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RESUMEN

Las funciones de la histamina (HA) como neurotransmisor en el sistema
nervioso central (SNC) y como mediador de la respuesta inflamatoria estan bien
establecidas. En el SNC, el sistema histaminérgico (SH) lo conforman: a) Los somas de
las neuronas histaminérgicas que se encuentran en el nudcleo hipotaldmico
tuberomamilar (NTM); b) Las proyecciones que parten del NTM de manera difusa a
practicamente todo el sistema nervioso; ¢) Los cuatro receptores especificos a la HA
(H1, H2, H3 Y HA4); tres de ellos son integrantes del SH en el SNC. La actividad
histaminérgica puede ser influida farmacolégicamente, por la accién de agonistas o
antagonistas a sus receptores, o por la operacidon de aquellos que afecten la actividad
de las enzimas que sintetizan o degradan a la HA.

El SH tiene ritmos circadianos y ultradianos, su es actividad diferente en
distintos momentos del ciclo suefio-vigilia, sus neuronas, por ejemplo, tienen
diferentes velocidades de disparo, desde una gran frecuencia durante la vigilia activa,
menor en la vigilia quieta, mucho menor en el sueio ligero, hasta ser practicamente
silentes durante el suefio profundo y el sueno de movimientos oculares rapidos
(SMOR) o suefio paraddjico (SP). El SH tiene un ritmo circadiano que se refleja, ademas
de la frecuencia de disparo mencionada, en la variacion de las concentraciones de HA y
sus metabolitos en el SNC, en diferentes momentos del ciclo luz-oscuridad. Alterar la
actividad del SH del SNC, causa una consecuente modificacion en el patréon de sueio
del individuo, hecho que se hizo evidente desde que se utilizaron a los antihistaminicos
en la practica médica, especialmente aquellos que fueron descritos como sedantes.
Los antihistaminicos, antagonistas de los receptores H1 (AH1), debido a que atraviesan
a la barrera hemato-encefalica, son capaces de modificar la arquitectura del suefio, sin
embargo los resultados de sus efectos sobre el periodo de vigilia, han sido
controversiales; en tanto que algunos estudios sugieren que actian como inductores
de somnolencia, otros proponen que su accidon puede estimular al SNC, efecto que
puede causar la activacidon el sistema de vigilia. La mayoria de las investigaciones
coincide en que la etapa mas vulnerable del ciclo suefio-vigilia que puede sufrir los
efectos de los antihistaminicos, es el SMOR, el efecto de los AH1 conlleva a una
disminucién de esta etapa de suefio. Por otra parte, diferentes estudios han sugerido
que el SH es un modulador del principal reloj bioldgico el hipotaldmico nucleo
supraquiasmatico, que es la principal estructura que coordina los ritmos circadianos.

El SP sufre modificaciones cuando se somete al sujeto a condiciones de estrés
(por ejemplo el inducido en la rata por inmovilizacion) o privacidon de suefio, en ambas
situaciones se produce un incremento en la cantidad de esta etapa, que en el caso de
la privacién selectiva de SP (PSSP), se le reconoce como “rebote de suefio”.



En el presente trabajo se establecieron los siguientes objetivos: 1) Determinar
si los AH1 no sedantes (AH1NS), afectan el ciclo suefio-vigilia. 2) Estudiar si la
sensibilidad de los AH1 sedantes (AH1S) sobre el patrén de suefio, tiene ritmo
circadiano. 3) Determinar si el incremento en el SP causado por la PSSP y/o el estrés
por inmovilizaciéon, pueden ser modificados por la accion de un AH1S.

El trabajo experimental se hizo por medio de estudios polisomnogréficos, en
ratas machos de la cepa Wistar, que para tal fin, contaron con implantes colocados ex
profeso. Para ello se dividid a los animales en tres grupos experimentales: Al grupo 1 se
evalué la accion un AH1S y un AHINS sobre el patréon de suefio en diferentes
momentos del ciclo luz-oscuridad. Al grupo 2 se sujetd a estrés por inmovilizacién (El),
seguido de la administracion de un AH1S, en sendos periodos del ciclo luz-oscuridad. Al
grupo 3 se sometid a PSSP, seguida de la aplicacion de un AH1S.

Los resultados revelaron que: 1) El AHINS no produjo alteraciones en el patrén
de suefio. 2) El efecto del AH1S sobre la arquitectura de sueiio, fue diferente en los dos
periodos del ciclo luz-oscuridad; la etapa mas afectada fue el SP, que disminuyé en
ambos. 3) El rebote de sueio causado por el estrés por inmovilizacién, fue anulada por
efecto del AH1S y el cambio en el patréon de suefio, dependié del momento del ciclo
luz-oscuridad en el que se evalud. 4) El AH1S se comportd como un estimulante del
SNC, al incrementar la cantidad de vigilia, especialmente en el periodo en el que el
animal presenta menos actividad, (el luminoso).

Concluimos que: 1) El antihistaminico no sedante, no afecta el patrén de suefio;
2) La sensibilidad al antihistaminico sedante sobre el patrén de suefio, tiene ritmo
circadiano, hecho que también fue observado cuando los animales fueron sometidos a
estrés por inmovilizacién; 3) El antihistaminico sedante tuvo un efecto activador sobre
el sistema nervioso, hecho que se reflejé en un incremento en el porcentaje de vigilia,
especialmente en el periodo de luz. 4) Que el SMOR es la etapa mas vulnerable a ser
afectada por la accién del antihistaminico, ya que causé su disminucién en ambos
periodos del ciclo luz oscuridad y ademas fue anulado el incremento de SMOR que
comunmente se esperan como consecuencia del El y la PSSP.



INTRODUCCION
La Histamina es un autacoide pero también un neurotransmisor.

La Histamina (HA) es un versatil mensajero quimico, protagonista esencial de
dos procesos fisioldgicos: es un autacoide que participa en el disparo de la respuesta
inflamatoria en los tejidos periféricos, y es también un neurotransmisor en el Sistema
Nervioso Central (SNC). La HA es un agonista competitivo, que actua sobre cuatro
posibles receptores metabotrépicos (H1, H2, H3 y H4). Los tres primeros se localizan
en la periferia, y el cuarto especialmente en las células cebadas (mastocitos y
basofilos) [Ash AS, 1966, Black JW, 1972, Arrang JM, 1953, Hill SJ 1997, Schlicker BC,
1988, 1989, 1991, 1992, 1993, 1995, 1996, Hofstra CL, 2003].

El interés en el presente trabajo, se circunscribe en la interaccion de los
receptores H1, H2 y H3 en el SNC. La figura 1 muestra un ejemplo de esta interaccion
en el SNC, en ella se resumen los efectos de la HA sobre estos receptores en el control
de la vigilia [Prell GD, 1986, Schwartz JC, 1991, Hill SJ, 1997, Brown RE, 2001, Golightly
LK, 2005, Mammoto T, 1997, Lin JS, 2000].
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El esquema ademads revela que, la HA es afin ademds a los receptores ionotrdpicos glutamatérgicos
NMDA. Tomado de: Lin JS. Sleep Med Rev. 2000 Oct; 4(5): 471-503.

La HA también es sintetizada, almacenada y liberada por los mastocitos y
baséfilos. Cuando estas células cebadas sensibilizadas, son activadas por la accién de
un antigeno especifico, la HA y otros autacoides son liberados causando diversos
efectos relacionados con la respuesta inflamatoria y de hipersensibilidad inmunoldgica
(alergias) como son: la vasodilatacidon capilar y el incremento de la permeabilidad
vascular, la constriccién de los bronquios, y la menor viscosidad de moco secretado
por las células caliciformes del aparato respiratorio (Figura 2) [Golightly LK, 2005].
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Figura 2. La HA no es el unico autacoide
liberado por las células cebadas, la
la
inflamacion, es el resultado de muchos

mensajeros quimicos producidos por ellas.

respuesta fisioldgica asociada a

La HA es uno de los causantes de las
respuestas inmediatas de la inflamacion.
Tomado de: Douglas, WW. Autacoids. En
Brunton LL, Lazo JS, Parker KL (editores).
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En la figura 3, se describen los pasos mas importantes en la biosintesis y el

metabolismo de la HA. Este mensajero quimico se sintetiza, tanto en basdfilos,
mastocitos y neuronas, a partir de la L-histidina por la accién de la enzima histidina
descarboxilasa (HDC). Cuando se libera, actla sobre cuatro de sus receptores. La
inactivacion de la HA, ocurre por la accidon de la enzima histamina metiltransferasa
(HMT), que la transforma en el metabolito inactivo 2,4 dimetil histamina (2,4-MeHA).
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Figura 3. La degradacion de la HA liberada por la
neurona, puede ocurrir intracelularmente o en el
espacio sinaptico, en ambos casos, por la accion
de la HMT, para transformarla en 2,4-dimetil
histamina (2,4 MeHA). En este esquema, ademds

se los

resume, en cuanto a receptores
histaminérgicos, el nombre del investigador que lo
descubrid y el afio de publicacion del hallazgo.
Esquema modificado del original, tomado de: Lin
JS. Sleep Med Rev. 2000 Oct; 4(5): 471-503. Y de
Hill SJ, et al. 1997 Sep;

49(3):253-78.

Pharmacol Rev.

La HA es también un neurotransmisor, producido y almacenado en vesiculas

sinapticas de neuronas cuyos somas se localizan en la region hipotalamica posterior,
especificamente en el nucleo tuberomamilar (NTM). Desde aqui, parten proyecciones,
principalmente amielinicas, a practicamente todo el SNC.
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Este sistema no es privativo en el ser humano, se han identificado sistemas
histaminérgicos equivalentes en diversas especies animales como el gato, cobayo,
rana, rata, ratén y humano (figura 4).

La mayor densidad de fibras histaminérgicas se localiza en la mitad ventral del
hipotdlamo posterior; sobre los nucleos hipotaldmicos supraquiasmatico (NSQ) y el
paraventricular (NPV) El NTM recibe aferencias de nucleos mesencefdlicos y
diencefalicos a través de fibras monoaminérgicas, orexinérgicas y gabaérgicas, entre
otras mas [Schwartz JC, 1991, Hill SJ, 1997, Haas H, 2003].

Figura 4. E|l es-
quema representa
una vista sagital del
cerebro de gato. En
él se observan las
principales vias as-
cendentes y des-
cendentes de las
neuronas histamin-
érgicas, sus cuerpos
celulares estdn loca-
lizados en el nucleo

Tuberomamilar
(TM) del hipotdla-
mo posterior, y que
proyectan hacia las
principales  estruc-

| PAH (Histamine) turas de las que se
(Ach, GABA)  (GABA) conoce su impotr-
tancia en el control

del ciclo suefio-vigilia. Como los colinérgicos Tegmento Meso-pontino (MPT) y Sustancia Innominata (Sl);
los gabaérgicos del Area Predptica Hipotaldmica (PAH) el serotoninérgico Rafe Dorsal (DR), el
noradrenégico MPT, y los glutamatérgicos del Talamo (Thalamus). Tomado de Lin JS. Sleep Med Rev.
2000 Oct; 4(5): 471-503.

Ademas de la HA neuronal, en el SNC existen al menos tres fuentes de este esta
sustancia; los mastocitos del SNC, la glia y las células endoteliales. Aunque la funcién
de la HA en los mastocitos cerebrales no se conoce bien, se ha sugerido que tienen una
participacién importante en el control vascular cerebral, en la regulacidon de Ia
respuesta inmune y las reacciones inflamatorias. Se ha demostrado en estas células no
neuronales, la presencia de HA, receptores histaminérgicos y enzimas relacionadas con
el metabolismo de la HA [Fernandez-Novoa L, 2001].
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La accién del SH puede ser estimulada o inhibida por diferentes estrategias
farmacoldgicas, por ejemplo, promoviendo la accién de las enzimas que participan en
su metabolismo (biosintesis y degradacién); activando o bloqueando a los receptores
histaminérgicos, por la accién de agonistas o antagonistas especificos. En la figura 5, se
resumen tales estrategias [Watanabe T, 2001].

