, la modulacion de la liberacion de
varias hormonas, el procesamiento de la informacion y la consolidacion de la memoria,
asi como la secrecion de citoquinas involucradas en | a regulacion del sistema inmune
(Fernandez-Guardiola y Calvo,1998). Esto ha llevado a formular nuevas teorias sobre la

funcién del suefo, como son: la teoria de la restauracion y la teoria de la adaptacion.

Teoria de la Restauracion.

La s ensacién de bi enestar que s entimos después d e dor mir s ugiere que es te
estado nos sirve para reestablecer las funciones del cuerpo. El suefio que se presenta
durante una enfermedad o des pués de u na cirugia apoya esta teoria. Adicionalmente,
se ha des crito que dur ante el suefio de ondas |entas (SOL) se pr esentan c ambios
hormonales, por ejemplo; incrementan | os niveles d e la hormona del crecimiento, de
testosterona y de prolactina (Aldrich, 2000). Otro punto importante se centra en | a alta
proporcion de s uefio con m ovimientos oc ulares ( MOR), que s e pr esenta dur ante | a

infancia, cuando el desarrollo del cerebro es maximo (Marks y cols., 1995).

Teoria de la Adaptacion.

Propone que el suefio permite un amplio rango de adaptacion a las condiciones
ambientales, ya que t iene un p apel es encial en la conservaciondel aenergiaol a
regulacion t érmica del c¢ uerpo.Lar educcionde | at emperaturac orporaly del

metabolismo mantiene la homeostasis del organismo, siendo contrario, a lo que sucede
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en la vigilia. Otro punto que apoya esta teoria es que los animales pequefios con altas
tasas metabdlicas duermen mas que | os animales grandes con metabolismo lento, ya

que requeririan menor tiempo de sueno (Aldrich, 2000).

Caracterizacién electroencefalografica del suefio.

Una m anera de ev aluar el suefo es mediante |a polisomnografia que i ncluye el
registro s imultaneo de di stintas v ariables f isiolégicas, dent rode| asc ualess e
encuentran tres basicas para distinguir los periodos de vigilia de los periodos de suefio

y son:

1) El electroencefalograma (EEG), registra la actividad eléctrica de |la corteza del
cerebro m ediante | a di ferencia de v oltaje r egistrada ent re dos el ectrodos

colocados sobre el cuero cabelludo respecto a uno de referencia.

2) El electromiograma (EMG), que permite el registro de la actividad muscular,

con dos electrodos colocados en un musculo.

3) E | el ectro-oculograma ( EOG), r egistra el m ovimiento de | os ojos m ediante un
electrodo colocado en la piel del parpado y otro de referencia colocado en |la superficie

del craneo.

El s uefio puede dividirse en dos es tados que han s ido definidos en ba se a

parametros fisioldgicos.
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1) El suefio con movimientos oculares rapidos (MOR), también referido como un estado

de sueio desincronizado, paraddjico o activo.

2) El sueio no MOR (NMOR) o suefio de ondas lentas (SOL), referido como un estado

sincronizado, de ondas lentas que comprende, en el humano, los estadios del 1 al 3.

El ciclo del suefio varia en cuanto a su duracién y distribucion de suefio NMOR y
MOR dependiendo de la especie, de |la actividad realizada durante la vigilia, de la edad
entre otros factores (Hobson y cols., 1986; Garcia-Garcia y Druker-Colin, 1999; Lesku y

cols., 2009).

En condiciones normales el suefio MOR y NMOR se presentan alternadamente
durante toda la noc he. C ada ciclo dura a proximadamente 90 minutos y contiene 20
minutos en promedio de suefio MOR. El suefio MOR comienza 90 minutos después de
iniciado el suefio NMOR, por lo que en un periodo de 8 horas de suefio se tendran de 4

a 5 periodos de suefio MOR (Aldrich, 2000).

Las caracteristicas el ectroencefalograficas del suefio y la vigilia en el humano (Figura

2), se detallan a continuacion:

1) Vigilia-atenta. Cuandoel s ujetoes tades piertoy at entoel pat ron
electroencefalografico s e presenta c on un a bajo voltaje y alta frecuencia, loque s e
denomina frecuencia bet a que esta c omprendida d entrodel rangode20a40 Hz.

(Aldrich, 2000).
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2) Vigilia-quieta. Cuando un a persona e sta des pierta per o r elajada, c on | os ojos
cerrados; se presenta el ritmo alpha (8 a 13 Hz) en las regiones parieto-occipitales, que

pueden alternar con ritmo beta (Aldrich, 2000).

3) SOL Etapa 1. Es lafase inicial del sueno, en | a cual el umbral para despertar es
bajo. E | ritmo al pha desaparece y apar ecen ac tividades es poradicas de bajo v oltaje
sobre un ritmo bet a. Los m ovimientos o culares de sapareceny el t ono m uscular

disminuye.

4) SOL Etapa 2. Aparecen los “husos de sueno” que es actividad fusiforme con una
frecuencia de 14 a 16 Hz. Alternando con actividad beta. Ademas aparecen también los

“‘complejos K” que alternan con actividad delta (0.5 a 4 Hz) de alto voltaje.

5) SOL Etapa 3. Se caracteriza por la presencia de actividad delta, el tono muscular es

bajo y pueden aparecer movimientos oculares lentos.

