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RESUMEN
El suefio puede ser modificado por diferentes factores, por ejemplo la privacion (PS) o

restriccion de suefio (RS). Se encontré que la RS puede vulnerar la barrera hemato encefalica
(BHE) por el método de la plataforma multiple. Por otra parte, algunas sustancias son capaces
de modificar el suefio al someter a sujetos a condiciones similares de estrés pero con restriccion
de suefio mor (RSMOR) se podria esperar un aspecto parecido al rebote de suefio, sin
embargo esto no fue lo que sucedid, no existe ese rebote.

Al restringir de suefio a ratas macho de la cepa Wistar, se ha observado, que existe una
vulnerabilidad en la estructura de la BHE, por consecuente al administrar un Antihistaminico
sedante y uno no sedante (que comunmente no la atraviesa), se espera que este cause un

efecto en el ciclo suefio-vigilia especificamente en la etapa de SMOR.

El trabajo experimental fue realizado bajo estudios polisomnograficos, en ratas machos de la
cepa Wistar, se integraron implantes convencionales para el estudio de suefio. Para ello se
dividié a los animales en seis grupos experimentales: Los grupos (1, 2 y 3). Se evaluardn con
la administracion de solucion salina (1), un AH1S Clorfeniramina (2) y un AH1NS Cetirizina (3),
con cinco individuos por cada grupo analizando de la misma forma por ocho horas a partir del
ciclo luz-obscuridad. Finalmente los grupos (4, 5 y 6). Se evaluaron bajo estrés debido a que
fueron sometidos a una RS (20/4h) durante diez dias, inmediatamente terminando la restriccién
de suefo repitiendo los grupos con la administracion de solucion salina (4), Clorfeniramina (5) y
Cetirizina (6) en periodos del ciclo luz-oscuridad se analizaron durante ocho horas en el PSG (6
am — 2 pm).

Se logré6 demostrar que los AH1S y los AH1NS después de la restriccion de suefo se
comportaron como un estimulante del SNC ya que incrementaron la cantidad de vigilia en los
individuos, disminuy6 el SMOR y no causaron un rebote de suefio.



FUNDAMENTOS TEORICOS Y EXPERIMENTALES

EL SUENO Y EL SISTEMA HISTAMINERGICO
En el suefio se repiten ciclos SNMOR-SMOR, que deben ser regulados en intensidad y

duracién a fin de que respondan a la necesidad homeostatica de la funcién del suefio y que
deben expresarse en el periodo adecuado del ciclo luz-oscuridad. La actividad de las neuronas
histaminérgicas, esta en estrecha relacién con las etapas del ciclo suefio-vigilia, con una mayor
frecuencia de disparo durante la vigilia y en la medida que transcurren las etapas de suefio,
desde el suefio ligero hasta el SMOR, la actividad disminuye paulatinamente hasta hacerse
silente. El ciclo suefio-vigilia esta regulado esencialmente por tres procesos (Figura 1):

A. El homeostatico, que determina la propension de suefio y esta en funcion de la magnitud de

la vigilia previa, entre mas tiempo el sujeto esté despierto mayor sera su propension a dormir.
B. El Circadiano, regulado por el reloj interno y modulado por el ciclo luz-oscuridad.

C. El Ultradiano, en el que subyacen los mecanismos que regulan el cambio SMOR-SNMOR
durante el transcurso del suefio (Borbély, 2000).
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Figura 1

El esquema muestra los tres principales procesos involucrados en la regulacién del suefio. El homeostatico mantiene
la duracién y la intensidad del suefio. El Circadiano determina el periodo de la propension a dormir, en funcién del
ciclo luz-oscuridad. El Ultradiano regula los mecanismos que requiere el suefio para el ciclo SMOR-SNMOR. En la
medida que el episodio de suefio progresa, la intensidad del SNMOR disminuye e incrementa la duracion de los
sucesivos intervalos de SMOR. (S = suefio; W = vigilia;, Non-REM = SNMOR,; REM =SMOR). Tomado de: (Borbely,
etal., 2000).



El ritmo circadiano de suefio-vigilia tiene un origen enddégeno, siendo controlada la duracién de
los periodos de suefo y de vigilia por un reloj biolégico (localizado en el nucleo
supraquiasmatico del hipotalamo), pero su distribucién a lo largo del nictémero esta influida por
la accion de sincronizadores externos, que en el caso del hombre son principalmente la

alternativa de luz-oscuridad y la pautas temporales marcadas por la sociedad (Miller, 2006).

A este respecto, es bien sabido que las modificaciones en el ritmo suefo-vigilia debidas a
cambios socio ambiéntales o del funcionamiento del reloj biolégico pueden provocar
alteraciones circadianas del suefio. La caracteristica esencial de los trastornos del suefio
relacionados con el ritmo circadiano consiste en una perturbacién persistente o recurrente del
patrén del suefio que es consecuencia de una falta de sincronizacion entre el sistema
circadiano suefio-vigilia del individuo, por una parte, y las demandas exdgenas relativas al
momento y la duracion del suefio (Miller, 2006).

Cuando se altera la actividad del SH, se perturba el ciclo suefio-vigilia. La inhibicion de la
sintesis de HA, incrementa el SMOR y decrece la Vigilia (V) en gatos, ratas y en otras
especies, mientras que la acumulacién de HA incrementa la V en el individuo (Schwartz, et al.,
1991).

La aplicacién de agonistas H1, ya sea Intra-cerebro-ventricular (icv) o bien administrados
directamente en diferentes sitios del encéfalo, incrementa la vigilia y disminuye el suefio
profundo, causando una desincronizacion en la actividad Electroencefalografica (EEG), la
activacion tiene una evidente relacion con la dosis aplicada. Un efecto que induce a la
tioperamida (un agonista H1) es que puede ser bloqueado por antagonistas de los receptores
H1, que se les conoce como antihistaminicos (AH1), tales como la mepiramina, la
Clorfeniramina (CLF) y la Cetirizina (CTZ). Estos resultados indican que los receptores H1 del
SNC, participan en la induccion y facilitacion de la vigilia (Monti, et al., 1986).

La accién del SH puede ser estimulada o inhibida por diferentes estrategias farmacoldégicas,
por ejemplo, promoviendo la accién de las enzimas que participan en su metabolismo
(biosintesis y degradacion); activando o bloqueando a los receptores histaminérgicos, por la
accion de agonistas o antagonistas especificos. Tales estrategias se resumen en: (Figura 2)
(Clifford, et al., 2001).
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La actividad del SH en el SNC puede ser modificada por diferentes estrategias farmacoldgicas A. inhibiendo la
actividad enzimatica de la HDC en la sintesis de HA, por ejemplo aplicando fluoro metilhistmina (FMH). B.
Inhibiendo el catabolismo de la HA, al bloquear a la enzima histamina metiltransferasa (HMT), por la accion de la
metoprina. C. Activando a los receptores con agonistas especificos: a los H1 con la 2-tiazoliletiamina (2.TEA); a los
receptores H2 con 4-metil histamina (4.MeHA) o la impromidina; los H3 con 2,4-metil histamina (2,4-MeHA). D.
Bloqueando la accién de la HA y compitiendo con ella, al utilizar antagonistas especificos a los receptores H1
(Clorfeniramina, terfenadina y mepiramina), a los H2 (ranitidina y zolantadina), o a los H3 (ciproxifan y tioperamida)
(Lin, 2000).

Una forma experimental de abordar a las alteraciones del ciclo Sueno-Vigilia, es por medio de la
privaciéon (total o parcial) o restriccion de suefio. En los procedimientos mas comunes, se
encuentra el método de la plataforma simple o multiple, que permite privar selectivamente al
SMOR. Por ejemplo, en un estudio, a un grupo de ratas, se les privd selectivamente la fase de
suefio paradojico (PSSP), utilizando el método de la plataforma simple, por 72 horas; se
concluyé que los individuos experimentales tuvieron un decremento en el metabolismo de HA

en el hipotadlamo anterior (Porkka-Heiskanen, et al., 1994).