Sinapsis histaminérgicas, activacion e inhibicién
Histaminergic arget Cell

: Figura 5. La actividad del
ending

SH puede ser modificada
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con la 2-tiazoliletilamina (2.TEA); a los H2 con 4-metil histamina (4.MeHA) o la impromidina; los H3 con
R-a-metil histamina (R-a-MeHA). D. Bloqueando la accion 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) Esquema modificado del original, tomado
de: Lin JS. Sleep Med Rev. 2000 Oct; 4(5): 471-503. Y de Hill SJ, et al. Pharmacol Rev. 1997 Sep;
49(3):253-78.

El Sistema Histaminérgico tiene ritmo circadiano.

Un cumulo de evidencias ha establecido que la mayoria de las respuestas, tanto
fisioldgicas como conductuales, que tienen un ritmo circadiano, son reguladas por el
marcapaso interno localizado en el nucleo supraquiasmatico hipotalamico (NSQ). El
reloj circadiano localizado en ese nucleo, provee la sincronizacién con el ciclo luz-
oscuridad ambiental, y es esencial en el control del ciclo suefio-vigilia [Miller DB, 2006].

Existen evidencias de que la actividad del NSQ es modulada por el NTM, este
nucleo histaminérgico posee actividad intrinseca espontanea que tiene variaciones
durante el ciclo sueno-vigilia. La frecuencia de disparo de las neuronas histaminérgicas
es maxima durante la vigilia activa, menor en la vigilia quieta, y disminuird
paulatinamente durante el suefio de ondas lentas (SOL) o suefio sin movimientos
oculares rapidos (SNMOR), en la medida que transcurre desde el suefo ligero al
profundo.
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La actividad del NTM, es practicamente silente durante el SNMOR profundo y durante
el suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR) que se conoce también como suefio
paraddjico (SP). Se ha propuesto que la inhibicion del NTM es producida por la
inervacién gabaérgica proveniente del area predptica ventrolateral hipotaldmica
(APVLH) que muestra una gran actividad durante el SOL [Vanni-Mercier G, 1984, Monti
JM, 1993, Haas H, 2003, Lin JS, 1990, Brown RE, 2001, Okakura-Mochizuki K, 1996].

El Sistema Histaminérgico participa en la regulacion del ciclo sueno-vigilia.

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
funciéon del suefio y que deben expresarse en el periodo adecuado del ciclo luz-
oscuridad. Como antes se menciond, la actividad de las neuronas histaminérgicas, esta
en estrecha relacion 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
sueno ligero hasta el SMOR, la actividad disminuye paulatinamente hasta hacerse
silente. El ciclo suefio-vigilia estd regulado esencialmente por tres procesos: A. El
homeostdtico, que determina la propensidn de suefno y estd en funcidn de la magnitud
de la vigilia previa, entre mas tiempo el sujeto esté despierto mayor serda 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 (figura 6) [Borbély A, 1989].

Figura 6. El esquema muestra los tres
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Cuando se altera la actividad del SH, se perturba el ciclo suefio-vigilia. La
inhibicion de la sintesis de HA, incrementa el SOL y decrece la V en gatos y en otras
especies, mientras que la acumulacion de HA incrementa la V en el individuo [Schwartz
JC, 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
disminuyen al suefio profundo, causan una desincronizacién de la actividad
electroencefalografica (EEG), la activacién tiene una evidente relacidon con la dosis
aplicada [Monti JM, 1993, Lin JS, 2000]. El efecto alertante que causa la tioperamida
(un agonista H1) puede ser bloqueado por antagonistas de los receptores H1 (AH1),
gue se les conoce como antihistaminicos, tales como la mepiramina, la clorfeniramina
(CFA) y la terfenadina (TFA). Estos resultados indican que los receptores H1 del SNC,
participan en la induccion y facilitacidn de la vigilia (figura 1) [Lin JS, 2000].

En otro experimento, a un grupo de ratas, se les privo selectivamente la fase de
suefio paraddjico (PSSP), utilizando el método de la plataforma simple, por 72 horas;
se concluyd que los individuos experimentales tuvieron un decremento en el
metabolismo de HA en el hipotalamo anterior [Porkka-Heiskanen T, 1994].

Diferentes estudios hechos con antagonistas H2 concluyen que estos agentes
no afectaron al ciclo suefio-vigilia [Monti JM, 1993, Barbara, A, 2002]. Tomadas juntas,
todas estas evidencias indican que la HA enddgena y el SH (por medio de la activacién
de los receptores H1), estan estrechamente relacionados con la V, y que los cambios
gue puedan provocarse sobre la actividad del SH, alteran el ciclo suefio-vigilia.

El Sistema Histaminérgico es modulador del reloj biolagico.

Diversos estudios han involucrado al SH en la regulacién del ritmo circadiano de
los mamiferos, modulando la actividad del NSQ y del ciclo suefio-vigilia. Por ejemplo,
en la rata, la aplicacién icv de HA indujo un cambio de fase en el ritmo circadiano de la
actividad locomotora, de forma similar al que provoca la luz, en el ciclo luz-oscuridad.
El grupo de Jacobs, propuso el mecanismo de modulacién que ejerce el SH sobre el
NSQ (figura 7) [Cote NK, 1993, Abe H, 2004, Jacobs EH, 2000].
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Figura 7. El esquema muestra uno de los modelos propuesto, que pretenden explicar cémo ocurre la
modulacion al nucleo supraquiasmdtico (SCN) para ajustar al ritmo circadiano adelantdndolo o
retrasdndolo, por la accion de la histamina (HA). La liberacion de HA por el nucleo tuberomamilar (TM)
hacia el SCN, puede ser estimulada por la accién glutamatérgica del tracto retino-hipotaldmico (RHT), o
inhibida por la gabaérgica del tracto geniculohipotaldmico (GHT). Como se observa, la activacion
gabaérgica inhibird tanto a la glutamdtérgico del RHT como a la histaminérgica del TM. En la parte
inferior del esquema, se describe que, una vez que se presenta la estimulacion histaminérgica, la cascada
de respuestas ocurre por via de segundos mensajeros, que activan al elemento proteico enlazante (CREB)
que viajard al nucleo celular e iniciard la expresion de los genes especificos (IEG), que causardn el avance
o retraso de fase del ritmo circadiano. Tomado de: Jacobs EH, et al. Is histamine the final
neurotransmitter in the entrainment of circadian rhythms in mammals? Trends in Pharmacol Sci. 2000;
21: 293-8.

La inyeccidn icv causa un cambio permanente en el ritmo circadiano de la rata
cuando se aplica durante la noche subjetiva del sujeto, pero no cuando se aplica
durante el dia subjetivo, es decir, el cambio en la fase, en cuanto a su direccién y
magnitud, depende del momento y la fase del ciclo luz-oscuridad en el que sea
aplicado [Itowi N. 1990, 1991].
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En diferentes estudios, se ha demostrado que la liberacion de HA tiene un
ritmo circadiano, por ejemplo, el pico de secrecién coincide con la actividad
locomotora mdaxima y este nivel disminuira paulatinamente, desde el decremento de
esta actividad, hasta la aparicion del suefio [Friedman AH, 1968, 1969, Mochizuki T,
1992]. Se ha publicado ademas, que en ratas con libre movilidad, la liberacién de HA
en las regiones hipotdlamicas anterior y posterior (estructuras involucradas en la
regulacion del sueio y la vigilia), tiene un ritmo circadiano [Mochizuki T, 1992]. En otro
estudio que se realizé en grupo de nifios, se encontrd que durante el periodo de vigilia,
la enzima metil transferasa (que degrada a la HA), tuvo la mayor actividad, durante
esta etapa se presentd nivel del metabolito tele-metil histamina (2,4-MeHA) en el
liquido céfalo-raquideo del grupo de nifios analizado [Kiviranta T, 1994, 1995].

La correlacion entre la liberacion de HA con la actividad locomotora, en
condiciones de oscuridad constante, revelé que la liberacién, por si misma es un
regulador de las sefiales endégenas relacionadas con el reloj circadiano, mas que los
cambios en la iluminacion a las que se sometié al grupo experimental [Mochizuki T,
1992, Tuomisto L, 2001, Stehle J, 1991, Prast H, 1992]. 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 actlan como marcapasos secundarios ligados al NSQ [Panula
P, 1989].

La actividad de las células del NSQ parece estar regulada por la HA a través de
los receptores H1 y H2 [Liou SY, 1983, Stehle J, 1991]. La administracion icv de
agonistas H1, incrementan la V a expensas del SOL y el SMOR, efectos que pueden
bloquearse con la administracidon de antagonistas a los receptores H1 (AH1), en tanto
que la inhibicién de la actividad parece ser mediada por los receptores H2 del NSQ
[Liou SY, 1983]. El papel crucial de los receptores H1 en la regulacidon del ritmo
circadiano de la actividad locomotora, se confirmd en ratones mutantes carentes de
estos receptores. Los animales tuvieron un ritmo circadiano mas corto, similar al que
se puede inducir en animales intactos, si se les aplica a-FMH, farmaco que bloquea a la
HDC inhibiendo la sintesis de HA (figura 11) [Doi T, 1994, Inoue |, 1996, Yanai K, 1998].
En la rata, la infusion sostenida de a-FMH en el tercer ventriculo, alterd los ciclos luz-
oscuridad relacionados con las conductas de alimentacién, ingesta de liquidos vy
ambulatoria. Por otra parte, la infusidn de CFA, produjo en el animal un aumento en la
ingesta de alimento, sin afectar las conductas de bebida y de actividad ambulatoria. En
tanto que los antagonistas H2 no afectaron. Los antagonistas H3 indujeron una
disminucién de la conducta alimenticia, pero sélo en el periodo de oscuridad. [Doi T,
1994]. Por otra parte, la administracién de metoprina (inhibidor de la degradacién de
la HA), indujo en los animales en experimentacién, la disminucién del periodo
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circadiano en la conducta de ingesta de alimentos, tanto en el periodo luminoso como
el oscuro [Lecklin A, 1998]. Las coincidencias en experimentos hechos tanto in vitro
como in vivo en relaciéon de la influencia que puede ejercer el SH en el cambio de fase
del ritmo circadiano, revelan que es un modulador de la actividad del reloj interno, el
NSQ, a través de los receptores H1 de ese nucleo hipotaldamico (figura 8) [Cote NK,
1993, Eaton SJ, 1995, Itowi N, 1990].