7) Sueiio MOR. En esta etapa existe una gran actividad cerebral cortical asociada a un
cuerpo inmovil, por lo que se le denomind suefio paraddjico (Jouvet, 1967). La actividad
electroencefalografica es rapida y de bajo voltaje (ritmo beta); aparecen movimientos
oculares r apidos, h ay at onia m uscular oc asionalmente i nterrumpida por br eves

contracciones.
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Figura 2. Patrones electroencefalogréficos de la vigilia y el suefio. Representacion grafica de las
frecuencias que se presentan durante el registro encefalografico de la vigilia y el suefio en el humano.
(Modificada de Hartmann, 1973).

Esta des cripcion s e refiere a | as etapas que s e presentan en el humano, sin
embargo la rata, en tiempos recientes, ha sido uno de los modelos animales utilizados
para estudiar los aspectos basicos del suefio en los mamiferos (Alfoldi y cols., 1990). El
ciclos uefno-vigiliad elgat oy lar ata presental asm ismasc aracteristicas
electroencefalograficas que en el humano, sin embargo, existen algunas variaciones en

cuanto a la distribucion de las etapas durante el ciclo suefio-vigilia.
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Los registros el ectroencefalograficos en |a rata us ualmente se dividen en tres
estados: v igilia,s uefiono MORyYy s uefioM OR( Maloneyy c ols., 1997).
Caracterizandose la v igilia por p resentar una al ta f recuenciay baja am plitud en el
electroencefalograma ademas de alta actividad electromiografica. En el suefio no MOR
se presenta ac tividad c ortical lenta i nterrumpida por hus osd e suefioy m uy baj a
actividad electromiografica. Finalmente en el suefio MOR se presenta actividad cortical
de alta frecuencia y baja amplitud, con ritmo theta en el hipocampo y atonia muscular

(Maloney y cols., 1997).

Historia

El es tudio del suefio comienza con | os trabajos de C . Von E cénomo; y a que
durante la I Guerra Mundial una epidemia de encefalitis letargica, causé una prolongada
y pr ofunda s omnolencia en la mayoria de | os pac ientes i nfectados. Von E cénomo
reportd qu e es te es tado d e pr olongada somnolencias e d ebiaau na lesionen el
hipotalamo posterior y en el mesencéfalo; sin embargo esta misma infeccion en ot ros
sujetos producia agitacion e i nsomnio, cuyas lesiones estaban |ocalizadas en el area
predptica y en el hipotalamo anterior (Finger, 1994; Jaffe, 2000). Estos hallazgos fueron
esenciales para sefialar |las areas especificas del cerebro que s on responsables de | a

vigilia y el suefo.

En 1953, Aserinski y K leitman hac iendo obs ervaciones en nifios dor midos,
describieron que existia una relacion entre la actividad de los ojos y la profundidad con

la que s e dormian los individuos. C onsiderando que ex istian periodos en | os que | os
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ojos estaban en reposo y otros en los cuales se movian por periodos cortos, decidieron
realizar un electroencefalograma, describiendo que los movimientos oculares rapidos se
presentaban cuando |la actividad electroencefalografica era rapida y de baja amplitud y
ausencia d el t ono m uscular, p or 1 0 q ue posteriormente s e le denomind s uefio c on

movimientos oculares rapidos (sMOR), (Aserinsky y Kleitman, 2003).

Posteriormente J ouvety s u g rupo ( 1967), en es tudios r ealizados e n gatos
intactos y descerebrados, m ostré que ex istian al m enos dos formas de s uefo c on
caracteristicas electroencefalograficas y sustratos neuronales diferentes, refiriéndose al
sueno de ondas lentas y al suefio paradéjico o suefio con movimientos oculares rapidos

(Jouvet, 1967).

Regulacion del ciclo suefo-vigilia

Las neur onas c olinérgicas del t egmento pedun culo pontino i ntervienenenla
regulacion del ciclo suefio-vigilia enviando proyecciones al talamo para la modulacion
de la actividad cortical. La liberacién de acetilcolina en el talamo, durante la vigiliay el
sueno M OR, provoca des polarizacion de las neuronas t dlamo-corticales y cambia su
modo de descarga desde u nodet ipot dnico haciauna descargadet ipo f asica,
interrumpiendo la sincronizacion entre el talamo y la corteza cerebral (Dattay Siwek,
1997). La descarga tonica del talamo, asociada con el suefo lento, se produce cuando
cesa la liberacién de acetilcolina y las neuronas talamicas regresan a un estado de

hiperpolarizacién, permitiendo a las células marcapasos del nucleo reticular del talamo
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(NRT) descargar de forma ténica y producir la sincronizacion del electroencefalograma

(Steriade y cols., 2001).

En es te estado, | ar espuesta t alamo-cortical no r ecibe es timulos ge nerados
interna o ex ternamente. Un gran num ero de es tudios en gat os han m ostrado que | a
parte dorsal de | a formacién reticular pontina es crucial para el inicio y mantenimiento
del suefio MOR. La s upresion de las oscilaciones del suefo lentoy el comienzo del
suefio MOR ocurren por una desinhibicion en el tallo de circuitos locales inhibitorios que
hacen ¢ ambiar | a d escarga t alamica; es te c ambio sel e h a atribuido a neur onas
colinérgicas de la parte basal del cerebro (Jones, 1991). Por otra parte Sakai y su grupo
(1981) r eportaron que | a gran mayoria d e | as neur onas pontinas c on u na ac tividad
ténica, especificamente durante el suefio MOR, estaban localizadas en | a regién peri-
locus coeruleus alpha (peri LCa), formada por una pequena area de la parte dorsal del

pontis oralis y del ponto caudalis (Sakai y cols., 1981).