Estudios hechos con antagonistas H2 concluyen que estos agentes no afectaron al ciclo suefo-
vigilia (Monti, 1993; Barbara, et al., 2002). Estas evidencias indican que la HA y el SH (por
medio de la activaciéon de los receptores H1), estan estrechamente relacionados con la V, y que
los cambios que puedan provocarse sobre la actividad del SH, alteran el ciclo sueno-vigilia.
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En diferentes estudios, se ha demostrado que la liberaciéon de HA tiene un ritmo circadiano, por
ejemplo, el pico de secrecion coincide con la actividad locomotora maxima y este nivel
disminuira paulatinamente, desde el decremento de esta actividad, hasta la aparicion del suefio
(Friedman y Walker, 1968; 1969; Mochizuki, et al, 1992).

Se ha publicado ademas, que en ratas con libre movilidad, la liberacion de HA en las regiones
hipotalamicas anterior y posterior (estructuras involucradas en la regulaciéon del suefio y la

vigilia), tiene un ritmo circadiano (Mochizuki, et al., 1992).

En otro estudio que se realizé en grupo de nifios, se encontré que durante el periodo de vigilia,
la enzima metil transferasa (que degrada a la HA), tuvo la mayor actividad, durante esta etapa
se presentd un nivel alto del metabolito 2,4-metil histamina (2,4-MeHA) en el liquido
cefalorraquideo del grupo de nifios analizado (Kiviranta, et al., 1995).

La correlacion entre la liberacion de HA con la actividad locomotora, en condiciones de
oscuridad constante, reveld que la liberacion, por si misma es un regulador de las sefales
enddgenas relacionadas con el reloj circadiano, mas que los cambios en la iluminacion a las
que se sometid al grupo experimental (Stehle, 1991; Prast, et al., 1992; Mochizuki, et al., 1992;
Tuomisto, et al., 2001). Las proyecciones de las fibras histaminérgicas desde el NTM, llegan a
diferentes regiones del encéfalo, entre las que sobresalen el NSQ, la glandula pineal, algunos
componentes del sistema visual, y otras regiones que se sabe que actian como marcapasos

secundarios ligados al NSQ (Panula, et al., 2013).

El ritmo circadiano de la actividad histaminérgica, se manifiesta no sélo en la actividad de las
neuronas Yy al nivel de la HA y sus catabdlitos, el papel protagénico de este autacoide (altera la
funcion de otras células a nivel local) como mediador en la respuesta inflamatoria y la
hipersensibilidad alérgica también manifiesta en el ritmo circadiano (Polat, 1980; Golightly y
Greos, 2005; Douglas, et al., 2006).

Hay evidencias que en pacientes con procesos inflamatorios y/o procesos alérgicos activos, los
signos y sintomas también presentan variaciones circadianas. Asi, en pacientes que sufren de
una rinitis infecciosa de origen viral, la nariz constipada, la frecuencia de accesos de estornudos
y de tos, la rinorrea, son mas prominentes durante el dia, especialmente durante las primeras
horas que siguen al despertar, después del suefio nocturno. Estudios crono-farmacolégicos
revelaron que, el efecto de los AH1 para combatir los sintomas de la hipersensibilidad alérgica

tiene ritmo circadiano. La efectividad del tratamiento farmacoldgico, la toxicidad y la
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farmacocinética varian en funciéon de la hora de administracion, presentan diferencias que
dependen de la estacion del afio (variaciones circanuales) y la hora del dia (variaciones
circadianas) en que se administran. Asi mismo, los efectos secundarios producidos por los AH1
son mas importantes si se administran después de las primeras horas de la mafana que si se
hace durante la tarde (Reinberg y Sidi, 1966, Labrecque, et al., 1995; Dridi, et al., 2005a,
2005b). Todas estas evidencias, tanto fisiolégicas como conductuales, apoyan el concepto de
que el SH participa en la regulacion del ritmo circadiano y de otras funciones periédicas como el
ciclo sueno-vigilia (Eaton, et al., 1995).

EL SISTEMA HISTAMINERGICO PARTICIPA EN LA REGULACION DEL CICLO

SUENO-VIGILIA
Al hablar del SH tenemos que especificar que es controlado por los llamados ritmos circadiano y

ultradiano, estos muestran una actividad diferente en ciertos momentos del ciclo suefio-vigilia,
como sus neuronas, por dar un ejemplo, podemos determinar que existen diferentes
velocidades de disparo en todo el SNC a partir del NTM, es decir existe gran frecuencia durante
la vigilia activa, disminuye en la vigilia quieta, la hace aun mas en el suefio ligero, y llega a ser
practicamente silente en el suefio profundo igual que en el suefio de movimientos oculares
rapidos (SMOR). Hay estudios que nos sugieren que el SH actia como un modulador, se
caracteriza por ser el reloj biolégico dentro del NSQ, la que podemos determinar como la
principal estructura que coordina los ritmos circadianos (Thakkar, 2011).

El ESTRES POR INMOVILIZACION Y LA PRIVACION DE SUENO MODIFICAN

EL PATRON DEL DORMIR
Numerosas evidencias describen que la duracién en la calidad de las etapas de suefio, pueden

ser afectadas por eventos que ocurran durante la V, por ejemplo, el estrés y la privacion de
suefo. La extensién con la que el ciclo suefo-vigilia es modificado por un estresor especifico,
puede ser un indicador de la magnitud o importancia de ese estresor, asi como una medida del
grado de activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenales (EHHS). La influencia del estrés
sobre el suefio, ha sido el objetivo de un gran numero de estudios, tanto en humanos como en
animales de laboratorio. En uno de ellos, en el que un grupo de ratas fue sometido por dos
horas a estrés por inmovilizacion durante el periodo oscuro, se observé que cuatro horas
después estos animales produjeron un incremento en la cantidad de SMOR (aproximadamente
un 32%) sin cambios en el SNMOR (Figura 3) (Rampin, et al., 1991).
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Figura 3

El estrés por inmovilizacién se efecttia colocando a la rata dentro de un pequefio tubo de PVC, adaptado para tal fin.
El animal queda, durante 2 horas, contenido en el interior, gracias a dos pequefias mallas colocadas en los extremos
del tubo. Fotografia tomada en el Area de Neurociencias de la UAMI.

El efecto sobre el SMOR depende de multiples factores, tales como:

a. La duracion del estrés: Como lo muestran los estudios por periodos que van de 30
minutos a 2 horas inducen aumento del SMOR, efecto que desaparece después de 4
horas (Altman, 1972).

b. En condiciones crénicas el SMOR disminuye (Adrien, 1991).

QUE ES LA RESTRICCION DE SUENO MOR Y COMO AFECTA A LA BARRERA

HEMATO ENCEFALICA
Las funciones de movimiento ocular rapido (MOR) del suefio han mantenido en incégnita desde

hace mas de 50 afos. Se han identificado varios procesos independientes afectados por
la pérdida y la posterior recuperacién de SMOR (neurogénesis en el hipocampo, muerte en el
tallo cerebral celular neuronal, y el contenido de neurotransmisores en varias regiones del
cerebro), sin embargo, no se ha encontrado un mecanismo subyacente comun. Se cree que las

alteraciones en la homeostasis cerebral son secundarias a la BHE.

La BHE es una frontera entre los sistemas sanguineo y nervioso, que selecciona aquellas
sustancias que pueden pasar al SNC. La alteracion de la BHE, se puede lograr con ciertos
abordajes experimentales, como puede ser la privacion de suefio. Se han encontrado
consecuencias en el SMOR cuando se le restringe y en consecuencia, hay afectacion en la
BHE en ratas de la cepa Wistar. La evaluacion de la integridad o vulnerabilidad, es por medio

de la aplicacién de un colorante, que comunmente no puede atravesarla, a menos que su
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integridad se vea alterada. Gracias a la administracion del azul de Evans, que se utilizd
después de un experimento de RSMOR por la técnica de plataforma mudltiple, en la que se

trataron con grupos de rata macho de la cepa Wistar.

Los animales fueron restringidos 20/h al dia (con 4/h de oportunidad de suefio) durante 10
dias, los grupos de control incluyen ratas intactas. Después de este tratamiento, se perfundi6 a
los individuos, y se les administro el azul de Evans, intracardiacamente. Se extrajeron los
cerebros, se cortaron y fotografiaron para evaluar la tincién por medio de la cuantificaciéon de la
densidad optica correspondiente (Figura 4) (Gomez-Gonzalez, et al., 2013).