Figura 8. La grdfica presenta el efecto de la
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El ritmo circadiano de la actividad histaminérgica, se manifiesta no sélo en la
actividad de las neuronas y el nivel de la HA y sus catabolitos, el papel protagénico de
este autacoide como mediador en la respuesta inflamatoria y la hipersensibilidad
alérgica también manifiesta ritmo circadiano [Golightly LK, 2005, Douglas, 2006, Polat
C, 1980]. Existen evidencias de 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
prominente durante el dia, especialmente durante las primeros horas que siguen al
despertar, después del suefio nocturno [Michael H, 1995]. Estudios crono-
farmacoldgicos 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 farmacocinética varian en funcidon de la hora de
administracion, presentan diferencias que dependen de la estacién del afo
(variaciones circanuales) y la hora del dia (variaciones circadianas) en que se
administran. Asimismo, los efectos secundarios producidos por los AH1 son mas
importantes si se administran después de las primeras horas de la manana que si hace
durante la tarde (figura 9) [Reinberg A, 1966, 1969, Labrecque G, 1995, Dridi D, 2005a,
2005b].
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Figura 9. Ritmo circadiano de reacciones de la piel ocasionada por la inyeccion de HA (10 mg) a un grupo
de 6 sujetos sanos. Los diagramas del lado izquierdo muestran que hubo un evidente aumento en la
respuesta a la aplicacion del farmaco a las 23:00 horas y minima a las 11:00 (la grdfica superior
izquierda corresponde al eritema formado y la inferior izquierda a la roncha). Las grdficas de la derecha
muestran el efecto de la inhibicion de la respuesta a la HA, causada por la aplicacion de un AH1, la
periactina, que se aplicé en una dosis simple de 4 mg aplicados a las 7:00 o a las 19:00 horas (momento
sefialados por las flechas); en ellas se advierte que el antihistaminico es mds eficiente cuando se aplicé a
las 19:00 horas, y la respuesta fue ademds mds rdpida, si se compara con la que se aplicé a las 7:00
horas. Tomado de: Reinberg A and Sidi E. Circadian changes in the inhibitory effects of an
antihistaminic drug in man. J Invest Dermatol. 1966 Apr; 46(4): 415-9.

Todas estas evidencias, tanto fisiolégicas como conductuales, apoyan el
concepto de que el SH participa en la regulaciéon del ritmo circadiano y de otras
funciones periddicas como el ciclo suefio-vigilia [Eaton SJ, 1995].

Los antihistaminicos H1 modifican el patrén de sueiio.

Desde el descubrimiento de la primera generacion de antihistaminicos,
antagonistas a los receptores histaminérgicos H1 (AH1), uno de sus efectos mas
importantes, ademas de su potencia terapéutica contra la inflamacion, se hizo
evidente en las reacciones secundarias que ellos producen.

Estos antihistaminicos que también se les conoce como “antihistaminicos
clasicos” o “antihistaminicos sedantes” (AH1S), son capaces de afectar al SNC, porque
pueden atravesar la barrera hemato-encefalica (BHE) y llegar asi hasta los receptores
H1 del SNC. Tal hecho es responsable de sus muy bien conocidos efectos sedantes:
disminuyen el estado de alerta, enlentecen la respuesta psicomotriz y provocan la
qgueja frecuente por parte del paciente de inducirle somnolencia [Sangalli BC, 1997,
Slater JW, 1999].
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Fueron precisamente esos efectos secundarios que evidenciaron que la HA tiene
relevancia en el SNC, particularmente en el ciclo suefio-vigilia.

Uno de las primeras investigaciones en este sentido, se efectud aplicando HA a
conejos en los que se observd que tienen un importante efecto alertante, incluso se le
nombrd a la HA en ese estudio “la sustancia del alerta” [Monnier M, 1967, Friedman
AH, 1968].

Diferentes evidencias, revelan que el suefo puede ser promovido
farmacoldgicamente cuando se altera la transmisién central histaminérgica [Lin JS
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.
¢. Causando hiperpolarizacion del NTM con agonistas gabaérgicos.

Sin embargo, aunque el cimulo de resultados lo sustentan, cuando se hicieron
investigaciones en ratones mutantes, que o bien carecian de la HDC, o de los
receptores H1, los resultados obtenidos fueron controversiales. Se observé que en
ratones mutantes carentes de la enzima HDC, los sujetos no son capaces de
mantenerse despiertos cuando una condicién de alerta asi lo requiere, como cuando
se provoca un cambio en su medio ambiente; pero inexplicablemente su patréon de
sueno revela que presentaron mayor cantidad de eventos de SMOR, como se observa
en la figura 10 [Parmentier R, 2002]. Es precisamente en esta etapa de suefo, cuando
el NTM es practicamente silente, sin embargo, de acuerdo a estos resultados, la HA
juega un papel inhibidor el SMOR. Por otra parte, en ratones mutantes carentes del
receptor H1, el patron de suefio es similar al de los animales control, la carencia de
actividad histaminérgica mediada por los H1, no lo altera (figura 12) [Huang ZL, 2001 y
2006].

Figura 10. Suefio paraddjico (PS) que presentaron
los ratones intactos (HDC +/+ en circulos negros)
/Y y los ratones mutantes carentes de la enzima
HDC -/- Histidina Descarboxilasa (HDC -/- en circulos
blancos). La cantidad de SMOR producido por los
o~ HDC +/+

mutantes es significativamente mayor que el de
T‘ los controles. Tomado de: Parmentier R, et al.
[;/’: Anatomical Physiological, and Pharmacological
Characteristics of Histidine Decarboxylase Knock
Out Mice: Evidence for the Role of Brain
Histamine in Behavioral and Sleep—Wake
; Control. J Neurosci. 2002 Sep 1; 22(17): 7695-

Y 13 18 10 2 1 4 711.
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El ritmo circadiano de la conducta ambulatoria, mostré estar significativamente
alterado en los ratones mutantes carentes de los receptores H1, cuando se les
comparo con el expresado en animales control (figura 11). Los autores, a partir de
estos resultados, concluyeron que la HA esta involucrada en la regulacion del ritmo
circadiano de esta conducta, y en la induccién de esta actividad [Inoue, |, 1996].

Figura 11. Las gra-
ficas muestran la

E

actividad  locomo-
tora de los ratones
mutantes carentes
de receptores H1 (- /
-) y de los controles
(+ / +). En ella se
observa el registro
del movimiento de

[] ++(m=8) los ratones, que rea-
E] ~+~0=8)  Jizaron cada hora

counts of movement

i durante dos dias, en
4 hour una jaula, bajo
condiciones de 12 x

oLt

12 horas en el ciclo luz-oscuridad (n = 8). Las regiones sombreadas representan los periodos de
oscuridad; se observa ademds que la actividad locomotora de los mutantes es irreqular en el ciclo luz-
oscuridad al compardrsele con los controles. Tomado de: Inoue I, et al. Impaired locomo-tor activity and
exploratory beha-vior in mice lacking histamine H1 receptors. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996 Nov 12;
93(23): 13316-20.

Para aumentar la controversia, se observé que ratones mutantes carentes del
receptor H1, tienen un patrén de sueiio similar al de los animales control, y no
responden de la misma manera a la aplicacién de orexina, otro neurotransmisor que
esta estrechamente relacionado con la activacion de la V, (figura 12) [Huang ZL, 2001 y
2006].
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Figural2. El esquema muestra la dis-tribucion de estadios del suefio, produ-cidos por la infusion de
orexina en el ventriculo late-ral, de ratones control (WT) y mutantes carentes de receptores H1 (H1R KO),
entre las 8:00 y 14:00 horas locales, periodo sefialado por la barra gris (localizada en la region superior
izquierda de cada una de las grdficas). Cada circulo representa 2 horas de vigilia. Los circulos blancos
corresponden a los animales control, en tanto que los negros, a los experimentales que se les aplico la
orexina, ya sea a los intactos (WT en el esquema A) o los mutantes (H1IR KO en el esquema B). Los
resultados muestran que los controles son reactivos a la aplicacion de la orexina causdndoles alteracion
en su patron de suefio, efecto que no se advierte en los mutantes que ademds tienen un patron de suefio
similar al de los controles. Tomado de: Huang ZL, et al. Arousal effect of orexin A depends on
activation of the histaminergic system. Proc Natl Acad Sci USA. 2001; 98(17):9965-70..

Los AH1 son antagonistas competitivos, afines a los receptores H1, no pueden
prevenir la liberacién de HA, ni se enlazan a la HA liberada. Ellos bloquean el efecto de
la HA, reducen el prurito, disminuyen la permeabilidad vascular, y relajan el musculo
liso de los tractos gastrointestinal y respiratorio. Algunos resultados experimentales
sefialan que estos agentes, especialmente los que se conocen como antihistaminicos
sedantes (AH1S), producen una disminucion en la rapidez de respuesta locomotora y
cognitiva (efecto sedante). Este grupo de farmacos incluye a la clorfeniramina (CFA), la
mepiramina y la bromofeniramina, entre otros mas [Sangalli BC, 1997, Slater JW,
1999].

Basandose principalmente en resultados obtenidos por medio de pruebas
subjetivas, que pretenden evaluar la magnitud de la disminucién de la vigilia que
percibe el paciente, como los cuestionarios que evaltan la percepcidn del paciente en
cuanto a un posible trastorno del ciclo suefio-vigilia, se concluyd que estos farmacos
pueden inducir somnolencia, de hecho, en la terapéutica actual, algunos estudios los
recomendaron como auxiliares contra el insomnio ligero [Sangalli BC, 1997, Bender BG,
2003].
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Pero existen pruebas de que algunos AH1S, son capaces de causar una accion
estimulante al SNC. Por ejemplo, en un estudio en el que se midié el efecto de la CFA
en sujetos sanos, por medio de la resonancia magnética nuclear, se concluyd que
existe una relacién entre la activacidon cerebral y la somnolencia inducida. Decrecio en
los sujetos experimentales, la capacidad para ejecutar diversas tareas. Sin embargo,
este mismo estudio demostrd que los sujetos somnolientos tuvieron un significativo
incremento de la activaciéon cerebral, durante la ejecucidn de actividades familiares, sin
embargo, el efecto sedante inducido por el farmaco, interfirié la capacidad para
ejecutarlas, especialmente si la tarea es compleja, como se muestra en la figura 13
[Okamura N, 2000].

Los antagonistas a los receptores H2, no son capaces de alterar el patrén de
suefio [Monti JM, 1986].

120 - Figura 13. El diagrama muestra los cambios
100 i Placebo promedio de la activacion cerebral de la region
u (P8mg parietal-frontal del cerebro de los sujetos
= " R A (P12mg| analizados, ellos recibieron ya sea placebo, o
g 60 \- bien 8 mg o 12 mg de CFA. La activacion
§ 0 '—Q% cerebral inducida fuej dependiente de la dosis.
B 0 1 Tomado de: Okamura N, et al. Functional
; 0 : neuroimaging of cognition impaired by a
é 29— i classical antihistamine, d-chlorpheniramine. Br

. ! J Pharmacol. 2000 Jan;129(1):115-23.
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En otro estudio realizado en sujetos sanos a los que se les suministrd ya sea dos dosis
por dia, durante 7 dias: de 10 mg de mequitacina o 12 mg de CFA o placebo, se concluyé que la
CFA produjo una importante distorsiéon del suefio, enlentecid la actividad EEG del SMOR vy
disminuyé la cantidad de esta etapa, efecto que no se presentd con la mequitacina [Bassano JL,
1979].

Con la intencion de disminuir los efectos secundarios de los AH1S,
principalmente los relacionados con el efecto sedante, en la década 1980 se
desarrollaron el grupo de farmacos Ilamados de segunda generacion o
“antihistaminicos no sedantes” (AHINS). Ente estos, se encuentran la terfenadina
(TFA), la cetirizina y el astemizol. Debido a su cardcter menos hidrofdbico, a dosis
terapéuticas, estos compuestos no atraviesan la BHE, por lo que al no poder
interactuar con los receptores H1 del SNC, los efectos sedantes son minimos [Sangalli
BC, 1997, Slater JW, 1999, Golightly LK, 2005, Welch MJ, 2002].
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En diferentes estudios se ha pretendido evaluar el efecto de los
antihistaminicos sobre el SNC. En uno de ellos, el abordaje es subjetivo, se emprende
por medio de cuestionarios que evaluan la calidad del estado de alerta o suefio; el otro
(mas objetivo) es por medio de registros polisomnograficos (PSG). Ambos estudios se
han enfocado a medir: el grado de sedacién. En tanto que las mediciones subjetivas se
basan principalmente en la percepcién y queja del paciente, en los registros PSG,
pueden medirse los cambios en el EEG, la reduccién de la latencia a suefio y
disminucién de la V que pudiera causar el AH1. Del cimulo de evidencias se concluyd
gue los AH1INS:

= Tienen la misma potencia terapéutica contra los sintomas de Ia
hipersensibilidad alérgica.