Hobson y sugrupo (1975)y mastarde S akai y cols., (1981) pr opusieron la
activacidn de las neuronas de la region peri LCa es debida a una interaccidn excitatoria
entre las neuronas MOR-on y una inhibicidén reciproca con neuronas monoaminérgicas

(Hobson y cols., 1975; Sakai y cols., 1981).

De hecho el tegmento pedunculo pontino (TPP) y el tegmento latero dorsal (TLD)

han sido reportados por contener neuronas MOR-on, la gran mayoria de | as neuronas
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de estos nucleos estan tonicamente activas durante la vigilia y durante el suefio MOR

(Kayama y cols., 1992).

Entre los principales nucleos reguladores de la vigilia se ha descrito la funcion del
locus ¢ oeruleus de ac tividad noradrenérgica;l os nuc leosdel r afédor sal
(serotoninérgico); y el nucleo tubero-mamilar (histaminérgico), los cuales presentan una
alta actividad durante la vigilia, disminuyen sus frecuencia de disparo durante el suefio
de ondas lentas (SOL), y pierden su actividad neuronal durante el sueno MOR (Siegel,
2000). El area predptica ventro-lateral de naturaleza GABAérgica, se activa en el inicio
del SOL, y sus proyecciones inhiben la actividad de los nucleos que intervienen en la
vigilia, as i c omo de | os nuc leos de | t egmento | atero-dorsal ( TLD) y del t egmento
pedunculo pontino (TPP); (Saper y cols., 2001). Las neuronas de los nucleos TLD/TPP
se consideran neuronas MOR-on, dado que | a activacion de estos centros colinérgicos
da como resultado la atonia muscular caracteristica del suefio MOR, y la activacion de

la corteza cerebral (Figura 3).
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Figura 3. Nucleos, neurotrasmisores y vias que intervienen durante el ciclo suefio-vigilia. Los
nucleos a ctivos durante e n | a vigilia (rosa) tienen proyecciones as cendentes al a c orteza con una
actividad cortical r apida, y otras con proyecciones descendentes ha cia la m édula e spinal, | os c uales
estimulan el tono muscular. Las neuronas activas durante el suefio (azul y verde) incluyen a proyecciones
hacia la corteza, las cuales moderan la actividad cortical lenta, y aquellas con proyecciones
descendentes hacia el tallo cerebral y la médula espinal, disminuyen el tono muscular. Durante el SOL
las neuronas con proyecciones hacia la corteza (triangulos azules) descargan en asociacién con actividad
lenta del EEG e incluyen algunas neuronas que contienen GABA en el cerebro basal anterior y en el area
predptica que expresa los a,-adrenorreceptores. También se muestran los nucleos que contienen GABA
del nucleo reticular del talamo (Rt). Estas descargan en rafaga produciendo las espigas del suefio y las
ondas | entas par a i nhibiry m arcar el ritmo al as i nterneuronas t alamo-corticales. Abreviaturas: a c,
comisura an terior; C Pu, caudado putamen;C x,c orteza; E EG, electroencefalograma; E MG,
electromiograma; Gi, gigantocelular FR; GiA, gigantocelular, a parte RF; GiV, gigantocelular, parte ventral
FR; GP, globo palido; Hi, hipocampo; ic, capsula interna; LDTg, nucleo tegmental laterodorsal; Mes RF,
mesencéfalo R F; o pt, t racto 6 ptico; P H, hi potalamo po sterior; PnC, po ntino, par te caudal R F; P nO,
pontino, p arte oral RF; P OA, area preoptica; P PTg, nuc leo t egmental p endunculopontino; R t, nu cleo
reticular del talamo; s, tracto solitario; scp, pedinculo cerebral superior; S|, substancia innominada; SN,
substancia nigra; Sol, nicleo tracto solitario; T h, talamo; TM, nucleo tuberomamilar; VTA, area ventral
tegmental. (Modificada de Jones, 2005).
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Patologia del suefio.

Una v ez c aracterizado el c iclo s uefo-vigilia nor mal s e han es tablecido | os
criterios conductuales y el ectroencefalograficos para caracterizar | as a lteraciones del
suefo que s e presentan en todas | as ed ades, debi do por ej emplo en | os nifios a

aspectos de maduracion y en los mayores a procesos degenerativos (Weitzman, 1981).

En 1979, la Asociacion de Trastornos del Suefo establece criterios diagndsticos
de los trastornos del suefio y los clasifica en cuatro categorias (Tabla 1). Sin em bargo
en 20 05 la Academia A mericana de M edicina de | S uefio p ublical a clasificacidon
Internacional de los trastornos del suefio (ICSD-2, por sus siglas en inglés) en donde

considera 85 trastornos del suefio contenidos en ocho categorias principales:

1. El insomnio.

2. Trastornos del suefio relacionados con la respiracion.

3. Hipersomnia que no se debe a un trastorno de la respiracion.
4. Los trastornos del sueio relacionados al ritmo de circadiano.
5. Las parasomnias.

6. Trastornos del suefio relacionados con el movimiento.

7. Sintomas aislados, y cuestiones no resueltas.

8. Otros trastornos del sueno
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Debido a que en el laboratorio se cuenta con un m odelo animal adecuado para
estudiar | a nar colepsia-cataplejia, | a ¢ ual s e enc uentra c lasificada den trode | as

hipersomnias, me enfocaré al estudio de este trastorno del suefio.