Figura 4

Demuestra que la RSMOR después de diez dias es capaz de vulnerar la permeabilidad de la BHE como se logra ver
la coloracion en el cerebro y cortes del lado izquierdo de la imagen, donde se encuentra el cerebro de una de las
ratas restringidas de suefio. Del lado derecho se encuentra el control que fue del grupo de ratas intactas que al
administrar el azul de Evans no tuvo la capacidad de atravesar la barrera y tefiir el tejido cerebral (Gomez-Gonzalez,
etal, 2013).
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Un experimento independiente se llevd a cabo para dilucidar el mecanismo hemato encefalico
por microscopia electronica de transmision. La RSMOR aumenté la permeabilidad de la BHE
comprobandose al administrar el azul de Evans en todo el cerebro, en comparacién con los dos
grupos de control. Por lo cual se comprobé que los periodos breves de recuperacion
de suefio rapido no son eficaces y en lugar de restaurar hay una alteraciéon severa de la BHE
en su funciéon mediante una reduccién en su permeabilidad del cerebro con azul de Evans. Por
lo que se cree que el SMOR regula las propiedades fisicas ayudando a una recuperacion y
evitando la permeabilidad de la BHE (Gomez-Gonzalez, et al., 2013).

LA HISTAMINA
La Histamina (HA) es una molécula hidrofilica compuesta por un anillo imidazoélico y una cadena

lateral etilamino. Es un autocoide, hormona local, ampliamente distribuido en el reino animal y
también presente en algunos venenos, secreciones nocivas, bacterias y plantas. La mayor parte
de los tejidos de los mamiferos contienen histamina preformada en cantidades variables,
especialmente altas en la piel, mucosa intestinal y pulmones, y muy bajas en plasma y otros
fluidos organicos (Lin, 2000).

La (HA) es una sustancia endodgena fisioldgicamente activa derivada de Ia
descarboxilacién del aminoacido histidina, que luego al ser almacena en los mastocitos y los
basofilos para protegerla de la accion de las enzimas destructivas ubicuas, como lo es la
histaminasa. La histamina se une a receptores H1 y H2, en diversos lugares del cuerpo e
induce a la activacion de éstos. Mientras que los receptores H3, se encuentran implicados en el
control de la sintesis de la histamina dentro del SH (Lin, 2000).

La accion de la HA en las células depende en cierto grado de la funcién de la célula tanto como
en la relacion entre sus receptores H1 y H2. Los efectos de la histamina comprenden el
aumento de la permeabilidad vascular (quiza relacionada con los receptores H1); por lo tanto,
en el tejido subcutaneo la histamina induce una triple respuesta caracterizada por un eritema
local, un halo rojo brillante y la formacién de una roncha. La HA también se une a receptores
especificos de la nariz, los ojos, el tracto respiratorio y la piel, y la activacion de estos
receptores genera signos y sintomas alérgicos caracteristicos. La activacion de los receptores
H2 estimula la secrecién acida gastrica; las drogas que antagonizan estos receptores (p.€j.,
cimetidina/nizatadina, ranitidina o famotidina) se conocen con el nhombre de antagonistas H2

que inhiben la secrecién gastrica estimulada por la histamina (Lin, 2000).
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La Histamina se encuentra a nivel de las células, mastocitos, basofilos, plaquetas, células
parietales. Cuando se descubrié que era el antagonismo del area de los antihistaminicos, se vio
que muchas veces, los AH1 no bloqueaban todos los efectos que eran derivados de la
histamina, en ocasiones no se producia un bloqueo de los efectos gastricos con algunos AH1
(Lin, 2000).

A través de esas observaciones se pudo deducir que efectivamente, existen varios receptores
para la histamina. Asi nacieron lo que son los receptores H1 y H2. Posteriormente se han
descubierto algunas formas de manera experimental, por ejemplo los receptores H3, a nivel de
las células neurales, se comenta también la presencia de receptores H4, sobre todo a nivel de

las células inmunes, con un gran papel a nivel de funcién de las células inmunitarias (Lin, 2000).

HISTAMINA COMO NEUROTRANSMISOR EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL

La Histamina actua de distintas formas, una de ellas como un eficiente neurotransmisor dentro
de todo el sistema nervioso central de la misma forma actia como un mediador a toda
respuesta inflamatoria en el tejido humano. Dentro del SNC localizamos el sistema
histaminérgico (SH) (Figura 5) y este a su vez esta conformado por:

1.- Somas de las neuronas histaminérgicas localizadas en el nucleo hipotalamico tubero
mamilar (NTM).

2.- El NTM que permite ciertas proyecciones que se difunden practicamente a todo el sistema

nervioso.

3.- Encontramos también cuatro receptores muy especificos a la histamina HA (H1, H2 y H3)
estos son integrantes del SH dentro SNC. La actividad histaminérgica es influida
farmacolégicamente, debido a que llegan a tener una accién agonista o antagonista a los
receptores de la HA (Clifford, et al., 2001).
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Figura 5

El sistema de excitacion ascendente envia proyecciones a partir del hipotalamo y tallo cerebral posterior en todo el
cerebro anterior. Las neuronas de los nucleos tegmental laterodorsal y el nicleo pedunculopontino tegmental (LDT y
PPT) (circulos azules) envian fibras colinérgicas de Acetil Colina (Ach) a los objetivos del prosencéfalo, incluido al
tdlamo, que luego requla la actividad cortical. Los Nucleos aminérgicos (circulos verdes) se encuentran proyectando
en gran parte del cerebro anterior. Las neuronas del nicleo tuberomamilar (TMN) contienen histamina (HA), las
neuronas de los nucleos del rafe contienen 85-HT y las neuronas del locus coeruleus (LC) contienen noradrenalina
(NA). El suefio es estimulado por las neuronas del ntcleo predptico ventrolateral (VLPO, circulo rojo) contienen
GABA y galanina (GAL) (Clifford, et al., 2001).

BIOSINTESIS DE LA HISTAMINA.
Este mensajero quimico se sintetiza, tanto en baséfilos, mastocitos y neuronas, a partir de la L-

histidina por la accion de la enzima histidina descarboxilasa (HDC). Cuando se libera, actla
sobre sus tres receptores. La inactivacion de la HA, ocurre por la accion de la enzima histamina
metiltransferasa (HMT), que la transforma en el metabolito inactivo 2,4-dimetil histamina (2,4-
MeHA) (Figura 6) (Church y Church, 2013).

FARMACOLOGIA DE LA HISTAMINA

Aunque numerosos tejidos contienen una cantidad que puede ser letal de histamina en su
forma fijada o inactiva, la histamina no produce ningun efecto hasta secretarse en su forma libre
en los liquidos corporales en respuesta a ciertos estimulos. Dado que la histamina se destruye
en el tracto intestinal por la enzima histaminasa, es ineficaz cuando se la administra por via oral.
Después de su inyeccion este agente induce la constriccion de ciertos musculos lisos, como los
de los bronquios, el utero y los intestinos, y la dilatacion del lecho capilar. La vasodilatacion
inducida por la histamina en los casos tipicos se asocia con un aumento de la permeabilidad
capilar y el escape de liquido, plasma, proteinas e incluso algunos elementos celulares de la
sangre hacia el espacio extracelular. La dilatacion de los capilares y las arteriolas induce rubor
facial, descenso de la presion arterial y aumento de temperatura cutanea (Lin, 2000).
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RECEPTORES DE LA HISTAMINA
La Histamina produce una amplia variedad de efectos farmacoldgicos mediante la activacion de

receptores de superficie especificos como se puede ver en la (Figura 6). La disponibilidad de
agonistas y antagonistas especificos ha permitido identificar tres subtipos de receptores
denominados H1 (Ash y Schild, 1966), H2 (Black, et al., 1972), H3 (Arrang, et al., 1983).