= Claramente producen menos efectos sedantes que los AH1S

= No estan exentos de afectar el funcionamiento del SNC, a dosis terapéuticas
los efectos son minimos, en tanto que si la dosis aumenta, los efectos serdn
evidentes [Golightly LK, 2005].

Los agonistas y antagonistas a los receptores H1, son capaces de modificar el
patréon de suefio. Los agonistas incrementan la V y decrecen el SOL, en tanto que los
antagonistas (AH1) producen el efecto contrario [Monti JM, 1993, Lin JS 2000,]. Sin
embargo, en cuanto a los AH1, existe controversia en cuanto a qué etapas de suefio
son alteradas y en qué extension. Por ejemplo, en un estudio se midié el poder
sedante de la mizolastina y el astemizol, comparandolos con la TFA y la loratadina
(todos ellos AHINS) en conejos implantados para registro de EEG, se encontrd que sdlo
la TFA y la loratadina causaron somnolencia. En tanto en las ratas, el astemizol, la
loratadina y la TFA incrementaron el SOL, pero no la mizolastina y la cetirizina
[Depoortere H, 1995]. En otra investigacidon en voluntarios sanos tratados con TFA, el
EEG no mostrd el enlentecimiento de las ondas que tipicamente inducen los AH1S
[Fink M, 1979].

En otro estudio, realizado en ratas, se evalué por medio de registros EEG, el
grado de somnolencia causado por los AH1S. Los resultados mostraron que todos los
antihistaminicos probados, incrementaron el espectro de potencia del EEG en la banda
de las ondas delta y theta. Los autores concluyen que en el efecto inhibidor de los
AH1S, estan involucrados tanto mecanismos colinérgicos como histaminérgicos
[Kaneko Y, 2000]. Como se observa en la figura 14, las ratas tratadas con diferentes
AH1S, tuvieron una significativa disminucién en la latencia de suefio, en respuesta a la
aplicacion de difenhidramina, CFA y ciproheptadina [Tokunaga S, 2007].
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Table. Effects of nitraeepam and Hy-antaganists on the sleep-wake cycle in sleep-disturbed rats
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Figura 14. Figura 12. Efecto del nitrazepan y los AH1 sobre la latencia de suefio en ratas a las que se les
suministraron los farmacos por via oral (n = 8). Se advierte una disminucidn de la latencia de suefio en
funcion de la dosis administrada, con los cuatro farmacos probados. En relacion a los AH1, de acuerdo a
la tabla, no hubo diferencias significativas en el tiempo total de Vy SNMOR con TFA y difenhidramina, en
tanto que la ciproheptadina, causd un significativo decremento en el tiempo total de V y aumento en
SNMOR y SMOR. Tomado de: Tokunaga S, et al. Effects of some H1-antagonists on the sleep-wake
cycle in sleep-disturbed rats. J Pharmacol Sci. 2007 Feb; 103(2): 201-6. Epub 2007 Feb 8.

En otra investigacion en ratas, se evaluaron los efectos sedativo-hipndticos de
los AH1S. En ésta se utilizaron los incrementos en los espectros de potencia de las
bandas delta y theta del EEG como indice de suefio. Los resultados mostraron un
decremento en la latencia a sueio y aumento en la duracion total de suefio, asi como
una disminucién en el SMOR. Los autores proponen que la secuencia en cuanto a la
potencia de los AH1S para inducir la reduccion en la latencia a suefio, en orden
descendente es: prometazina> clorfeniramina> difenhidramina> pirilamina. En tanto
que para incrementar el tiempo de suefio: clorfeniramina> prometacina>
difenhidramina> pirilamina. Y concluyeron que los AH1S son efectivos contra el
insomnio ligero o moderado por su poder hipnético-sedante [Saitou K, 1999]. En otro
estudio realizado en perros, se compard el efecto los AH1S con los AHINS (astemizol)
sobre el patrén de suefio. Los resultados mostraron que el astemizol, no alterd el
patron de suefio, mientras que los AH1S (CFA, difenhidramina, pirilamina y ketotifeno),
si bien lo modifican, lo hacen de forma diferente: ninguno de ellos alteré
significativamente el tiempo total de V; el SNMOR solo lo aumentaron el ketotifeno y
la pirilamina; y todos los AH1S disminuyeron significativamente al SMOR. En ninguno
de los resultados, se hace mencién de una disminucién de la latencia a suefo, aunque
si se sefiala que existid un incremento en la latencia a SMOR (figura 15) [Wauquier A,
1981, Wauquier W, 1985].
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Figura 15. La figura izquierda, muestra el hipnograma de uno de los perros, después de la administracion
de una dosis 10 mg/kg por via oral de cada uno de los AH1 estudiados; a la derecha del hipnograma se
anotan los porcentajes de las diversas etapas de suefio ( R = SMOR; W = vigilia; 1 = SOL ligero; 2, 3 = SOL
profundo); la escala de la abscisa del hipnograma, corresponde al tiempo del registro de suefio. El
diagrama de la derecha registra el tiempo de cada una de las etapas del sueiio y la vigilia, para el grupo
control y para los grupos experimentales, para cada AH1, después de la administracion de 10 mg/kg por
via oral. Como se advierte de estos esquemas, el tnico AHINS, el astemizol, no causé alteracion en el
patron de suefio. En tanto que los AH1S, no causaron efecto sobre la vigilia, sélo la pirilamina y el
ketotifeno causaron alteracion en el SOL, y todos ellos disminuyeron con diferente intensidad al SMOR.
Tomado de: Wauquier A, et al. A comparison between astemizole and other antihistamines on sleep-
wakefulness cycles in dogs. Neuropharmacology. 1981 Sep; 20 (9): 853-9.

En una investigacidn en gatos, se compararon los cambios en los patrones de
suefio midiéndolos por medio de las alteraciones observadas en sus EEG, cuando se
aplicaron cuatro AHINS (loratadina, astemizol, mequitazina y TFA) con los de un AH1S
(difenhidramina). Los resultados mostraron que solo el AH1S afectd todas las etapas
de suefio, especialmente redujo al SMOR e incrementd la somnolencia. Mientras que
el astemizol alteré la conducta pero no modificé la actividad del EEG; la mequitazina
aumentd la somnolencia y disminuyd tanto al SOL como al SMOR. La difenhidramina, y
mequitazina, indujeron actividad subconvulsiva. La TFA no cambié el patrén de sueno y
afectd a la conducta sdlo levemente. Los autores concluyen que la etapa mas sensible
de ser afectada por la accién de los AH1 es el SMOR (figura 16) [Marzanatti M, 1989].
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Figura 16. Efecto de algunos AH1 sobre la
duracion de las diferentes etapas del ciclo

- 90

w %0 []] ﬁ ,.l] suefio-vigilia en un grupo de gatos (n=10). Las
aontrel i r[- L escalas de las ordenadas,
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g 1 disminuciones o incrementos en los tiempos

ss 7% ..: i totales de las etapas correspondientes. La
O oo i e B ) [] rlm difenhidramina (DIPH) y la mequitazina (MEQ)
fueron capaces de inducir somnolencia y

L disminuir al SOL. Solo la Terfenadina (TERF) y la
SWS  _ao ‘1 i e Ll‘] [1_] T loratadina (LOR), no causaron disminucion del
Bpv) : i suefio paraddjico (REM), pero si el astemizol

T“ (AST). Los farmacos LOR, AST, TERF, MEQ son
control S—— — — .
R s B3t § Lr-] T AHINS, y la DIPH es un AHI1S. Tomado de:
e Sy we Gl Marzanatti M, et al. Effects of nonsedating
histamine H1-antagonists on EEG activity and
behavior in the cat. Pharmacol Biochem

oM LOR AST MEQ TER™
Behav. 1989 Apr; 32 (4): 861-6.

El estrés por inmovilizacion y la privacion de sueiio, 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 suefio-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
hipotdlamo-hipofisis-suprarrenales (EHHS). La influencia del estrés sobre el suefo, ha
sido el objetivo de un gran niumero 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 (El) durante el periodo oscuro, se observd que cuatro
horas después estos animales produjeron un incremento en la cantidad de SMOR (
aproximadamente un 32%) sin cambios en el SOL (figura 17) [Rampin C, 1991]. Por otro
lado, cuando a este mismo grupo se les sometié al mismo estresor, por 1 hora, el
SMOR aumenté en 63% y el SOL en 16%. Mientras que la inmovilizacién prolongada o
repetida indujo menor incremento de SMOR [Cespuglio R, 1992]. Se ha sugerido que el
efecto se debe a la habituacion de los animales a la condicion estresante [Palma BD,
2000].

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

a. La duracién del estrés: Como lo muestran los estudios de El por periodos que
van de 30 minutos a 2 horas inducen aumento del SMOR, efecto que
desaparece después de 4 horas [Altman JL, 1972].

b. En condiciones crénicas de El el SMOR disminuye [Adrien J, 1991].
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¢. Cuando el El se aplica en diferentes momentos del periodo de luz oscuridad, el

efecto sobre el patrén de suefio es diferente [Koehl M, 2002], como se observa
en la figura 18.
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Figura 17. Las grdficas de la izquierda exhiben el resultado sobre los cambios en la duracion del
suefio paraddjico (PS) y del suefio de ondas lentas (SWS), después someter a los animales de
experimentacion a dos horas de inmovilizacion, al inicio de la etapa oscura. Durante las 10 horas del
periodo de registro, la cantidad total de SOL no se modifico pero el SMOR, incrementd de forma
significativa (mds del 92%). La grdfica de la izquierda describe cudl es el efecto logrado sobre el
SMOR, que como se observa, se atenua si se somete a exposiciones repetidas. Tomado de: Rampin

C, et al. Immobilization stress induces a paradoxical sleep rebound in rat. Neurosci. Lett. 126
1991.113-118.
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modificaciones en el periodo oscuro.
Tomado de: Koehl M, et al. The effect of restraint stress on paradoxical sleep is influenced by the
circadian cycle. Brain Res. 2002 May 24;937(1-2):45-50.

La privacién selectiva de sueiio paraddjico (PSSP) o privacién selectiva de
SMOR, produce en el sujeto un periodo de recuperacién de la etapa de suefio

faltante, una vez que se le permite dormir, efecto que también se conoce como
“rebote de SMOR”.
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En un estudio hecho en el gato, el SMOR ocupé aproximadamente un 33% del
tiempo total de sueio. Cuando los animales se sometieron a PSSP, despertandolos
cada vez que llegaban a esta etapa, una vez que se les permiti6 dormir
ininterrumpidamente, el suefio paraddjico incrementd significativamente, ocupd el
53% del tiempo total de sueno (figura 19). [Siegel J, 1965, Vazquez-Palacios G, 2004].

Table 1. Paradoxical sleep during both control and recovery days expressed in minutes andl

as percentage of the total sleeping time. CD 2, CD 1, and CD 13 are experimental animals;;
CD 8 is the control.