Tabla 1. Clasificacion de los trastornos del suefo

I. Insomnio Il. Trastornos del ciclo suefio-vigilia

Dificultad para iniciar el suefio Sindrome de retraso de la fase de suefio
Dificultad para mantenerse dormido Sindrome de adelanto en la fase de suefio
Despertar en la fase oscura Cambio repentino del huso horario (jet-lag)

Rotaciones en los horarios de trabajo

1. Hipersomnias . Parasomnias

Apnea obstructiva del suefio Movimientos de piernas durante el dormir
Apnea del suefio de origen central Trastornos del despertar

Narcolepsia Trastornos de la transicién suefio-vigilia
Debido a medicamentos o alcohol Trastornos conductuales en el suefio MOR
Infecciones virales recientes Enuresis

Hipersomnia idiopatica Sonambulismo

Narcolepsia

Actualmente des de el p unto de v ista c linico el 80% de las c onsultas por
somnolencia se deben a trastornos del sueno inducidos por dafio r espiratorio (apneas
del s uefio), nar colepsia o bi en por hi persomnolencia i diopatica ( Vgontzas, y K ales,

1999, Weitzman, 1981).
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La nar colepsia es un trastorno crénico del sueno que se encuentra clasificada
dentro de las hipersomnias y afecta a 1 de cada 2,000 sujetos de la poblacién general.
La nar colepsia humana es compleja y m ultifactorial; genéticamente het erogénea con

caracteristicas poligénicas e influencias medio ambientales (Nishino y Mignot, 1997).

La nar colepsia s e c aracteriza por | at étrada de s intomas que s e pr esentan:
excesiva s omnolencia dur ante el di a, epi sodios d e c ataplejia, par alisis d el s uefioy
alucinaciones. La cataplejia, que es una abrupta y reversible disminucién o pérdida del
tono m uscular dur ante | a v igilia, es pecificamente s e pr oduce en e | hu mano, po r
estimulos emocionales c omo el enojo,larisa, |l as bromas, el |lantoy |as orpresa

(Aldrich, 1992).

Enla narcolepsiala somnolencia s e pr esenta dur ante el dia aun cuando | a
persona desee permanecer despierta; incrementa el numero de | as siestas, |las cuales
no r esuelven | a s ensacion de s omnolencia; noi mportando el tiempo que el s ujeto
permanezca dormido o la duracién de la siesta, la persona continua con la sensacion de
sueno y no haber sido suficiente el tiempo que ha dormido. Estos sintomas deben estar
bien d efinidos y no ser c onfundidos con fatiga, “ pérdida d e | a energia”, o depr esion

(Vgontzas y Kales, 1999).

Adicionalmente, | os pacientes c on nar colepsia pr esentan una c orta | atencia al
sueno, conductas automaticas durante el suefio y problemas de memoria a corto plazo,
siendo la cataplejia el sintoma mas caracteristico del sindrome narcoléptico (Overeem y

cols., 2001).
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Modelos animales de narcolepsia

Existen varias razas en perros que han presentado el trastorno de la narcolepsia-
cataplejia, como por ejemplo los Poodles, Beagles y Dachshunds, sin embargo, durante
los ultimos treinta afnos 1os mas estudiados son los Doberman Pinschers que son un
modelo an imal de n arcolepsia-cataplejia. Enla U niversidad de S tanford existe un a
colonia de perros Doberman Pinschers, en los que se ha descrito que la transmisién de
este trastorno es aut osdmica r ecesiva de penetrancia c ompleta, por ungenal que
denominaron canar-1 (del inglés canine narcoleptic), (Foutzy cols., 1979). Afios mas
tarde se identifico que este gen codifica para el receptor 2 de las hipocretinas (Liny

cols., 1999).

En los perros Doberman Pinscher afectados, la cataplejia se presenta a partir de
la cuarta semana de edad, la severidad de los sintomas se incrementa de | os cinco a
los s eis meses de edad y disminuye | entamente p ermaneciendo estable en | a vejez

(Riehl y cols., 1998, 1999).

Los epi sodios de ¢ ataplejia en | os per ros nar colépticos s on i nducidos por un
estimulo emotivo como la comida o el juego y comienzan con la disminucién del tono
muscular de | as pat as del anteras y c aida del c uello; el perro puede ¢ aer al pisoy
permanecen as ipor unos s egundosom inutos ( Nishino, 200 5). E studios
polisomnograficos han m ostrado que es tos per rost ienene |c iclos uefio-vigilia
fragmentado y | a dur acién de ¢ ada et apa del ciclo es corta ( Kaitiny cols., 1986 b;

Nishino y cols., 2000b).
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La cataplejia en | os perros narcolépticos esta asociada con el incremento en | a
liberacion de acetilcolina en | a formacion reticular pontina medial, siendo los agonistas
colinérgicos para el receptor M, los que | a exacerban (Reid y cols., 1992). Por otra
parte, los efectos inhibitorios mas potentes de la cataplejia se dan por el incremento en
la transmisién noradrenérgica, bloqueando la recaptura o i ncrementando | a liberacion
de noradrenalina. Aunque la fluoxetina y otros inhibidores de recaptura de la serotonina,
también inhiben la cataplejia, sus efectos son mediados por su metabolito reducido, el
cual inhibe la recaptura de noradrenalina (Nishino y cols., 1993 a, b). Compuestos que
incrementan | a di sponibilidad d e dopam ina t ienen pocos ef ectos en| a c ataplejia
(Nishino y cols., 1990), disminuyendo los episodios de cataplejia con antagonistas D1 y
D, que actuan en el receptor presinaptico o en | as neuronas noradrenérgicas (Okura y

cols., 2000).