La HA es uno de los neurotransmisores aminérgicos, jugando un papel importante en la
regulacion de varios procesos fisiolégicos. En el cerebro de los mamiferos se sintetiza en una
poblacion restringida de neuronas localizadas en el NTM localizado en el hipotalamo posterior.
Estas neuronas se proyectan difusamente a las zonas cerebrales y han sido implicadas en
varias funciones: en el ciclo suefio-vigilia, secrecion hormonal, cardiovascular, control de la
termorregulacién, ingesta de alimentos y formacion de memoria (Zhang et al., 1997). En los
tejidos periféricos la histamina se almacena en mastocitos y basoéfilos. La HA en los mastocitos
desempefa un papel importante en la patogénesis de diversas condiciones alérgicas. Con la
desgranulacion, dan paso a la liberaciéon de HA que conduce a diversos y conocidos sintomas
de enfermedades alérgicas en la piel, se considera como un mediador importante de los
sintomas de la alergia y la inflamacién (Barbara, et al., 2002). Los receptores H1 se localizan en
la periferia y en el SNC, en el cual esta relacionado con la modulacion de diversas funciones,
entre ellas, la vigilia (Lin, 2000). Los receptores H2 se localizan principalmente en la membrana
de las células parietales de la mucosa gastrica, en células musculares lisas de los vasos, en
células miocardicas, en el nddulo sinusal en el SNC, en leucocitos como mastocitos y basdfilos
en donde se comportan como auto receptores (Barbara, et al., 2002).

Los receptores H3 se identificaban inicialmente a nivel cerebral, concretamente a nivel
presinaptico, tanto en el SNC como en el sistema nervioso auténomo; posteriormente se han
demostrado en el tejido pulmonar (Arrang, et al., 1983) y las investigaciones actuales estan
orientadas a otros tejidos periféricos como la piel, el bazo y el sistema gastrointestinal.

Tampoco se conoce con demasiada exactitud la interaccién de la histamina con el receptor que
desencadena la respuesta celular correspondiente. La estimulacion de los receptores H2 esta
intimamente relacionada con la activacion de la adenilciclasa y formaciéon de AMPc. Las
consecuencias de dicha acciéon dependeran del papel que el AMPc juegue en una determinada
célula (Barbara, et al., 2002).
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Mecanismo propuesto por el autor del articulo, relaciona la respuesta celular ante la accion de la HA sobre sus
receptores, para explicar el mecanismo inductor y facilitador de la vigilia (W). Como se observa, la activacién de los
receptores H1 y H2, induce en la célula una accién estimulante, provocando su despolarizacion. En tanto que el H3,
receptor presinaptico, inhibe la accién de la enzima que la sintetiza a partir de un aminoacido, la histidina
descarboxilasa (HDC). Como puede verse, la accion inhibitoria del H3 sobre la liberacién de la HA, afecta ademas a
otros neurotransmisores. El esquema ademas revela que, la HA es afin a los receptores ionotrépicos glutamatérgicos
NMDA. Tomado de (Lin, 2000).

ANTIHISTAMINICOS ANTAGONISTAS A LOS RECEPTORES H1 Y SU EFECTO

SOBRE EL SUENO
Al alterar la actividad del SNC, existe la posibilidad de poder causar modificaciones en el

patron de suefio de los individuos, hecho que se hizo evidente desde la administracién de los
antihistaminicos dentro de la practica médica, podemos identificar varios tipos de estos
conocidos como los de primera generacion o de la misma forma llamados sedantes; en la
actualidad encontramos un tipo nuevo de antihistaminico que a dosis terapéuticas no causa los
efectos sedantes que provocan los de la primera generacion. Los antihistaminicos sedantes y
no sedantes tienden a actuar como antagonistas de los receptores H1, esto es posible dado
que tienen la capacidad de atravesar la BHE, es necesario decir que al unirse a estos
receptores se da la capacidad de provocar efectos sobre el organismo como la de poder alterar
la arquitectura del suefo, y en caso de los AHS tener efectos secundarios en el organismo
como somnolencia (Borbely, et al., 2000).
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En investigaciones se coincide que la etapa mas vulnerable dentro del ciclo suefio-vigilia que
sufre debido a los efectos de los antihistaminicos, es el SMOR, como se ha mencionado antes
un AH1S provoca una disminucion de esta etapa aun en dosis terapéuticas. Por otra parte,
hay muy pocas investigaciones sobre los AHNS, si es que llegan a afectar el SNC, provocando
somnolencia y que etapa del suefo-vigilia llega a alterar o modificar en base a ciertas

caracteristicas que un estudio determine en una serie de individuos (Barbara, et al., 2002).

Fueron precisamente esos efectos secundarios que evidenciaron que la HA tiene relevancia en

el SNC, particularmente en el ciclo suefo-vigilia (Barbara, et al., 2002).

Una de las primeras investigaciones en este sentido, se efectu¢ aplicando HA a conejos en los
qgue se observé que tienen un importante efecto alertante, incluso se le nombré a la HA en ese
estudio “la sustancia del alerta” (Monnier, et al, 1967; Friedman y Walker, 1968).

Diferentes evidencias, revelan que el suefio puede ser promovido farmacolégicamente cuando

se altera la transmisién central histaminérgica (Lin, 2000).

a. Aplicando antagonistas a los receptores H1 (AH1) o agonistas a los H3.
b. Inhibiendo la actividad de la HDC y disminuyendo asi la sintesis de HA.
c. Causando hiperpolarizaciéon del NTM con agonistas gabaérgicas

LOS ANTIHISTAMINICOS H1 MODIFICAN EL PATRON DE SUENO
Desde el descubrimiento de la primera generacion de los antihistaminicos, antagonistas a los

receptores histaminérgicos H1 (AH1), uno de sus efectos mas importantes, ademas de su
potencia terapéutica contra la inflamacién, se hizo evidente en los efectos secundarios que

producen precisamente con la disminucion del SMOR como se puede observar en la Figura 7).

Estos antihistaminicos que también se les conoce como “antihistaminicos clasicos” o
“antihistaminicos sedantes” (AH1S), son capaces de afectar al SNC, porque pueden atravesar
la (BHE) y llegar asi hasta los receptores H1 del SNC. Tal hecho es responsable de efectos
sedantes y la forma en que estos se clasifican: disminuyen el estado de alerta, enlentecen la
respuesta psicomotriz y provocan la queja frecuente por parte del paciente de inducirle
somnolencia (Sangalli, 1997, Slater, 1999).
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Figura 7

Se muestra como el Astemizole como AH1NS no tiene un resultado significativo en la reduccion del suefio MOR en
comparacion de todos los demas AH1S que reduce en gran cantidad esta etapa asi evitando poder tener una
recuperacion total fisica en la BHE (Wauquier, et al., 1981).

Clasificados clinicamente de acuerdo a la capacidad depresora del SNC en:
A) Antihistaminicos Clasicos o de Primera Generacion
B) Antihistaminicos No Sedantes o de Segunda Generacion

Mecanismo de accion: tanto los antihistaminicos H1, como los antihistaminicos H2 actuan como
antagonistas competitivos de los receptores de la histamina llamados H1 (ubicados de manera
abundante en musculo liso de bronquios e intestino). La estimulacion de estos receptores causa
respuestas de alergia. La dilatacion de los vasos sanguineos periféricos se debe a efectos de la
histamina en los receptores tanto H1, como H2. Los receptores de la histamina tipo H2 se
localizan a nivel del estbmago (mucosa), son los responsables de estimular las secreciones de
acido clorhidrico (Church y Church, 2013).
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ANTIHISTAMINICOS CLASICOS O DE PRIMERA GENERACION

Generalmente, se conoce como "antihistaminicos" solamente a los antagonistas de los
receptores H1, especialmente aquellos utilizados en el tratamiento de las rinitis y dermatitis
alérgica. Todos los antihistaminicos se unen a los receptores de la histamina sin estimularlos,
mediante un mecanismo conocido como "antagonismo competitivo”, por lo tanto su efecto
terapéutico es mas efectivo cuando ha sido administrado en forma profilactica; puesto que
impiden, pero no revierten las reacciones iniciadas por la histamina. Entre estos tenemos:
Azelastina, Bromfeniramina, Ciproheptadina, Clorfeniramina, Difenhidramina, Dimenhidrinato,
Dimetindeno, Doxilamina, Fenoxifenadina, Isotipendilo, Prometazina (Church y Church, 2013).

CLORFENIRAMINA: PRIMERA GENERACION DE ANTIHISTAMINICOS

La Clorfeniramina y su analogo, la dexclorfeniramina, que es, practicamente, el tnico
antihistaminico utilizado por via parenteral (intramuscular o intravenosa) (Figura 8).