Contmliciiayx Recov;:ry days
1 2 k) 4 5 1 2 3 4 5
cb 2
Minutes 104 157 175 138 246 174 184 177
Percentage 276 31.7 334 281 440 334 325 304
Mean 143.5 min, 30.2%
CcD 1
Minutes 85 149 119 121 135 225 120 132 117 122
Percentage 322 336 267 303 305 523 382 366 342 318
Mean 121.8 min, 30.6%
cD 13
Minutes 159 165 147 166 152 286 191 160 195 133
Percentage 41.7 40.1 354 40.1 369 62.5 509 445 460 is4
Mean 157.8 min, 38.8%
CD 8
Minutes 157 156 1 164 159 159 165 156

Percentage 403 393 392 365 381 364 410 382
Mean 161.4 min, 38.7% '

Figura 19. Estudio de hecho en gatos privados selectivamente de suefio paraddjico. La tabla resume los
hallazgos de este experimento. Todos los animales de experimentacion, durante el primer dia de
recuperacion, tuvieron un acentuado aumento en el porcentaje del tiempo total de suefio, que en
promedio fue de 52.9% para el SP. Tomado de: Siegel J, and Gordon PT. Paradoxical Sleep: Deprivation
in the Cat. Science. 1965; 148 (3672) May 14: 978-980.

Desde el primer estudio relacionado con la PSSP, tanto en humanos como en
animales, se hicieron dos observaciones fundamentales: a. En individuos con PSSP
prolongados, se incrementa la propension al suefo; b. Durante la fase de
recuperacién, los sujetos: compensan el SP perdido, la latencia al primer episodio de
SMOR se acorta y el tiempo en el que el individuo permanece en esta etapa se alarga.
El primer abordaje experimental para lograr la PSSP, fue el método del florero
invertido en gatos [Jouvet D, 1964]. Pero este método ha sido extensamente criticado
por someter al animal a diversos estimulos adversos que pueden ser los causantes de
los efectos que se observan: a. A las 96 horas de PSSP: |a privacidon y el estrés producen
hipertermia [Seabra MVL, 1993]. b. La privacién y el aislamiento social acelera los
efectos de la enfermedad autoinmune [Lourenzi VPM, 1993]. c¢. la prolongada
exposicion a la privaciéon, conlleva a una importante activaciéon del EHHS [Fradda P,
1997]. Al ver todo ese cumulo de inconvenientes, se le propusieron modificaciones
que pretenden reducir al maximo el efecto del estrés intrinseco de la prueba y que
predomine sélo el efecto de la PSSP. Un modelo similar al de Jouvet aplicado a la rata,
se utilizé una plataforma estrecha rodeada de agua, cuando la rata llega al SMOR, la
hipotonia muscular caracteristica de esta etapa del suefio, causa que el animal caiga al
agua o la toque, despertandolo y obligandolo a regresar a su plataforma.
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En este experimento se propuso que el grupo control utilizara una plataforma ancha
que le permitiera dormir, bajo las mismas condiciones ambientales que el grupo
experimental [Cohen HB, 1965]. En otro modelo, se aumentdé el numero de
plataformas [Van Hulzen ZJM, 1981] Y en una modificacién posterior, las ratas privadas
de suefio pertenecieron al mismo grupo social [Nunes GP, 1994]. La privacién
simultanea de varios animales en el mismo recipiente reduce el estrés inherente del
aislamiento social y si los individuos que se sometian a la privacién, pertenecen al
mismo grupo, se reduce el estrés causado por la inestabilidad social [Suchecki D,
2000]. Todas estas modificaciones al modelo de la plataforma multiple para el estudio
de PSSP han permitido disminuir de manera significativa los efectos de algunos
estresores inherentes al método, permiten estudiar con mayor grado de confiabilidad
los efectos causados solo por la privacion de suefio.
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MARCO TEORICO

Antecedentes

De lo expresado hasta ahora, es importante resaltar lo siguiente:

a) La HA es un autacoide que participa en la respuesta inflamatoria y la
hipersensibilidad alérgica. b) En el SNC es el principal neurotransmisor del
llamado SH, que a su vez, estd involucrado en la regulacién del ciclo suefo-
vigilia a través de sus proyecciones hacia las principales estructuras del
sistema nervioso, relacionadas con la regulacién de este ciclo. ¢) Los
receptores de HA, principalmente los H1 y H3 estan estrechamente
vinculados con la induccién, facilitacién e inhibicidon de la vigilia. d) Que el
funcionamiento del SH en el control del ciclo suefio-vigilia puede ser
alterado por la administraciéon de farmacos agonistas y antagonistas de los
receptores H1 y H3, o que inhiban la accién de la enzima que regula la
sintesis de HA, la HDC, o bien farmacos que causen la hiperpolarizacién del
NTM. e) El ritmo circadiano generado por el reloj biolégico (el NSQ) es
modulado por el SH, especialmente en la induccién de cambio de fase del
ritmo. f) Muchos de los efectos causados por la HA tanto en la periferia
como en el SNC, tienen ritmo circadiano.

Los farmacos antihistaminicos utilizados para combatir los efectos de la
hipersensibilidad alérgica, y que ademas son capaces de atravesar la BHE se
conocen como antihistaminicos sedantes (AH1S), por su efecto al actuar
sobre los receptores H1 del SNC, inducen una disminucién de la respuesta
psicomotriz (efecto sedante). A los antihistaminicos que no atraviesan la BHE
se les conoce como AH1INS vy por tal razén produce menos efectos sobre el
SNC. Los AH1S son capaces de modificar el patrén de sueno, principalmente
causa una disminucion en la etapa del SMOR.

La expresion de las etapas de suefio, es influida por eventos ocurridos en la
vigilia previa. Por ejemplo el estrés por inmovilizacion, causa un aumento del
SMOR. Ademas, el estrés tiene diferentes efectos sobre el patron de suefio,
en funcién del momento del ciclo luz-oscuridad que se aplique.

La privacion selectiva de SMOR produce (una vez que al individuo se le
permite dormir), un periodo de recuperacion de esta etapa, conocido como
“rebote de SMOR”.

En resumen, mientras los AH1S reducen el SMOR, el El y la PSSP lo
incrementan. Estos hechos conforman la base del disefo y ejecucién del
presente proyecto.
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Hipotesis

B La sensibilidad del Sistema Histaminérgico, en su papel regulador del ciclo
sueno-vigilia, oscilard en funcidn del ritmo circadiano y se acompafiara de
alteraciones en el patrén de sueiio-vigilia que le antecede.

Adicionalmente, se hicieron las siguientes reflexiones: Si se enfrentan dos
estrategias, una que produce un incremento en el SMOR como es el caso de la
privacion de sueiio y el estrés, con otra que lo disminuye, por ejemplo con
antihistaminicos ¢ Cual de estas tendrd mayor peso en los resultados? Esto dio pie a
considerar dos hipdtesis mas.

Bl El aumento del SMOR, causado por el estrés por inmovilizacién, puede ser
modificado por la aplicacion de un AH1S, que lo disminuye. El resultado estard
en funcién del momento del ciclo luz-oscuridad en que se aplique el AH1S.

B Elrebote de SMOR causado por la PSSP, serd modificado si aplica un AH1S.

Objetivos

Objetivo General: Evaluar, mediante registros polisomnograficos (PSG), la sensibilidad
del SH a los AH1S y AH1NS, a través de cambios en la arquitectura del suefio, de ratas
sometidas a diferentes dosis de AH1, diferentes momentos de administracién vy
alteraciones en la vigilia previa al suefio.

Objetivos Especificos:

B Evaluar mediante estudios PSG de 8 horas de duracién, a partir del inicio de los
periodos luminoso y oscuro, el efecto que tiene el AH1S CLORFENIRAMINA vy el
AH1NS TERFENADINA sobre el patrén de sueno en la rata.

B Estudiar los efectos de un AH1S sobre el incremento de SMOR, en condiciones
de alteraciones en la vigilia previa: a) Por privacién selectiva de SMOR vy b) Por
exposicidon a estrés por inmovilizacion.
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MATERIAL Y METODOS

Animales.

Se utilizaron ratas Wistar machos de 350 a 400 g de peso corporal. Los animales
fueron proporcionados por el Bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana
Iztapalapa. La habitacidon donde fueron confinados los animales, se mantuvo con ciclos
de luz-oscuridad de 12 h X 12 hs (encendié a las 9:00 horas) y temperatura ambiente
de 23°C aproximadamente. Los animales tuvieron libre acceso al agua y alimento
(Purina Chow para rata). Todos los procedimientos experimentales se efectuaron de
acuerdo a: The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the National
Institutes of Health of the United States of America, aprobado por el Comité de Etica
para el Cuidado de Animales, de la UAMI. Todas las estrategias experimentales con los
animales, se efectuaron con la intencidon de minimizar el sufrimiento. Solo se utilizo el
numero de animales requeridos para un apropiado analisis estadistico.

Procedimiento quirdargico para la implantacion de electrodos

La técnica quirdrgica seguida, se basa en la propuesta por el grupo de
investigacion de Veldzquez-Moctezuma [Vazquez-Palacios G, 2003]. Bajo anestesia
general con un céctel 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 crdneo 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 separacién de los electrodos y hacer la conexién entre los electrodos con
el dispositivo que se unira al poligrafo que registrara los trazos del EEG y el EMG.
Finalmente el dispositivo se fijo al crdneo por medio de cemento acrilico para uso
dental. La inclusion y andlisis del EEG y el EMG, conforman el estudio polisomnografico
(PSG). El dispositivo implantado al animal de experimentacién, después del
tratamiento quirurgico, queda como se muestra en la figura 20.
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Figura 20. En estas fotografias
tomadas de nuestros animales de
experimentacion, se advierte el
dispositivo  implantado en el
crdneo 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 habituacion (24 horas antes de la
prueba), este dispositivo se conecta al poligrafo a fin de registrar el PSG del estudio de suefo.
Fotografias tomadas en el Area de Neurociencias de la UAMI.

A los 7 dias de la implantacién de los electrodos y de 24 horas antes de la
prueba, el dispositivo implantado se conecta a un cable que simula las condiciones en
gue se realizaran los estudios PSG a fin de que el animal se habitue a la prueba.

Farmacos

Como AH1S se utilizé el maleato de clorfeniramina (CFA) [(£)-Chlorpheniramine
maleate salt. Key number C3025] y como AH1NS la terfenadina (TFA) [Terfenadine. Key
number T9652], de Sigma-Aldrich. Ambos aplicados en dos dosis: 20 y 10 mg/kg/via ip
respectivamente, que corresponden a las dosis que usualmente se utilizan en rata, en
este tipo de estudios.

El grupo control lo conforman animales intactos y a los que fueron fueron
inyectados con vehiculo (0.2 mL de etanol é 0.2 mL de solucién salina). Como los
registros PSG no mostraron diferencias significativas, se decidié hacer de ellos uno solo
grupo. Por tal razén el nimero de individuos de éste es el mayor de todos los
formados.

Para elegir la dosis de CFA con mayores efectos sobre los patrones de suefio-
vigilia, se hizo andlisis que implicéd la relacidon dosis-respuesta. Se encontrd que los
efectos mas marcados se lograron con la administracidn de la dosis: 20 mg/Kg de peso.
El bolo administrado se ajusté para ser inyectado en un volumen de 0.2 ml/ip 30
minutos antes de iniciar el registro PSG. La aplicacion de las dosis posibles, se eligio de
forma aleatoria.

Registros PSG

La duracion del registro PSG fue de 8 horas, que se practicaron al inicio de
sendos periodos del ciclo luz-oscuridad (figura 22).
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Figura 22. Una vez que
concluye el periodo postope-
ratorio de recuperacion, se le
coloca al animal el cable
conector de habituacion,
durante las 24 horas previas
al estudio PSG. Durante el
registro, el dispositivo im-
plantado al craneo del ani-
mal, es parte de la interfase

que une a la rata con el
poligrafo. Fotografias tomadas en el Area de Neurociencias de la UAMI.