En el c aso del m odelo de narcolepsia c ataplejia en per ros D oberman, este
trastorno es ocasionado por una mutacion en el receptor a la orexina tipo 2 (OX2R) (Lin

y cols., 1999; Nishino, 2005).

La mutacion en |l os perros doberman se debe a una insercién de una s ecuencia
pequefia de ADN en el tercer intron del gen hcrtr2, la cual causa una edicion aberrante
del ARNm (Liny cols., 1999). Esto provoca que s e omita el exén 4 e n el mensajero
final, lo que resulta en una proteina truncada. Al transfectar el gen m utante en c élulas
en cultivo, se observé que | a proteina truncada resultante no s e inserta correctamente

en la membrana y por lo tanto no puede unir a sus ligandos (Lin y cols., 1999).
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En 1998, dos grupos de investigacion independientes identificaron una clase de
neuropeéptidos producidos por neuronas localizadas en el hipotalamo lateral. De Lecea y
cols., en 1998, los llamaron hipocretinas (HCRT), dada su localizacién en el hipotalamo
y su similitud es tructuralc onl| ahor monas ecretina; mientras que S akurai y
colaboradores, en el mismo afo, | os deno minaron or exinas. Su nom bre, provino del
griego orexis = apetito, dado qu e descubrieron que la administracién central de es tos
péptidos i ncrementaban | a ingesta de al imento en r atas saciadas (Sakurai y cols.,
1998). Sin embargo, se trata de | os mismos neuropéptidos, por lo que |os nombres se
manejan indistintamente en| al iteratura, porl oque enel textolasr eferiré c omo

orexinas.

Existen do st ipos de orexinas (orexina-1y orexina-2)c on s us r espectivos
receptores celulares (OX1 y OX2). El receptor a orexina 1 tiene una mayor afinidad por
la orexina-1 que por la orexina-2y el receptor a orexina 2, tiene igual afinidad para
ambos péptidos. Las vias anatémicas de | as neuronas productoras de hi pocretinas en
el h ipotalamo c onectan a esta es tructura c on otros nuc leos del e ncéfalo, entre | os
cuales se encuentran: locus coeruleus, ganglios basales, regiones talamicas, formacién
reticular, nuc leo d el t racto s olitario, r egiones c orticales, nuc leos am igdalinos, bul bo
olfatorio, nucleo supraquiasmatico y médula espinal (Figura 4; Marcus y Elmquist, 2006;

Sakurai, 2007).
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Figura 4. Distribucién de las proyecciones orexinérgicas y sus receptores. Las neuronas
orexinérgicas se originan en el hipotalamo lateral (HL) y posterior (HP).Los circulos muestran las regiones
con proyecciones orexinérgicas y con expresion de receptores a orexinas. Locus coeruleous (LC); nucleo
tubero mamilar (NTM); tegmento latero-dorsal (TLD); area ventral tegmental (AVT); tegmento pedunculo
pontino (TPP).

Las vias de conexion del hipotalamo a otras estructuras cerebrales mediadas por
hipocretinas proporcionan una modulacidon de otros sistemas de neur otransmision, por

ejemplo, | os s istemas que f uncionan m ediante s erotonina, dopam ina, hi stamina,

acetilcolina, acido gamma-aminobutirico (GABA) y glutamato.

Una v ez identificados es tos péptidos, el grupo de Y anagisawa y cols., creé el
ratdén c arente del ge n par ala pr epo-orexina ( orexin"'), el cual pr esentaba abruptos
periodos de inactividad, una corta latencia al suefio MOR, un i ncremento en el suefio

MOR dur ante | a fase os curay fragmentacion de | ciclo s uefio-vigilia; por loque s e

153



determind que es tos ratones tienen un f enotipo nar coléptico (Chemelliy cols., 1999;

Sakurai y cols., 2005).

Posteriormente desarrollaron otros ratones carentes del gen p ara uno o am bos
de los receptores para las orexinas, de | os cuales solamente |os ratones carentes del
gen para elreceptortipo2 (OX2R)y los carentes del g en p ara am bos r eceptores
presentan cataplejia como | os ratones orexin”, loque no's e observa en los ratones

carentes del gen para el receptor tipo 1 (OX1R); (ver Tabla 2; Sakurai y cols., 2005).

Adicionalmente, Hara y colaboradores (2001) desarrollaron un ratén transgénico
el cual portaba un fragmento de gen citotoxico denominado “ataxina-3”; estos animales
perdian todas las células orexinérgicas identificables postnatalmente y desarrollaban los

sintomas de narcolepsia en paralelo con la muerte de neuronas orexinérgicas.