Clorfeniramina

Coayudante en el alivio de los
sintomas del resfriado comiin como:
Flujo Nasal
Dolor de garganta
Alergias

Figura 8

Tomada de la pagina web del laboratorio LICOL 16-octubre-2014 http://www.laboratorioslicol.com

ANTIHISTAMINICOS NO SEDANTES O DE SEGUNDA GENERACION

Los antihistaminicos de segunda generacion muestran un perfil de seguridad mejor que sus
antecesores de primera generacion, pues ofrecen al paciente buen estado de alerta y
concentracion en sus tareas cotidianas. Actuan mediante un antagonismo competitivo
reversible de los receptores H1. A este grupo de antagonistas H1 mas modernos, pertenecen
Terfenadina, Astemizol, Loratadina, Cetirizina, Ebastatina y Epinastina (Shamsi, et al, 2010,
Church y Church, 2013).
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CETIRIZINA: DE LA PRIMERA A SEGUNDA GENERACION DE

ANTIHISTAMINICOS
La administracién de antihistaminicos de segunda generacién dentro de su ventana de

dosificaciéon terapéutica tiene una capacidad muy reducida para lograr afectar el sistema
nervioso central (SNC) y provocar efectos secundarios, que se asocian comunmente con el uso
de los antihistaminicos de primera generacion. Sin embargo, existe evidencia que apoya la idea
de que ocurran efectos secundarios en el SNC cuando estas dosis son superadas. Estos
efectos secundarios de comportamiento son de particular importancia ya que el deterioro de la
funcién psicomotora afecta a la calidad de vida del paciente y expone al paciente y al publico a
arriesgarse a accidentes. Ademas, sedacion diurna excesiva es contraproducente
terapéuticamente y en consecuencia a la eficacia clinica de estos antihistaminicos. La CTZ es
un antihistaminico de accion rapida, aprobada para el alivio de sintomas existentes en ciertas
temporadas, como la rinitis alérgica, y la urticaria idiopatica crénica (Figura 9).

La CTZ se absorbe rapidamente con el pico de plasma en concentraciones que ocurren dentro
de 1-5 horas después de la administracion oral. Los resultados de estudios controlados han
demostrado claramente que la CTZ en dosis de hasta 10mg/dia esta libre de efectos negativos
sobre el rendimiento cognitivo y psicomotor (Church y Church, 2013).

A.n::'a!e;rgr'ro " .
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Figura 9
Tomada de la pagina web del laboratorio ELEA 16-OCT-2014. http://www.elea.com

Todos los antihistaminicos de segunda generacién son de administracién oral, no contandose
por el momento con presentaciones parenterales. Son mas lipofébicos, presentan cadenas
laterales cargadas y se encuentran unidos a las proteinas plasmaticas, hechos que les impiden
atravesar la BHE. También muestran una mayor afinidad por los receptores H1 periféricos que
los centrales. Se usan en la prevencion y alivio de los estornudos, prurito y rinorrea en
pacientes con rinoconjuntivitis alérgica, asi como en el tratamiento del prurito en pacientes con
urticaria (Church y Church, 2013).
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EFECTOS ADVERSOS
Todos los antihistaminicos de primera generacion producen suefio, en alrededor del 25% de los

pacientes, en dosis terapéuticas. Se observa también un retardo del tiempo de reaccioén,
confusién, descoordinacion motora y una disminucién en la capacidad de conducir vehiculos.
En el adulto se suele observar estados de ansiedad, angustia y depresion. Sin embargo, en
algunos pacientes generan inquietud, hiperactividad e insomnio.

Los nifios son muy sensibles a su accion toxica y pese a metabolizarlos mas rapidamente que
el adulto, facilmente pueden presentar alucinaciones, convulsiones y coma. Todos estos efectos
sobre el SNC dependen de su union a receptores H1 localizados en el cerebro y para lo cual no
existe antidoto conocido. Son liposolubles, por lo tanto atraviesan la barrera hemato—encefalica.
La CLF es la unica que cuenta con una presentacion inyectable, muy util en procesos agudos
graves (shock anafilactico) que requiere de administracion parenteral.

Algunos de estos, tienen accion a otro nivel, en mecanismos de accion, en érganos y por ello

tienen también distintas indicaciones (Lin, 2000).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, existe una creciente preocupacion en cuanto a la importante funcion del suefio
en los seres vivos asi como condiciones que pueden alterarlo y qué consecuencias tiene el
exceso o déficit de sueno, lo que puede ser causado por alguna condicién experimental,
farmacolégica o clinica. El suefio puede ser alterado cuando al individuo se le somete a la
privacioén, parcial o total, o bien cuando su restringe el periodo de dormir, de forma crénica o
aguda. Uno de los efectos que se observan cuando se le permite dormir es una respuesta
compensatoria que se conoce como rebote de suefio, es decir el individuo tiene la capacidad de
entrar mas facil a la etapa conocida particularmente como SMOR. Privar o restringir al suefo
tiene consecuencias fisiopatolégicas que van desde muy ligeras y reversibles, hasta graves y
letales como la alteracion de la BHE, crecimiento anormal de érganos internos, afectacion en la
memoria y rebote de SMOR (Copinschi, 2005; Machado, 2013).

La vida de los estudiantes universitarios, es comun el abuso en cuanto a la restriccion de
suefo, tanto voluntaria por razones recreativas, u obligados por el cumplimiento de tareas,
estudio o preparacion de examenes (Banks y Diges, 2007). Se ha demostrado que cuando se
restringe de sueno, durante un periodo de diez dias, por el método de la plataforma mudltiple, a
ratas de la cepa wistar con oportunidad de dormir 4h y mantenerlas despiertas por 20h, hay una
vulnerabilidad en la estructura de la BHE, la cual experimentalmente se ha demostrado al
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finalizar el décimo dia con una administracion intracardiaca con un colorante llamado azul de
Evans, que atraviesa todo el sistema circulatorio de la rata coloreando todo érgano y
extremidad, asi como la masa cerebral. Sin la restriccion de suefio no es capaz de atravesar la

BHE y en consecuencia no es capaz de colorearla (Gomez-Gonzalez, et al., 2013).

Investigadores se han inclinado por una proteina, capaz de negar el paso, o bien ayudar a
ciertas sustratos para poder atravesar la BHE, conocida como la glicoproteina-p (Pgp). Esta
proteina transporta y expulsa sustratos, los cuales amenazan con atravesar el SNC, tiene la
capacidad de formar una barrera funcional para poder proteger al cerebro, limitando el acceso
de sustancias externas (Aller, 2009).

Uno de los problemas de la Pgp es que es incapaz de distinguir entre farmacos terapéuticos y
neurotoxicos, por lo que en bastantes ocasiones, obstaculiza el tratamiento de algunas

enfermedades, incluyendo el cancer cerebral (Aller, 2009).

En las pasadas décadas se han propuesto muchas sustancias endégenas (hormonas,
neurotransmisores, citosinas, entre otras mas) que pueden inducir o inhibir al suefio,
interactuando con el sistema nervioso, o con sus receptores especificos, que en consecuencia
afecta a los mecanismos fisiolégicos involucrados en los procesos antes descritos. Su estudio
ha permitido entender cémo se regula el suefio (Borbély, 2000; Jouvet, 1962). Uno de los
neurotransmisores involucrados en la expresion fisioldgica de la vigilia, es la histamina (HA),
secretada exclusivamente por el nucleo hipotalamico tubero-mamilar, que tiene proyecciones
axonicas a practicamente todo el sistema nervioso. La HA tiene tres receptores en el SNC: H1,
H2 y H3, los dos primeros son excitatorios (Panula y Nuutinen, 2013).

Por otra parte, se han descubierto una amplia cantidad de xenobidticos, los farmacos que son
capaces de modificar al suefio ya sea induciéndolo (los hipnéticos), fragmentandolo o
disminuyéndolo (alertante), en virtud de la afinidad que tienen con los receptores de las
sustancias endogenas relacionadas, también por interactuar indirectamente con algunas de las

vias relacionadas con los mecanismos reguladores del suefio (Brunton, et al., 2012).