La evaluacién de las etapas de suefio, se hizo de acuerdo al método propuesto
por el grupo de Takeuchi [Takeuchi E, 1970]. De los registros PSG se identificaron
cuatro etapas posibles: El suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR), la Vigilia
(V), Suefio Ligero de Ondas Lentas (SOL 16 S 1), Suefio Profundo de Ondas Lentas (SOL Il
6 S ll), los dos ultimos forman parte del suefio sin movimientos oculares rapidos
(SNMOR). Los trazos visibles en el registro, se muestran en la figura 23.

Figura 23. El
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Vigilia. La
actividad lenta aparece en el SOL | y es totalmente dominante en el SOL |l. La actividad del EMG es
manifiesta en la Vigilia y mucho menor durante el SOL | y SOL Il y nula en el SMOR. Las etapas obtenidos

en el registro, una vez que fueron identificadas y medidas, son evaluadas por medio de un programa

especificamente desarrollado para tal fin en el Area de Neurociencias de la UAMI por la Dra. Anabel
Jiménez, cuya cardtula se muestra en la grdfica.

La evaluacion del registro PSG se hizo aplicando la estrategia de doble ciego y
las variables del suefo, se obtuvieron mediante un programa de computo,
desarrollado por el grupo de la Dra. Anabel Jiménez Anguiano, para el Area de
Neurociencias de la UAMI (figura 23).
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EXPERIMENTO I: Efectos de la terfenamida (TFA) y clorfeniramina (CFA) sobre
la estructura del patron de sueiio y sus variaciones circadicas.

Se evalué si la sensibilidad a un AH1S (la CFA) o un AHINS (la TFA), se refleja en
la alteracidn de la arquitectura del sueio y si los cambios estan en funcidn de la dosis y
del momento del ciclo luz-oscuridad en que son administrados. Los registros
poligraficos se practicaron al inicio de los periodos luminoso y oscuro.

EXPERIMENTO II: Efectos del El y la CFA sobre el patron de sueiio, y sus
variaciones circadicas.

Una vez reconocido que 20 mg/kg de CFA es la dosis del farmaco con mayores
efectos sobre los patrones de suefo, el siguiente paso fue estudiar las interacciones
entre la CFA con alteraciones en la vigilia previa al registro PSG, inducidas ya sea
sometiendo a los animales a estrés por inmovilizacién o bien sometiéndolos a PSSP.

La inmovilizacién se efectud colocando al animal en un cilindro estrecho
durante dos horas (figura 24) previas al periodo de luz o al de oscuridad
respectivamente, de acuerdo al método propuesto por los grupos de Mayo y
Veldzquez Moctezuma [Koehl M, 2002, Vaquez-Palacios G, 2003].

Figura 24. E| estrés por inmovilizacion se
efectua 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. Foto Fotografias toma-
das en el Area de Neurociencias de la
UAMI.

EXPERIMENTO III: Efectos de la PSSP y la CFA sobre el patrén de sueiio.

Para este experimento, previo al registro PSG y la administracion de los
antihistaminicos, los animales fueron sometidos a PSSP. El método consiste en colocar
a los animales en una cdmara que contiene un determinado nimero de plataformas,
en la que siempre es mayor al numero de animales introducidos, a fin de permitir la
libre movilidad. A tal dispositivo se conoce como Cdmara de Privacidon de Suefio de
Multiples Plataformas (figura 25), siguiendo el protocolo propuesto por el grupo de
Tufik [Suchecki D, 2000].

Dos grupos de animales fueron sometidos a PSSP. Uno de ellos por 24 horas y el
segundo por 48 horas.
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Figura 25. La privacion selectiva de suefio paraddjico se logra cuando se coloca a los animales de
experimentacion 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
regresard a su plataforma. La cdmara de privacion con de plataforma multiple, en la que 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 al inmovilidad y el aislamiento. .En la fotografia de la izquierda estdn dos
ratas en sendas plataformas. La fotografia del lado derecho, muestra a la cdmara sin animales.
Fotografias tomadas en el Area de Neurociencias de la UAMI.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron se expresan en las graficas como la Media + MEE.
Fueron analizados por sendas pruebas de Kruskal-Wallis: una de ellas se aplicé para el
analisis de varianza de todos los grupos; y una prueba post-hoc, a fin comparar a cada
uno de los grupos experimentales con el control. Cuando en las diferencias el valor
registrado fue de p<0.05, se consideraron significativas.
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Formacion de los grupos experimentales

El proyecto de investigacion se dividid en tres etapas experimentales, y los grupos

formados quedaron como a continuacion se presentan.

Efectos de la terfenamida (TFA) y clorfeniramina (CFA) sobre la estructura del

patron de sueiio y sus variaciones circadicas.

Periodo oscuro Periodo luminoso \

Efectos del El y la CFA sobre el patrdn de sueiio, y sus variaciones circadicas.

Periodo oscuro Periodo luminoso \

Grupo n Grupo n
A | Control 14 A | Control 28
B | TFA10mg/kg |5 B | TFA 10 mg/kg 9
C | TFA20mg/kg |5 C | TFA 20 mg/kg 8
D | CFA10mg/kg |9 D | CFA 10 mg/kg 6
E | CFA20mg/kg |7 E | CFA 20 mg/kg 8

Grupo n Grupo n
A | Control 13 A | Control 14
B | El 10 B | El 10
C | El + Vehiculo 10 C | El + Vehiculo 8
D | El + CFA 20 mg/kg | 10 D | El+CFA 20 mg/kg | 9

Efectos de la PSSP y la CFA sobre el patrén de suefio.

PSSP 24 horas PSSP 48 horas |

Grupo n Grupo n
A | Control 8 A | Control 8
B | CFA 20 mg/kg 9 B | CFA 20 mg/kg 9
C | PSSP 7 C | PSSP 9
D | PSSP + Vehiculo 8 D | PSSP + Vehiculo 9
E | PSSP + CFA 20 mg/kg | 8 E | PSSP + CFA 20 mg/kg
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RESULTADOS

EXPERIMENTO I. Efectos de la terfenamida (TFA) y clorfeniramina (CFA)
sobre la estructura del patron de suefio y sus variaciones circadicas.

En la figura 26 se muestran los resultados de la administracion de la TFA y CFA
sobre el patron de suefio. Mientras que ninguna dosis de TFA indujo cambios
significativos en las diferentes etapas del sueifio, ambas dosis de CFA, indujeron una
disminucion significativa del tiempo total de suefio y en la misma medida aumenté la
vigilia aunque sélo en el periodo luminoso.

Porcentaje de Suefio
100 *p<0.01
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0

Periodo oscuro Periodo luminoso

Figura 26. El porcentaje de suefio no cambié durante el periodo activo de los animales. Afecté mds a la
etapa en la que comunmente tiene mayor cantidad de suefio. El AH1S tuvo un efecto alertante en el
periodo menos activo del animal, en este caso se comporté mds como un activador del SNC. El AHINS no
causo algun efecto significativo. Resultados presentados en el XLIX Congreso Nacional de Ciencias
Fisiologicas 2006, realizado en la Ciudad de Querétaro [Rojas-Zamorano JA, et al., 2006].

Como se muestra en la figura 27, ninguno de los antihistaminicos alterd
significativamente los porcentajes del SNMOR.
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Porcentaje de SNMOR

0- | | I
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Figura 27. Aunque se muestra una tendencia a aumentar el SNMOR por efecto de la TFA durante el
periodo activo de los animales, no alcanzan a ser significativamente diferentes. En el periodo luminoso
no se presentan diferencias en ninguno de los antihistaminicos, la cantidad de SNMOR es esencialmente
el mismo para todos los grupos. Resultados presentados en el XLIX Congreso Nacional de Ciencias
Fisiolégicas 2006, realizado en la Ciudad de Querétaro [Rojas-Zamorano JA, et al., 2006].

Los cambios mds importantes en los patrones de suefio se observaron con la
dosis mas alta de CFA (20 mg/kg), que disminuyd significativamente la cantidad de
SMOR en ambas etapas del ciclo luz-oscuridad (figura 28). Ademas, esta dosis de CFA
también indujo mayores efectos (p<0.05) tanto en el nimero de eventos de SMOR
como en su duracién promedio (figura 29).

Porcentaje de SMOR
w v
710 ml
g | |:| Coatol
Iol - X | TFA10 mgikg
E 6 TFA20 mgikg

Periodo oscuro  Periodo luminoso
Figura 28. La tendencia en ambas etapas del ciclo luz-oscuridad fue que el AH1S, a disminuir la cantidad
de SMOR, aunque sélo fue significativa con la dosis mayor. El AHINS no produjo alteraciones. Resultados
presentados en el XLIX Congreso Nacional de Ciencias Fisiolégicas 2006, realizado en la Ciudad de
Querétaro [Rojas-Zamorano JA, et al., 2006].
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Figura 29. Durante el periodo activo del animal, el AH1S disminuyd el nimero de veces que los animales
entraron a SMOR, y afectd la duracion de cada evento en ambos periodos del ciclo luz oscuridad. El
AHINS no produjo variaciones significativas. Resultados presentados en el XLIX Congreso Nacional de
Ciencias Fisioldgicas 2006, realizado en la Ciudad de Querétaro [Rojas-Zamorano JA, et al., 2006].

EXPERIMENTO II. Efectos del El y la CFA sobre el patron de sueiio, y sus
variaciones circadicas.

Basados en el experimento anterior, para éste se utilizé la dosis 20 mg/kg de
CFA, que fue la que tuvo los mayores efectos sobre el patron de suefio. Para este
experimento, los animales se dividieron en 4 grupos: Grupo Control: formado por
animales intactos. Grupo El: este grupo sélo fue sometido a estrés por inmovilizacion.
Grupo El + Vehiculo: (0.2 mL de etanol) inyectado al final del periodo de estrés. Grupo
El + CFA: la CFA se inyectd al final del periodo del El. Los estudios PSG con los
respectivos tratamientos experimentales se realizaron en ambos periodos del ciclo luz-
oscuridad.
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Porcentaje de las etapas
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Vigilia SNMOR SMOR

Como se puede observar
en la figura 30, durante el periodo luminoso (panel A), no se produjo el incremento del
SMOR, que comunmente se presenta cuando se aplica el El en el periodo oscuro. El
SMOR sufrié decremento por la accién del AH1S. En el panel B es manifiesto el
incremento significativo de SMOR en el grupo que solamente fue estresado, asi como
en el que, ademas, se le aplicd la inyeccidon con vehiculo, conforme los trabajos antes
citados [Rampin C, 1991, Koehl M, 2002]. Pero el grupo que recibié el AH1S, anulé el
incremento esperado de SMOR y ademads lo disminuyd significativamente si se le
compara con el control. En cuanto al SNMOR, en la fase luminosa no tiene variaciones
significativas (panel A). Pero en el periodo oscuro (panel B), en el grupo que recibié la
CFA, esta etapa incrementd significativamente con respecto al control y al grupo que
solo recibid la condicion estresante.