Tabla 2. Modelos de narcolepsia en roedores

Ratén Fenotipo

Cataplejia (+), somnolencia (+)

Carente de Prepro-orexina Lt ) L
Fragmentacion del ciclo suefio-vigilia (severa)

Cataplejia (-), somnolencia (-)

Carente del receptor OX1 Fragmentacion del ciclo suefio-vigilia (mediano)

Cataplejia (-), somnolencia (+)

Carente del receptor OX2 bt : A
Fragmentacion del ciclo suefio-vigilia (severa)

Cataplejia (+), somnolencia (+)

Orexina/ataxina-3 ) ; Ao
Fragmentacion del ciclo suefio-vigilia (severa)

Cataplejia (+), somnolencia (+)
Fragmentacion del ciclo suefio-vigilia (severa)

(Modificada de Sakurai y cols., 2005)

Rata Orexina/ataxina-3
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Otra forma de inducir la muerte en neuronas que contienen orexina es por medio
del ainyecciond el at oxina s aponina acoplada a es te neu ropéptido en c élulas
orexinérgicas, la saporina ingresa y produce muerte neuronal solo en las neuronas que
lo internalizaron, es to es aproximadamente el 73 %, det al formaque 6 s emanas
después s e pi erden | as ne uronas que ¢ ontienen al neur opéptido. E ste ef ectos e
correlaciona también con una disminucion del 50 % de los niveles de orexinas. Esto
indica que la muerte celular de neuronas orexinérgicas correlaciona con la disminucion

de orexinas en LCR y el fenotipo de narcolepsia (Gerashchenko y cols., 2001).

La existencia de | os modelos animales ha facilitado el estudio farmacoldgico, y

fisiopatoldgico del papel que las hipocretinas tienen en la narcolepsia.

Nishino y cols., en el 2000c reportan que los niveles de orexina-1 son mas bajos
en el liquido cefalorraquideo de per sonas que padecen narcolepsia-cataplejia (Nishino
y ¢ ols., 2 000b). Estudios pos t-mortem e n hum anos nar colépticos muestran una
disminucién en| os niveles d e orexina-1y orexina-2,as i como enel num ero de
receptores para estos péptidos y en el numero de neuronas hipocretinérgicas (Figura 5,
Ebrahim y cols., 2002). La aus encia de las neuronas orexinérgicas se puede explicar
por mecanismos como la neurodegeneracion, fallas en el desarrollo del cerebro durante
sus primeras etapas y reduccién en | a s intesis o | iberacion d e orexinas por al guna
mutacion en la secuencia del ADN que codifica para éstas (Thannickal y cols., 2000;

Ebrahim y cols., 2002).
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NORMAL NARCOLEPTICO

Figura 5. Distribucion de células orexinérgicas en el éarea perifornical y dorsomedial del
hipotdlamo en sujetos sanos y narcolépticos. A y B region en donde s e localizan | as neuronas
orexinérgicas. C y D neuronas i nmunomarcadas par a or exina del r ecuadrom arcadoen A y B.
Cal=100um (Modificado de Thannickal y cols., 2000).

Actualmente par a r ealizar e | d iagndstico de nar colepsia, s e u tiliza el liquido
cefalorraquideo de los pacientes y se mide la deficiencia del ligando a orexina 1. Las
concentraciones de orexina 1 que sonmenoresa 110 pg/ mL, tienen un al to v alor

predictivo (94 %) para la narcolepsia con cataplejia (Nishino y cols., 2010).

Tratamiento de la narcolepsia

El t ratamiento par a | a nar colepsiano es unicoy depended e lar espuesta
terapéutica en cada individuo. Las anfetaminas son las que m as se han utilizado para
tratar e ste tra storno, sin em bargo, se han reportado efectos s ecundarios como son:
irritabilidad, c efalea, palpitaciones, t emblores m usculares y s udoracién e xcesiva. E |

metilfenidato es la sustancia que ha sustituido a las anfetaminas como el tratamiento de
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eleccidn; entre las ventajas que tiene es que se observa menos repercusion sobre la
presion ar terial, m enos alteraciones del a petito y m enos des arrollo de t olerancia al

farmaco (Keam y Walker, 2007).

Los ant idepresivos triciclicos ¢ omo | ai mipramina, | a des imipramina yl a
clorimipramina han mostrado ser efectivos en el manejo de la cataplejia (Guilleminault y
Anagnos, 2000). Ademas del tratamiento farmacolégico, los individuos deben de tener

horarios de suefio muy estrictos para obtener los efectos maximos.

Genética de la narcolepsia

En los humanos en el 95% de los casos de narcolepsia es de tipo idiopatico y
s6lo una fraccidn muy pequefia es de tipo hereditario. Los casos de narcolepsia de tipo
familiar en hum anos, en| os c uales v arios s ujetos s on af ectados dur ante v arias
generaciones, son muy raros, lo que ha dificultado mapear los genes responsables de
la e nfermedad. A pesarde q uelagran mayoriadel os c asos de narcolepsiaen
humanos no son de tipo familiar y no s e han asociado a m utaciones en el sistema de
las orexinas, sin embargo se ha des crito una r educcién considerable (85-95%) en e |
numero de neur onas orexinérgicas en es tudios post mortem en c erebros de pacientes
narcolépticos. La causa de la muerte neuronal, aun se desconoce, sin embargo se ha
propuesto que s ea unaenf ermedad aut oinmune ¢ ercanamente as ociadaa los

haplotipos HLA (Nishino y cols., 2010).
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En el caso de | os humanos, solo se ha r eportado una mutacion de novo en el
péptido precursor de |as orexinas en un ni fio con inicio de la narcolepsia a laedad de
seis meses. En estudios realizados al sujeto se detectd; un cambio de una guanina por
una tiamina introduciendo una arginina al tamente ¢ argada; el sujeto i nicialmente

presentaba pérdida del tono muscular del cuello al reirse (Peyron y cols., 2000).
Esto e xplica el f enotipo s evero de este pac iente que m ostré s intomas de

narcolepsia en s us primeros meses de v ida, a di ferencia de |a mayoria de c asos de

narcolepsia que se presentan en la segunda o tercera década de vida.
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APENDICE “C”