De particular interés resultan los medicamentos antigripales, los cuales identificamos como
antihistaminicos. Adquiridos por los pacientes sin receta médica, son productos de libre venta,
utilizados para aliviar los sintomas caracteristicos (lagrimeo, escurrimiento nasal, dolor de
garganta) de igual motivo son de gran utilidad para combatir reacciones alérgicas (Brunton, et
al., 2012). Los antihistaminicos son antagonistas a los receptores histaminérgicos H1 (AH1). La
primera generacion de AH1 sintetizados, son conocidos como antihistaminicos sedantes
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(AH1S), debido a que tienen el poder de atravesar la BHE y llegar asi hasta los receptores H1
del sistema nervioso central (SNC), causando alteraciones en la capacidad psicomotora del
individuo. Los AH1 mas recientemente producidos tienen una menor capacidad de atravesar a
la BHE y en consecuencia menos posibilidades de afectar al SNC, por lo menos a dosis
terapéuticas, por tal motivo se les ha identificado como antihistaminicos no sedantes (AH1NS) o
de segunda generacion (Church y Church, 2013).

Uno de los efectos sobre el SNC que producen los AH1S es la disminucion de SMOR, hecho
que se ha encontrado en diversas especies. En ciertos experimentos en los que se ha utilizado
perros, gatos y ratas tienen una tendencia a disminuir el SMOR cuando a estos se les priva
completamente de suefio durante un periodo de 24 horas y se les administra un AH1S, y
posteriormente se da oportunidad de dormir, se esperaria una inmediata recuperacion de
SMOR, debido a que siempre hay un existente rebote de suefio, el cual consiste en someter al
individuo a cierta inhibicion de suefio, posteriormente se da la oportunidad de dormir, para
poder asi calcular el % de SNMOR y SMOR, sin restriccion de suefio normalmente al medir las
etapas del sueio, se puede observar una mayor cantidad de tiempo de SNMOR antes de
pasar al SMOR, sin embargo al haber una privacion total de éste, al medir las etapas se puede
observar una cantidad mucho menor dentro de la etapa SNMOR para entrar a SMOR mas
rapido y ser mas duradera esto se conoce como rebote de suefo, esto es realizado mediante
un polisomnografo con el cual puede medirse la cantidad en porcentaje que un individuo pasa
en cada uno de sus periodos de tiempo en SNMOR, SMOR y V, pero al contrario hay una
disminucion significativa a lo que esperaria con respecto al rebote de suefio (Thakkar, 2011).

Cuando se somete a restriccion de suefio, uno de los efectos importantes es la vulnerabilidad
de la BHE. Los AH1 se catalogan en funcion de su capacidad de atravesar a la BHE aquellos
que lo hacen facilmente se les conoce como AH1S en tanto que los que a dosis terapéuticas no
la cruzan son conocidos como AH1NS. Cuando un AH1S cruza la BHE disminuye el SMOR, de
manera que si se somete a las ratas a una condicion de restriccién de suefio la cual produce un
incremento de SMOR, vy por otra causa que la BHE se vulnere, y se aplica un AH1NS, es
posible que el antihistaminico no sedante cause la disminucién del SMOR efecto que producen
los AH1S (Thakkar, 2011).
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LA PREGUNTA EXPERIMENTAL
¢, Si se vulnera la BHE por que se somete al individuo a RS, un AH1NS podria cruzar y tener un

efecto sobre el patron del suefio?

HIPOTESIS
Al someter a ratas macho de la cepa Wistar a RS, por el método de plataforma mudltiple, durante

diez dias (20h Vigilia/4h Sueio), vulnerara a la BHE, de manera que cuando se administre una
dosis terapéutica de Cetirizina (AH1NS), afectara el patrén de suefio, disminuyendo
principalmente el SMOR, de la misma manera que lo hace la Clorfeniramina (AH1S).

OBJETIVO
Someter ratas macho a una RS por el método de la plataforma mdltiple, afin de que la BHE

aumente su permeabilidad y aplicar un Antihistaminico sedante y uno no sedante de manera

que la atraviesen y tengan un efecto sobre el patron del suefio.

OBJETIVOS PARTICULARES
1) Caracterizar al método de la plataforma multiple para saber el periodo en el cual se logra

vulnerar a la BHE, utilizando el colorante azul de Evans en animales perfundidos.

2) Someter a RSMOR durante diez dias en un esquema de 20 horas Vigilia por 4 horas de
suefo (20/4h), por el método de la plataforma multiple.

3) Seleccionar 3 grupos de manera que a cada uno de ellos se les administre por via
intraperitoneal ya sea SS, CLF o CTZ, con una dosis de 20 mg/kg, y en promedio un
volumen de 0.8 mL. 20 minutos después se realiza un estudio polisomnografico (PSG)
por ocho horas.

4) Seleccionar otros 3 grupos, se les somete a RSMOR vy posteriormente se les aplica por
via ip. Con la dosis que se menciond en el inciso anterior. Posteriormente se realiza un
estudio polisomnografico por 8h.

5) Evaluar los estudios PSG, a fin de conocer qué ocurrié al patron de suefio, y ademas
determinar cual etapa de suefio fue la mas afectada en cada caso.

6) Aplicar el analisis estadistico para valorar los resultados.
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MATERIALES Y METODOS
e Animales (ratas de la cepa Wistar machos peso aproximado de 300g-400g)

e Implantes quirdrgicos para el analisis convencional de suefio (electrodos)

e Anestesia (ketamina (3.75 mg/100g), xilazina (0.19 mg/100g) y acepromacina (0.038
mg/100g) (Vazquez-Palacios, et al., 2004).

e Tormillos de acero inoxidable (electrodos)

e Cables de acero inoxidable aislados

e Instrumentaria quirdrgica (Instrumental de diseccién)

e Acrilico para uso dental, en polvo y disolvente liquido de secado rapido, para fijar el
dispositivo en la superficie del craneo del animal.

e Antihistaminicos (Clorfeniramina-Elea), (Cetirizina-Licol)

e Camara de plataforma multiple

e Polisomnografo (CADWELL Modelo Easy 2).

e Jaulas individuales para ratas

e Modelo estadistico (Kruskal-Wallis, tanto en la ANOVA como en la post-hoc de

Newman-Keuls).

ANIMALES
Se utilizaron ratas Wistar machos de 300 a 400g de peso corporal (Figura 10). Los animales

fueron proporcionados por el bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa. La
habitacion donde fueron confinados los animales, se mantuvo con ciclos de luz-oscuridad de
12h X 12h (encendi6é a las 10:00 horas) y temperatura ambiente de 23°C aproximadamente.
Tuvieron libre acceso al agua y alimento (Purina Chow para rata). Se utilizaron cinco ratas
macho por cada uno de los 6 grupos (SS, CTZ, CFL, RS+SS, RS+CTZ y RS+CFL) para un
apropiado analisis estadistico.

Figura 10

Ratas macho de la cepa Wistar utilizadas en el experimento.
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METODO QUIRURGICO PARA IMPLANTE SUPRACRANEAL DE

DISPOSITIVO
La técnica quirdrgica seguida, se basa en la propuesta por el grupo de investigacion de

Velazquez-Moctezuma (Vazquez-Palacios, et al., 2004). Bajo anestesia general con un coctel
anestésico elaborado con: ketamina (3.75 mg/100g), xilazina (0.19 mg/100g) y acepromacina
(0.038 mg/100g) aplicado por via intraperitoneal (ip), se fijaron en el craneo cinco tornillos de
acero inoxidable (electrodos) conectados a 5 cables aislados, de la siguiente manera: cuatro de
ellos entre bregma y lambda, bilateralmente a la sutura medio-sagital y el quinto en el hueso
frontal. Para el registro electromiografico (EMG), se utilizaron cuatro alambres flexibles y
aislados de acero inoxidable firmemente fijados a los musculos de la nuca. Los cables tanto los
de los tornillos como los de los musculos, fueron conectados a un dispositivo que permite
mantener la separacion de los electrodos y hacer la conexion entre los electrodos con el
dispositivo que se unira al poligrafo que registrara los trazos del EEG y el EMG (Figura 11).
Finalmente el dispositivo se fijo al craneo por medio de cemento acrilico para uso dental. La
inclusion y andlisis del EEG y el EMG, conforman el estudio polisomnografico (PSG).