La figura 31 revela que no sélo la cantidad total de SMOR se vio afectada, sino
también el periodo de latencia y la frecuencia de esta etapa sufrieron cambios. El
periodo luminoso, produjo una latencia disminuida a esta etapa por parte del grupo
gue sdlo recibe la condicidén estresante, y este mismo tiene una tendencia, aunque no
es significativa, de aumentar el niumero de eventos de SMOR. En comparacion, el
grupo tratado con CFA tuvo un retardo en el periodo de latencia para el inicio de
SMOR, ademas de presentar un menor niumero de eventos.
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En el periodo oscuro, la latencia a SMOR fue semejante en los grupos El y El +
vehiculo. En el grupo El + CFA, el periodo de latencia del SMOR se incrementd signi-
ficativamente, sin embargo, aunque se observd una disminucién en el nimero de
eventos de SMOR, las diferencias no fueron significativas con respecto al grupo

control.
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Figura 31. Los esquemas de la derecha, corresponden a la Latencia a SMOR (paneles A 'y B) de los dos
periodos del ciclo luz-oscuridad, en tanto que los diagramas de la izquierda corresponden al numero de
eventos de SMOR que se presentaron en las 8 horas del registro (frecuencia a SMOR). Se tomd y fue
modificado de: Rojas-Zamorano JA, Esqueda-Leon E, Jimenez-Anguiano A, Cintra-McGlone L, Mendoza-
Melendez MA, Velazquez Moctezuma J. The H1 histamine receptor blocker, chlorpheniramine,
completely prevents the increase in REM sleep induced by immobilization stress in rats. Pharmacol
Biochem Behav. (2008). Article in press

EXPERIMENTO III. Efectos de la PSSP y la CFA sobre el patron de sueiio.

Es sabido que SMOR se incrementa después de la privacidon selectiva de suefio
paraddjico, mientras que los resultados del Experimento Il indican que la CFA indujo
una disminucién significativa del SMOR. Basados en estos resultados, pensamos que la
administracidon de CFA en animales con PSSP inducird cambios en el patrén de suefio y

Ill

que afectaria el “rebote de sueio”. Para probar esta hipdtesis se realizé el siguiente

experimento:

Los grupos de animales se dividieron en: Control: conformado por animales
intactos, CFA: animales a los que sélo se les aplicd el AH1S. PSSP 24 hs: animales a los
gue soélo se privé de suefio paraddjico. PSSP 24 hs + vehiculo: animales con privaciéon
de suefio a los que se les aplico el vehiculo (0.2 mL de etanol). PSSP 24 hs + CFA (20
mg/kg): animales con privacidn de suefio a los que se les aplicé el AH1S.
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Con el objeto de hacer mds evidentes los efectos de la CFA sobre el patréon de
suefo, en un segundo experimento, con los mismos grupos de animales, pero a
diferencia del anterior, el periodo de privacién de suefio fue de 48 horas.

Efectos de la PSSP por 24 horas y la CFA sobre el patron de suerio

En la figura 32 se observan los porcentajes de las diferentes etapas del ciclo
suefio-vigilia en los diferentes grupos. Obsérvese como, en comparacién con el grupo
control, los grupos PSSP y PSSP+vehiculo la privacién de sueiio disminuyd
significativamente el porcentaje de vigilia, no afectd los porcentajes de SNMOR (SLI y
SLII) y el SMOR tiende a aumentar (como frecuentemente se espera), aunque no
significativamente. En esta misma figura se observa que la administracién de CFA
indujo una disminucidn significativa del porcentaje de SMOR en los grupos CFA y PSSP
24 horas + CFA [Siegel J, 1965, Vazquez-Palacios G, 2004].

Porcentaje de etapas en el registro PSG
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Figura 32. Porcentaje de las etapas que se presentaron durante el estudio PSG de 8 horas. Los animales
de los ultimos tres grupos fueron sometidos a PSSP por 24 horas. Solo dos ultimos recibieron una
inyeccion, ya sea con el vehiculo o con CFA 20 mg/kg, antes de iniciar el estudio de suefio. Los resultados
experimentales fueron presentados en el LI Congreso Nacional de Ciencias Fisioldgicas 2008, celebrado
en la Ciudad de Mérida [Rojas-Zamorano JA, et al., 2008].

La figura 33 muestra los efectos de los diversos tratamientos sobre los periodos
de latencias a suefio y a SMOR. Obsérvese como en los animales a los que sélo se
sometid a PSSP con y sin vehiculo, los periodos de latencia a suefio y a SMOR fueron
significativamente menores con respecto al grupo control, lo que revela la enrome
presiéon de suefio como consecuencia de la PSSP.
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Por otro lado, en esta misma figura, se puede apreciar que los grupos tratados
con CFA (CFA solo y PSSP 24 horas+CFA) tuvieron latencias a suefio y a SMOR
semejantes entre si y no fueron significativamente diferentes a las observadas en el
grupo control, de manera que el AHI1S elimino el efecto de la presidon de suefio
esperada por efecto de la PSSP.
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Figura 33. Latencias a suefio y a SMOR, los animales fueron sometidos conforme a lo descrito en la
figura 32. Los resultados experimentales fueron presentados en el LI Congreso Nacional de Ciencias
Fisiologicas 2008, celebrado en la Ciudad de Mérida [Rojas-Zamorano JA, et al., 2008].

La figura 34 muestra que la duraciéon y frecuencia de SMOR, en los grupos PSSP
y PSSP+vehiculo, fueron ligera aunque no significativamente mayores que en el grupo
control. Obsérvese en esta misma figura como en el grupo tratado solo con CFA
disminuyeron la duracién y la frecuencia de SMOR. Asimismo, obsérvese como en el
grupo PSSP 24 horas+CFA, mientras que la PSSP no modificé la duracién del SMOR, la
frecuencia de este tipo suefio disminuyd al nivel observado en el grupo solo tratado
con CFA (p< 0.001 versus el grupo control).
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Figura 34. Duracion promedio y frecuencia de eventos de SMOR, con la condicion experimental descrita
en la figura 32. Los resultados experimentales fueron presentados en el LI Congreso Nacional de Ciencias
Fisiologicas 2008, celebrado en la Ciudad de Mérida [Rojas-Zamorano JA, et al., 2008].
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Efecto de la CFA y la PSSP por 48 horas, sobre patrén de sueiio

La figura 35 muestra que al igual que lo observados previamente por otros
autores [Siegel J, 1965, Vazquez-Palacios G, 2004], la PSSP por 48 horas indujo, en
comparacién con el grupo control, un incremento significativo en el porcentaje de
SMOR. Obsérvese también, que la administracion del AH1S en los grupos CFA y PSSP
48 horas + CFA, tendié a aumentar el porcentaje de vigilia aunque no de una manera
significativa. Por otro lado, mientras que la administracion solo de CFA no modificé el
porcentaje de SOL Il, la PSSP por 48 horas con o sin tratamiento con CFA indujo una
disminucién significativa del porcentaje de SOL Il (p<0.05 versus el grupo control). Al
igual que lo observado en el los grupos CFA con o sin PSSP 24 horas, en la PSSP por 48
horas seguido de la administracién de CFA, el AH anulé tanto el rebote de SMOR como
su cantidad total (P<0.001 versus los grupos PSSP y PSSP + vehiculo).
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Figura 35. Porcentaje de las etapas que se presentaron durante el estudio PSG de 8 horas. Los animales
de los ultimos tres grupos fueron sometidos a PSSP por 48 horas, y solo los dos ultimos recibieron una
inyeccidn, ya sea con el vehiculo o con CFA 20 mg/kg, antes de iniciar el estudio de suefio. Los resultados
experimentales fueron presentados en el LI Congreso Nacional de Ciencias Fisiologicas 2008, celebrado
en la Ciudad de Mérida [Rojas-Zamorano JA, et al., 2008].

Al igual que lo observado en los animales con PSSP 24 horas con y sin
tratamiento con CFA, la PSSP por 48 horas seguido o no de la inyeccién de CFA indujo
cambios semejantes pero mas evidentes. En la figura 36 se muestran los efectos de los
diversos tratamientos sobre la latencia suefio y a SMOR. Obsérvese como la PSSP con o
sin la administracion del vehiculo las latencias a suefio y a SMOR disminuyeron
significativamente, mientras que en los grupos con PSSP tratados o no con CFA, el AH,
incrementa las latencias a suefio y a SMOR.
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Figura 36. Latencias a suefio y a SMOR, los animales fueron sometidos conforme a lo descrito en la
figura 35. Los resultados experimentales fueron presentados en el LI Congreso Nacional de Ciencias
Fisiologicas 2008, celebrado en la Ciudad de Mérida [Rojas-Zamorano JA, et al., 2008].

DISCUSION

Sin ser esencial, el SH es uno de los principales reguladores del estado de alerta
[Schwartz JC, 1991, Monti JM, 1993, Lin JS, 2000, Porkka-Heiskanen T, 1994, Barbara,
A, 2002, Servos P, 1994]. Cuando se activa, el SH induce el estado de alerta y sedacién
cuando se inhibe. El efecto sedante se refleja, ademds de trastornos en las respuestas
motriz y cognitiva, en la alteracién de los ciclos de suefio-vigilia y trastornos en el
patréon de suefo. La inhibicién del SH puede ser inducida por diferentes tipos de
farmacos, como los bloqueadores de la HDC que inhiben la sintesis de HA, o por
bloqueadores especificos de los receptores H1 como los antihistaminicos sedantes del
tipo al que pertenece la CFA [Lin JS 2000].

Por otra parte, el SH, a nivel el central y periférico, tienen ritmo circadiano, con
actividad diferente en los distintos momentos del ciclo suefio-vigilia. Los cambios en
los patrones de actividad neuronal del sistema, se reflejan en: manifestacion de
sintomas diferentes [Reinberg A, 1966], diferentes velocidades de disparo de las
neuronas histaminérgicas [Monti JM, 1993], diferentes niveles de histamina y sus
catabolitos en el SNC [Kiviranta T, 1993].

47



Se ha propuesto que la HA es un modulador de la actividad del NSQ [Cote NK,
1993]. Con esta informacidn, es razonable pensar, que el uso de farmacos con fines
experimentales o terapéuticos, para modificar la actividad del SH, deberd considerar
los diferentes momentos del ciclo luz-oscuridad o del ciclo suefio-vigilia del sujeto.

Los AH1 son capaces de modificar el patréon de sueiio [Lin JS, 2000]. Sin
embargo uno de los resultados en investigacion clinica, proponen que la mala calidad
de suefio de los sujetos pudo deberse a los efectos de la rinitis sufrida durante el
periodo del dormir [Kakumanu, S, 2002]. Aunque los resultados son controversiales en
cuanto a que etapas del suefio y con que extension son afectadas, la gran mayoria
coincide en que la etapa mas vulnerable es el SMOR.

La alteracion de la vigilia previa, induce alteraciones en el patron de suefio
[Borbély A, 1989]. Experimentalmente, en la mayoria de los casos, cuando la alteracidn
de la vigilia se hace por estrés por inmovilizacién, se observa un incremento en el
SMOR [Rampin C, 1991].

Por otro lado, si la alteracion se induce mediante la privacion de algunas de las
etapas de suefio, por ejemplo el SMOR, Los animales responden con un incremento en
la duracidon de esta etapa, evento conocido como “rebote de SMOR” [Cohen HB, 1965].
En este trabajo se evaluaron los efectos de un AH1S (CFA) sobre el SMOR en animales
sometidos a estrés por inmovilizacidn y privacion de suefio paraddjico.

Los antihistaminicos tienen diferente capacidad para atravesar a la Barrera
Hemato-Encefalica.

La mayoria de los estudios, concluyen que los AHINS, por su menor capacidad
para atravesar la BHE, tienen menos posibilidades de afectar al SNC [Sangalli BC, 1997,
Slater JW, 1999, Golightly LK, 2005, Ishiguro N, 2004, Fujisaki Y, 2002] y que el efecto
qgue pudieran producir, es fundamentalmente dependiente de la dosis [Fink M, 1979,
Mattila MJ, 1999, Shigemoto Y, 2004] y de la especie del animal de experimentacion
[Depoortere H, 1995, Marzanatti M, 1989, McLeod RL,1998, Dridi D, 2005].