Actividad locomotora

El tegmento pedunc ulo pontino se ha ¢ onsiderado d e suma i mportanciaen | a
region mesencefalica para inducir movimientos de locomocion coordinados en el animal
con seccion precolicular-postmamilar ( Takakusaki, 2008). La i mplicacién del tegmento
pedunculo pontino en la actividad locomotora esta en relacién con las conexiones que
establece con | os ganglios ba sales, que i ntervienen en | a regulacion del m ovimiento
(Mori, 1987). Los ganglios basales carecen de conexiones directas con centros motores
del tronco o de la médula espinal y dado que el tegmento pedunculo pontino es el punto
mas caudal del neuro-eje seria la salida de informacion de | os ganglios basales hacia
centros m otores, por | oque el t egmento pedunc ulo pont ino r ecibe i nformacién

relacionada con el control postural desde los ganglios basales (Kandel y cols., 2000).

Existen d os v ias de scendentes que t ienen un efecto i nhibitorio, s iendo el
tegmento dor sal m esencefalico uno de e llosy at ravés de | a formacion r eticular d el
bulbo raquideo produce una inhibicion intensa del tono antigravitorio y el otro, el tracto
reticulo-espinal lateral produce una inhibicion a t odos los niveles de | a médula espinal

(Chase y cols., 1989).

El s istema re ticulo-espinal ¢ ontrola | a p osturay el m ovimiento debido al a
integracion de entradas sensoriales y vestibulares comandadas por |la corteza cerebral.

Mori (1987) pr opuso que e xisten es tructuras neur onales | ocalizadas a ni vel del tallo
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cerebral, del cerebelo y de |a médula espinal, que s on comunes tanto para el sistema

de control postural como para el sistema del control motor voluntario.

El papel inhibitorio de Ia formacién reticular medial, corresponde a | os nucleos
gigantocelular y par agigantocelular, y es evidente de bido a qu e |l as | esiones de | os
nucleos como el nucleo reticularis gigantocelularis y el nucleo reticular m agnocelular
produce u n s indrome de i ncremento en eltono e xtensor e h iperextension de | as

extremidades, lo que indica su papel en el control de la postura (Mori, 1989).

Sistema colinérgico.

Se ha nd escrito de m anera general d os gr upos pr incipales de n euronas
colinérgicas, las neuronas del cerebro basal anterior y las neuronas del tallo cerebral

(Figura 1).

Una clasificacion neuroquimica utiliza un sistema de | etras y numeros con el fin
de identificar los grupos de neuronas especificas de un neurotransmisor. Con las letras
se identifica el neurotransmisory con |os num eros el orden rostro-caudal de | gr upo
celular. Asi podemos mencionar que e xisten seis grupos neuronales colinérgicos como

se observa en la Tabla 1 (Nieuwenhnys, 1985).
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Figura 1. Vista sagital del cerebro de rata que muestra los principales nicleos de neuronas
colinérgicas y sus proyecciones. Note que el tegmento pedunculo pontino y el tegmento latero dorsal
(marcados con rojo) ejercen influencias tanto hacia el tdlamo como hacia el tallo cerebral (Modificado de
Carlson, 1999).

Los r eceptores c olinérgicos s e di viden en dos clases: | os m uscarinicosy |os
nicotinicos, los términos se refieren a los efectos farmacoldgicos basados en la accion
de la muscarina, que es una s ustancia que proviene del hongo Amanita muscaria y la

nicotina de la Nicotiana tabacum, de la hoja del tabaco.

Los receptores nicotinicos estdn compuestos por cinco subunidades: 2a, 3, Y vy

0. A la fecha han sido clonados 9 subunidades alfa y 4 beta, en la uniéon neuromuscular

(Coopery cols., 2003). Las subunidades delta y gamma también han sido identificadas
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y esta ultima es reemplazada por la subunidad ¢ en el musculo esquelético del adulto

(Jones y cols., 1999).

Tabla 1. Nucleos colinérgicos

NUCLEO | AREAS QUE INERVA
Ch1: Medial septal complejo hipocampal
Ch2: Vertical de la banda diagonal de Broca complejo hipocampal

Ch3: Horizontal de la banda diagonal de Broca  bulbo olfatorioy nuc leo r eticular
talamico

Ch4: Basal de Meynert corteza cerebral, amigdala y nucleo
reticular talamico

Ch5: Pedunculo pontino del tallo cerebral Talamo

Ch6: Tegmento laterodorsal corteza cerebral y talamo

Los receptores nicotinicos se encuentran acoplados a canales iénicos los cuales
se hac en permeables a c ationes al unirse |l a acetil colina (ACh) ala s ubunidad «,

provocando su despolarizacion (Figura 2).

Las respuestas de la estimulacidn nicotinica son rapidas, de una corta duracion y
de nat uraleza e xcitatoria. Los r eceptores ni cotinicos s e enc uentran e nuna gran
variedad de tejidos, incluyendo al sistema nervioso autonomo, la union neuromuscular y

el SNC (Carlson, 1999).
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Figura 2. Vista de los receptores nicotinicos acoplados a canales idnicos. Note que se unen dos

moléculas de acetilcolina en las subunidades alpha.