Figura 11

En estas fotografias tomadas de animales de experimentacion, se advierte el dispositivo implantado en el craneo de
la rata, que soporta los cables de los electrodos para el EEG y el EMG. El conector es finalmente fijado con cemento
dental. Después del periodo postoperatorio (una semana) y del de habituacién (24 horas antes de la prueba), este
dispositivo se conecta al poligrafo a fin de registrar el PSG del estudio de suefio. Fotografias tomadas en el Area
de Neurociencias de la UAMI

A los 7 dias de la implantacion de los electrodos y 48h antes de la prueba, el dispositivo
implantado se conecta a un cable que simula las condiciones en que se realizaran los estudios

PSG a fin de que el animal se habitde a la prueba (Vazquez-Palacios, et al., 2004).
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TRATAMIENTOS
Se utilizaron dos grupos (2 y 5) animales a los que se les administro CLF y otros dos grupos (3

y 6) con CTZ. Ambos aplicados en dosis de: 20 mg/kg/via intraperitoneal respectivamente, que

corresponden a las dosis usualmente que se utiliza en rata, para este tipo de estudios.

El grupo control (1 y 4) lo conforman animales intactos que fueron inyectados con vehiculo (0.2
mL de SS).

La administracion via/ip se realizé 30 minutos antes de iniciar el registro PSG.

REGISTROS PSG

La duracioén del registro PSG fue de 8 horas, para cada uno de los grupos formados, en el cual
se llevaron a cabo al inicio de cada periodo de luz-oscuridad (Figura 12) para observar y medir
cada una de las ondas relacionadas con el SMOR, SNMOR y la V para tener el registro de cada
rata individualmente respectivamente en su grupo de estudio (Takeuchi, 1970).

Figura 12

Una vez que concluye el periodo post-operatorio de recuperacion, se le coloca al animal el cable conector de
habituacién, durante las 24h previas al estudio PSG. Durante el registro, el dispositivo implantado al craneo del
animal, es parte de la interfase que une a la rata con el poligrafo. Fotografias tomadas en el Area de
Neurociencias de la UAMI
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METODO DE LA PLATAFORMA MULTIPLE

La RSMOR se logra cuando se coloca a los animales de experimentacién en el recipiente que
tiene el sistema de plataforma multiple sumergidas en agua. Cuando ocurre la hipotonia
muscular producida por el SMOR, el animal cae al agua, lo despierta y regresara a su
plataforma. En la camara de restriccion o camara de plataforma multiple, se colocan menos
animales que el total de plataformas a fin de que tengan libre movilidad, permite disminuir en la
prueba, el estrés inherente a la inmovilidad y el aislamiento. El método de la plataforma mudltiple
(Figura 13) que se utilizd, para someter a los animales a RS, se hizo conforme a lo que
propone el grupo de (Suchecki, 2000; Gomez-Gonzalez, et al., 2013).

Figura 13

Puede observarse el sistema de restriccion de suefio por el método de plataforma multiple.
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PROCESO EXPERIMENTAL.
Se Caracterizdé por el método de la plataforma multiple un grupo de ratas, para asi poder

determinar cual era la etapa en que la BHE se encontraba mas vulnerable, con una perfusion
intracardiaca del azul de Evans. Al término del décimo dia se observé que tal vulnerabilidad era
total y permitia el libre y total paso del colorante.

Posteriormente a ratas macho adultas de la cepa Wistar, les fueron implantadas un dispositivo
para un estudio convencional de suefio. Después de dos semanas de recuperacion
postoperatoria, se les realizo un estudio PSG de 8h (Figura 13.1), a partir del inicio de la etapa
luminosa, (ciclo: 12h luz/12h oscuridad). Se formaron tres grupos: SS (n=5), CLF (n=5)y CTZ
(n=5).

SMOR VIGILIA

ACTIVIDAD CTX

e L N i T LA B T B ] H.I*%MHMI""

ACTIVIDAD EMG -

Figura 13.1

Figura 13.1. Se puede observar un ejemplo sobre como realizar una evaluacion de las etapas del suefio separando la

V. La linea negra indica la actividad de la corteza cerebral mientras que la linea azul la actividad electromiografica.

Dos semanas después, se sometid a los animales a restricciéon de suefio, por diez dias (4h
suefo/ 20h vigilia), utilizando el método de la plataforma mudltiple (Figura 13). Concluido este
periodo, se somete a un ultimo estudio PSG, de manera que conformaron los grupos: RS+SS (n
=5), RS+CLF (n = 5) 0 RS+CTZ (n = 5).

El procedimiento se describe sucintamente en el siguiente diagrama de flujo:
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(DIAGRAMA 1).
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En este diagrama se muestra el efecto de los AH1 sobre el patrén de suefio, y todo el procedimiento experimental

llevado a cabo durante todo el proceso.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se expresan (Figura 15-20) como la Mediana * rango intercuartil (RIQ), del
porciento del tiempo total de registro. Fueron analizados por sendas pruebas, una de Kruskal-
Wallis para determinar el andlisis de varianza (ANOVA) de todos los grupos, y una prueba post-
hoc de Newman Keuls, para describir el analisis de todos los grupos experimentales por la
grafica de barra y bigotes a fin comparar cada uno de los grupos experimentales con el control.
Las diferencias al valor registrado fue debido a que habia un p<0.05, en ese caso, se
consideraron estadisticamente significativas.

El diagrama esta representado por un rectangulo, por abajo y arriba del cual, se trazan unas
lineas verticales (los bigotes), limitados por lineas horizontales. Del rectangulo, sus lados
menores, corresponden, a los cuartiles (Q): primero (el lado inferior, Q1), tercero (el lado
superior, Q3) y a la mediana o segundo (la linea dentro del rectangulo, Q2) (Figura 14). Para
determinar los bigotes, se considera al rango intercuartil (RIQ), multiplicado por 1.5. De manera
que se establece que:

RIQ = 3er Q- 1erQ
Y el célculo de la dimensién de las lineas (bigotes)
Q2 + RIQ (1.5)

Que corresponden a las lineas superior e inferior, respectivamente.
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Figura 14

Grafica utilizada como método del analisis estadistico, conocida como gréfico de barra y bigote.
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RESULTADOS

Efecto de los AHL sobre la WVHSILLA
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Figura 15

En la figura 15. Puede observarse, el efecto sobre el tiempo de V, en individuos a los que se les administr6 AH1. Si
bien no presentan diferencias significativas, si podemos observar que los sujetos con SS muestran las siguiente
tendencia: se deduce que el tiempo del grupo control con la CTZ, son parecido; En cambio con la CLF permanecen
mas tiempo despiertos. Debido que el tiempo total de registro esta compuesto por la etapa de vigilia y suefio,
deducimos de la misma forma que los del grupo de CLF tendieron a dormir menos.

Efecto de los AH1 y la RS sobre la VIGILIA
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Figura 16

En esta figura 16. Se evaluaron los tiempos promedios de V son muy parecidos en los tres grupos. Y no fue
modificada por la RS.
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Efecto de los AH1 sobre el SNMOR
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Figura 17

En la figura 17. Se determino que el grupo de CTZ tiene un SNMOR muy parecido al de SS. En cambio los de CLF
tendieron a disminuirlo aunque no hubo diferencia significativa.

Efecto de los AH1 y la RS sobre el SNMOR
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Figura 18

En la figura 18. Puede observarse la cantidad de SNMOR en individuos que sufrieron de RS y posteriormente se les
administr6 un AH1. Al evaluar las poblaciones de cada grupo analizado, se determind que todos tienen un
comportamiento parecido, al no haber diferencia significativa, se advierte que la restriccion y la administracién de los
antihistaminicos no afecta esta etapa.
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Efecto de los AH1 sobre el SMOR
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Figura 19

En esta figura 19. Se advierte que el SMOR aumento significativamente en el grupo de CTZ. En cambio con el
grupo de CLF hubo la tendencia a disminuir, aunque no significativamente con respecto a el control de SS.
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Figura 20

En la figura 20. La RS vulnerd la BHE y permitio que la CTZ (AH1NS) la atravesara, causando una disminucion de
SMOR como se esperaria de un AH1S. La CLF tendié a disminuir aunque no significativamente como se esperaria.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La caracterizacién que se realizd previo a la administracion del AH1, en la que se restringieron
de sueno, y posteriormente se perfundieron animales (10 ratas control y 10 ratas restringidas de
suefo) con el colorante azul de Evans, permitid verificar que efectivamente la BHE fue
vulnerada, conforme lo propone el grupo de Gémez-Gonzalez (Figura 4) (Gomez-Gonzalez, et
al., 2013).

La alteracion de la V, puede afectar en el patron de suefio (Borbély, 2000). En casos cuando es
alterada por estrés, inmovilizacion, privacién o restriccion de sueno, se observa un incremento
de SMOR (Rampin, 1991). En el actual experimento se evalud el efecto de un AHINS (CTZ) y
un AH1S (CLF) administrado en animales sometidos a RS, por el método de la plataforma
multiple, no se observé tal rebote de suefio, probablemente debido a que los investigadores en
sus estudios trabajaron sin vulnerar la BHE (Wauquier, et al., 1981).

La mayoria de los investigadores en experimentos con ratas, perros y gatos, concluyeron que la
CLF tiende a disminuir de manera significativa al SMOR sin RS (Wauquier, et al., 1981, Cote,
1993, Eaton, 1995, ltowi, 1990).

En los resultados obtenidos, se presenté la tendencia a disminuir el SMOR (Figura 19) en el
grupo de CLF (grupo 2), aunque no de forma significativa, la diferencia pudo haber sido a que
ellos no utilizaron la RS, ya que privaron de suefio (Wauquier, et al., 1981), o simplemente
aplicaban el farmaco, y no sometieron a una condiciéon de vulnerabilidad a la BHE (Gomez-
Gonzalez, et al., 2013), que pudo ser el factor para que la disminuciéon del SMOR no fuera como
el esperado. Probablemente si se aumenta el niumero de individuos puede que este resultado

se acentuara y lograra observarse las diferencias significativas.

Los resultados (grupo 3 y 6) de CTZ (20mg/kg) no indujeron cambios significativos en la V
(Figuras 15 y 16) ni en la etapa de SNMOR (Figuras 17 y 18). Estos resultados, ayudan
apoyando el concepto de que los AH1NS, tienen efectos menores sobre el SNC al no existir
diferencias significativas en lo antes mencionado (Sangalli, 1997, Slater, 1999, Golightly, 2005,
Ishiguro, 2004, Fujisaki, 2002).
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Muchos estudios, concluyen que los AH1NS, por su menor capacidad para atravesar la BHE,
tienen menor posibilidad de afectar al SNC (Sangalli, 1997, Slater, 1999, Golightly, 2005,
Ishiguro, 2004, Fujisaki, 2002) y el efecto que pueden provocar es fundamentalmente
dependiente de la dosis (Fink, 1979, Mattila, 1999, Shigemoto, 2004) y de la especie del animal
de experimentaciéon (Depoortere, 1995, Marzanatti, 1989, McLeod, 1998, Dridi, 2005).

Otro resultado inesperado que se obtuvo dentro de la modificacién del patron dentro del ciclo
sueno-vigilia, fue el SMOR (Figura 19), especificamente con el grupo de CTZ (grupo 3), que
fue mayor que el grupo control de SS (grupo 1) sin RS. Al ser un AH1NS se esperaria que no
tuviese alteracién, ya que no tiene la capacidad de cruzar la BHE en dosis terapéuticas y asi
mismo tener efectos sobre esta etapa como la CLF (grupo 2) al ser un resultado inesperado se
recomienda aumentar el numero de individuos de experimentacién observando si existe la
misma tendencia en caso contrario revisar el registro de suefio buscando si hubo un error

analitico (Wauquier, et al., 19817).

Cuando se restringié de suefio a los distintos grupos de ratas, se encontré que la CTZ (grupo
6), que en condiciones normales, no tiene la capacidad de cruzar la BHE, la atravesé y afecto el
patron de suefo significativamente, disminuyendo la cantidad de SMOR (Figura 20) en
comparacion con el control de SS (grupo 4). Comunmente se esperaria que afectara la CLF
(grupo 5) como en la (figura 19) sin RS (Wauquier, et al., 1987).

La RS al ser capaz de vulnerar a la BHE, permitiendo el paso de la CTZ (grupo 6), a dosis
terapéutica, provoco asi la disminucion del SMOR (Figura 20), demostrando que el SNC es
alterado en conjunto con el estrés provocado al individuo por el método de la plataforma
multiple (Suchecki, 2000).

Estos resultados involucrados con la disminucién del SMOR (Figura 20) directamente con la
RS, causada por la CTZ (grupo 6), puede deberse a que en la BHE, radica en los capilares
cerebrales un factor limitante en el tratamiento de muchos trastornos del sistema nervioso
central, la glicoproteina-p (PgP) (Aller, 2009). Esta tiene ciertas funcionalidades, una de ella es
transportar y ayudar a expulsar sustratos, los cuales amenacen con cruzar la BHE, forma una
barrera funcional en la que protege al cerebro limitando el acceso de sustancias quimicas

externas.
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El problema es que la (Pgp) no distingue bien entre farmacos terapéuticos y neurotdxicos, por
lo que a menudo puede ser un obstaculo para el tratamiento de algunas enfermedades,
incluyendo el cancer cerebral, en el caso del experimento realizado, puede que ayude en el
transporte del AH1NS, cuando la BHE es vulnerable no le sea posible la expulsion de este y

ocasionar sintomas no esperados o conocidos mejor como efectos secundarios (Aller, 2009).

El aumento de los niveles de la Pgp en la BHE se ha sugerido como una probable causa de la
resistencia a los farmacos. Ya que numerosos sustratos compiten por el transporte de esta y
modifican sus niveles de expresion, en el experimento realizado al ser vulnerado el SNC es
probable que no sélo un AH1NS que no deberia de cruzar, atraviese sino que muchas
sustancias tendran la libertad de pasar, provocar efectos no deseados y no correran el riesgo
de ser expulsadas por la Pgp (Aller, 2009).

Este trabajo, pretende acercarse a la condiciéon de RS a la que comunmente se someten los
humanos. Es muy frecuente que los individuos lo realicen voluntariamente, como los son
estudiantes en periodo previo a exdmenes, en personas que laboran bajo mucho estrés, asi
como en actividades recreativas, al tener sintomas gripales con la intencién de continuar en sus
labores o tareas sin pausas, son orillados a administrarse medicamentos conocidos como
antigripales, teniendo la confianza que no tendran efectos secundarios, como lo es la
somnolencia entre otros que causan los AH1S (Wauquier, et al., 1981), al vulnerar la BHE se
corre el riesgo que estos medicamentos crucen, entonces se tiene el riesgo que afecten el SNC
(Gomez-Gonzalez, et al., 2013) y afecten el patron de suefio disminuyendo el SMOR (Figura
20).

Por lo cual en este estudio se cree que la BHE, una vez que es vulnerada (Figura 20), puede
tener afectacién o de cierta manera beneficia a la glicoproteina-p para permitir el paso de
muchas sustancias que pueda transportar como AH1NS y que normalmente la membrana no
permitiria su paso y alterar el SNC (Aller, 2009).
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CONCLUSIONES
1) La BHE en los sujetos de experimentacion es vulnerada al mantenerla bajo RS durante diez

dias 20/4h. 2) La RS al vulnerar la BHE no permite el rebote de SMOR. 3) La CLF no afecta las
etapas de suefio de manera significativa, sin embargo muestra tendencias esperadas de un
AH1S en la etapa de SMOR al disminuirlo. 4) EI grupo de CTZ no logro afectar el estado de V
ni la etapa de SNMOR como se esperaria de un AH1NS, al no tener la capacidad de atravesar
la BHE y causar efectos secundarios. 5) El grupo de CTZ afecta el patrén de suefio
significativamente sin RS al aumentar el SMOR y disminuirlo bajo restriccion es decir fue capaz
de alterar el SNC. 6) Probablemente a la accion de la Pgp y la BHE vulnerada la CTZ tuvo mas

repercusion sobre el SNC, permitiendo que esta atravesara sin problemas la BHE.
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