Los receptores muscarinicos son de cinco tipos denominados (M{-Ms), su tiempo
de respuesta es lento (100-250 ms) y tienen 7 dominios transmembranales, los cuales
estan ac oplados a pr oteinas G activando a suvez unagran variedad d e s egundos
mensajeros. Para el caso de los receptores M ¢, M3 y M5 estan acoplados a f osfatidil
inositol y |1 os receptores M, y M 4 estan ac oplados a adenos ina m onofosfato c iclico

(AMPc), (Cooper y cols., 2003).

A este neurotransmisor también se le ha r elacionado con |os mecanismos que
regulan la memoria, la cognicion, el estupory el coma, asi como la regulacion de los
movimientos voluntarios y del ciclo suefio-vigilia, los cuales son modulados tanto por la

acetilcolina como por los sistemas de monoaminas (Cooper y cols., 2003).
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Sistema activador reticular ascendente

Moruzziy M agoun ( 1949), i dentificaron r egiones a dicionales d e | a f ormacion
reticular localizadas en el tallo cerebral rostral, que cuando son estimuladas producian
una ac tivacion gen eralizada de | a c orteza c erebral. A este sistema sele denominé
sistema ac tivador r eticular as cendente ( SARA). S e le | ocaliza en el centro del tallo
encefalicoy s e extiende des de el bul bo hasta el diencéfalo (talamo e hi potalamo).
Cuando el SARA se estimula en un animal dormido este se despierta; en cambio si este

nucleo es destruido se produce coma (Moruzzi y Magoun, 1949).

Formacioén reticular

Anatdomicamente la formacion reticular es la parte central del tallo cerebraly se
extiende d esde el bulbo r aquideo has ta | a por cion r ostral del m esencéfalo, r ecibe
conexiones de di ferentes lugares y envia sus fibras en s entido ascendente, hasta el
diencéfalo, y de f orma des cendente ha sta | a m édula es pinal ( Lindvall y B jérklund,
1983). Las c onexiones de | a f ormacion r eticular s on: ¢ onexiones c orticorreticulares,
conexiones ¢ on el c¢ erebelo, c on el s istema v isual, c on| 0os nuc leos ¢ ocleares y
vestibulares, asi como con los nucleos del sistema extrapiramidal. Desde el puntode
vista m orfologico | a formacion reticular es ta c onstituida por una r ed neuronal que se
encuentra pr esente en gr an par te del SNC: m édula es pinal, t ronco enc efalico,
diencéfalo. Actualmente,al m enoss e pueden identificart resv ias pr incipales

ascendentes de la formacion reticular:

164



1. Via que pr oyecta hacia el nucleo reticular del talamoy de es te al a corteza
cerebral.

2. Via que a sciende a través del hi potalamo has ta | as es tructuras bas ales del
encéfalo anterior incluyendo el sistema limbico.

3. Via que contiene axones de neuronas serotoninérgicas del rafé mesencefalico y

neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus que inervan la neocorteza.

La visidon actual de la formacién reticular es la de un conjunto de nucleos y fibras que
ascienden hacia regiones rostrales y descendentes hacia la médula espinal, asi como
de interconexion entre | os nucleos que pr oducen activacion cortical e i ncremento del
tono m uscular, as i c omo ot ras en dond e | a ac tivacién c ortical s e ac ompana d e

inhibicion del tono muscular (Figura 3).

El nucleo tegmental p edunculo p ontino ( TPP) fue des crito por primera vez por
Jacobson a principios del siglo pasado. A este nucleo se le describié como un conjunto
de neuronas grandes que se tifien intensamente con la tincion de Nissl. Estas neuronas
abarcan des de el | imite c audal del nuc leo r ojo al nuc leo pa rabraquial, en es trecha
asociacioén c on el nucleo ped unculo ¢ erebeloso s uperior ( Erroy G iménez-Amaya,

1999).

La funcién del TPP se ha dilucidado mediante estudios de lesiones en diferentes

especies animales. Se le ha relacionado con funciones tan variadas como el control del

ciclo suefo-vigilia, la actividad motriz y el comportamiento motivacional (Jones, 1991).
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Figura 3. Estructuras involucradas en el suefio MOR y la atonia muscular. Una interconexion entre el
nucleo colinérgico mesopontino y la formacion reticular ponto-caudal podrian operar como un generador
comun de suefio M OR. E lectroencefalograma ( EEG); 4c ido gamma-aminobutirico ( GABA); nuc leo
pedunculo pontino (NPP); movimientos oculares rapidos (MOR); formacién reticular (FR), (modificado de
Takakusaki y cols., 2004).

En un intento de r elacionar las diversas funciones que se |le atribuyen, se ha
planteado la hipétesis de que el TPP, junto con grupos de células catecolaminérgicas y
serotoninérgicas del tronco del e ncéfalo, formarian parte de un ¢ omplejo ritmogénico,
una es pecie de m arcapaso del tronco del encéfalo, que participaria en una s erie de
funciones que tendrian ritmicidad o bi en c ontrolar s u t emporalidad. D entro de es tas
funciones, la mas conocida es quizas la regulacién del ciclo suefio-vigilia lo que implica,

un ritmo circadiano (Garcia-Rill, 1991).
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