Nuestros resultados con el antihistaminico de segunda generacion, la TFA, (10 y
20 mg/kg) no indujeron cambios significativos en las diferentes etapas de suefio
(figuras 26, 27, 28 y 29). Estos resultados, apoyan el concepto de que los AHINS,
tienen menores efectos sobre el SNC [Sangalli BC, 1997, Slater JW, 1999, Golightly LK,
2005, Ishiguro N, 2004, Fujisaki Y, 2002].
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Efecto circadiano en la sensibilidad a los antihistaminicos.

La actividad del SH tiene ritmo circadiano, tanto en los tejidos periféricos, como
en el SNC [Reinberg A, 1966, 1969 y 1988, Labrecque G, 1995, Friedman AH, 1968,
1969, Mochizuki T, 1992, Itowi N 1990, 1991]. La ritmicidad horaria del ciclo circadiano
afecta la sensibilidad del sistema a los AH1 [Craig TJ, 2004]. Es sabido que el SH tiene
un efecto modulador sobre el NSQ (marcapaso biolégico mas importante) [Inoue, |,
1996, Eaton SJ, 1995]. En el experimento |, fue manifiesto el efecto del AH1S afectando
el ritmo circadiano, especialmente en los periodos de vigilia y SMOR (figuras 26, 27, 28
y 29), en donde la CFA produjo un efecto alertante que se manifestd especialmente en
el periodo luminoso. Resultados similares a los nuestros, en cuanto al efecto alertante,
han sido obtenidos por otros grupos de investigacidn [Karamanakos PN, 2004, 2007,
2008, Starbuck VN, 2000, Okamura N, 2000, Kamei C, 2000]. En uno de ellos los
autores sugieren que la CFA afecta la recaptura de serotonina [Karamanakos PN, 2004,
2007, 2008], mientras que Okamura y col. (2005) describié que la CFA indujo ademads
activacidn de las regiones parietal-frontal de la corteza cerebral y que el efecto fue
dependiente de la dosis (figura 13) [Okamura N, 2000].

El efecto de la CFA sobre el ritmo circadiano también se pudo observar en el
experimento Il. En este, el estrés por inmovilizacion produjo alteraciones en el patrén
de suefio, los cuales fueron mas importantes en el periodo oscuro, en el que tanto el
SMOR como el SNMOR se alteraron significativamente (figuras 30 y 31).

Papel del 1a CFA como inductor de somnolencia (o activador del SNC)

Un efecto de alterar la vigilia es la induccién de somnolencia. La somnolencia
puede ser provocada por la administraciéon de farmacos, cambios en la conducta o
cambios en el medio ambiente. Los efectos pueden ser medidos por medio de
diferentes estrategias: A. Registrando los cambios en la latencia a suefio. B. Cambios
en la cantidad de suefio de ondas lentas (ondas theta o delta). C. Cambios en la
cantidad del estado de vigilia.

Los resultados obtenidos por diferentes grupos de investigadores del papel de
los antihistaminicos deprimiendo la vigilia, son contradictorios. Mientras que algunos
estudios sugieren que los AH1S, son depresores de la vigilia [Tasaka K, 1989, Monti JM,
1991, Depoortere H, 1995, Tokunaga S, 2007], otros indican que estas farmacos
pueden actuar como activadores del SNC [Okamura N, 2000, Karamanakos PN, 2004,
2007, 2008]. Otros grupos mas, concluyen que, la somnolencia inducida por los AH1S
en humanos, se debe a la mala calidad de suefio causada por los sintomas relacionados
con el procesos inflamatorio activo, especialmente en el periodo nocturno [Craig TJ,
2004, Ferguson BJ, 2004, Fisher L, 2005] en el que tanto el proceso inflamatorio como
los AH1S pueden sumar sus efectos, incrementando la somnolencia [Kakumanu S,
2002].
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En los seres humanos es posible evaluar la somnolencia causada por los
antihistaminicos, ya sea utilizando métodos subjetivos: a) llenado de cuestionarios que
evaltan la calidad de vigilia y suefio, y b) midiendo los cambios en las habilidades
cognitivas o psicomotoras, o por métodos mas objetivos, como: a) prueba de latencias
multiples de suefio, b) prueba de vigilia prolongada y c) estudios polisomnograficos)
[Clarke CH, 1978, Hindmarch |, 1978]. En un estudio se concluyd que el AH1S indujo
somnolencia en base la disminucion de la latencia a suefio [Boyle J, 2006]. En otro, solo
se observo disminucién de la latencia a suefio cuando las dosis de AH1S fueron muy
altas [Shigemoto Y, 2004]. En el siguiente estudio, de Bassano et al, (1979), no se tomé
la latencia a suefio como marcador de somnolencia, sino la alteracion en las etapas de
sueno y la mayor duracién de ondas lentas en el registro. En cuanto a los resultados
obtenidos utilizando métodos subjetivos, basados en los sintomas que los pacientes
expresan, otro grupo de investigadores propuso el uso de AH1S como remedio para
pacientes con insomnio ligero [Rickels K, 1983]. Sin embargo, el grupo de Cirillo et al.
(1976) reconoce que la administracién de los AH1S como hipnédtico no ha sido
suficientemente evaluada [Cirillo VJ, 1976].

Por otro lado, debido a las diferencias de especie, ha sido dificil interpretar los
efectos sobre la somnolencia obtenidos en animales de experimentacién. La conducta
de suefio y los periodos de dormir son diferentes en los humanos y en los animales. En
la rata se encontré que si se somete a diferentes ciclos luz-oscuridad (16 horas de luz y
8 de oscuridad o bien 12 de luz con 12 de oscuridad) los resultados fueron diferentes,
llegando a la conclusion de que es dificil demostrar el efecto hipnético de un farmaco
en ratas [Halperin JM , 1981].

Con los resultados de nuestro Experimento |, encontramos coincidencia con
aquellos grupos de investigacion que proponen que la CFA tiene un efecto alertante
[Okamura N, 2000, Karamanakos PN, 2004, 2007, 2008], caracterizado por el aumento
en el porcentaje de vigilia (figura 26) especialmente en el periodo luminoso.

En ese mismo experimento, no se encontraron diferencias significativas en las
latencias a suefio de ninguno de los grupos, de manera que, con los resultados de este
experimento, no se puede juzgar a la CFA como un farmaco que induce somnolencia.

Del Experimento Il, se hizo evidente que el estrés por inmovilizaciéon no produjo
un efecto alertante. La vigilia tuvo una duracién practicamente igual en los cuatro
grupos de animales, hecho que se observa tanto en el periodo oscuro como el
luminoso (figura 30).
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En el Experimento lll, la presion de suefio causada por efecto de la PSSP, se hizo
evidente solo en los grupos con PSSP por 24 y 48 horas. En estos, la vigilia disminuyé
significativamente en el grupo de 24 horas, mientras que en el grupo de 48 solo se
observé la tendencia a disminuir. Igualmente, la latencia a suefio disminuyd
significativamente solo en el grupo de 24 horas, en los que ademas se presentd el
llamado rebote de sueno (figuras 32 y 35).

En este mismo experimento, los animales sometidos PSSP por 24 y 48 horas y
tratados con CFA, presentaron una disminucién significativa a la propensién a dormiry
la anulacién del rebote de suefo. En este caso, el antihistaminico fue capaz de anular
la presidon que comunmente se observa en los animales privados de suefio. Nuestros
resultados indican bajo estas condiciones experimentales, el AH1S actla como un
activador del SNC.

Efecto sobre el Sueio de Ondas Lentas.

El andlisis de la literatura sobre los efectos de los AH1S sobre el SNMOR son
contradictorios. Asi, mientras que unos no encuentran ningun efecto sobre el SNMOR,
otros describen un incremento y otros mas una disminuciéon de esta etapa. Por
ejemplo, la administracién ip de pirilamina (un AH1S) en la ratas, redujo el SNMOR
[Bassano JL, 1979]. En otro experimento también realizado en ratas, los AH1S aumentaron
la actividad lenta del EEG, (delta en la corteza frontal y theta en el hipocampo) [Saitou K,
1999]. En el perro, los efectos de los AH1S sobre el SNMOR, dependieron del tipo de
farmaco AH1S empleado (figuras 15). Asi, el uso de ketotifeno y pirilamina,
incrementaron el SNMOR, mietras que los otros dos AH1S (difenhidramina y CFA) no
lograron alterarlo significativamente [Wauquier A, 1981, Wauquier W, 1985, Marzanatti M,
1989]. En otro trabajo hecho con ratas, la CFA y la difenidramina, no lograron alterar el
SNMOR con ninguna de las tres dosis utilizadas, mientras que la ciproheptadina lo
aumento significativamente con la dosis mas alta (figura 14) [Tokanuga S, 2007]. En un
estudio realizado en gatos, los dos AH1S (difenhidramina y mequitazina) utilizados
disminuyeron de forma significativa el SOL, mientras que con los AH1NS (astemizol) no
tuvieron ningun efecto (figura 16) [Marzanatti M, 1989].

En el Experimento |, que se realizd en condiciones de no alteracion de la vigilia
previa, la administracion de CFA no afecto el SNMOR (figura 27). Sin embargo, cuando
los grupos de animales fueron sometidos a condiciones de estrés por inmovilizacién o
PSSP (Experimentos Il y lll), el SNMOR se alterd significativamente. En el periodo
luminoso, se produjo un aumento de SNMOR, en el grupo tratado con El y CFA (figura
30). Mientras que en los animales sometidos a PSSP + CFA, sélo se alterd el suefio
profundo (SOL Il) cuando el periodo de privacidn de suefio se alargé a 48 horas.
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Efecto de la CFA sobre el Sueiio de Movimientos Oculares Rapidos

La mayoria de los estudios en donde se analiza el efecto de la CFA sobre los
patrones de suefio, coinciden en que la etapa mas vulnerable a los efectos del AH1S, es
la de SMOR. En individuos humanos sanos, la CFA indujo una disminucién en la
actividad EEG del SMOR vy la cantidad total de SMOR [Bassano JL, 1979]. En otra
investigacion con individuos sanos, se registr6 ademads un incremento en la latencia a
SMOR [Boyle J, 2006]. Sin embargo, cuando se el AH1S ketotifeno a individuos con
asma, el estudio PSG no mostré alteraciones de esta etapa de suefio [Catterall JR,
1983]. La disminucion de SMOR causada por el AH1S también fue observada en: gatos
[Marzanatti M, 1989], perros [Wauquier A, 1981a, 1981b, Wauquier W, 1985], ratas
[Tokanuga S, 2007, Saitou K, 1999, Kaneko, 2000] y humanos [Nicholson AN, 1985]. La
disminuciéon de SMOR fue el efecto que se observé en los estudios hechos con
antihistaminicos, especialmente con la dosis mas alta de CFA utilizada. Uno de los
mecanismos que se han postulado para explicar la disminucién de SMOR, es por el
efecto anticolinérgico del AH1S [Kaneko Y, 2000, Martinez-Mir 1, 1988, Waiquier A,
1981a]

En nuestro experimento |, (sin alteraciones de la vigilia previa), el tiempo total
de SMOR disminuyé en ambas etapas del ciclo luz-oscuridad. Ademads, no solo se
redujo el tiempo, sino también se redujo el nimero de eventos de SMOR, tanto en el
periodo oscuro como en el luminoso (figura 29).

Como se menciond, tanto el El como la PSSP, producen un incremento de
SMOR, como una respuesta compensatoria. Fue este tipo de respuesta, la razén por la
que utilizamos estos modelos experimentales en la evaluacién de los efectos de los
AH1S sobre la somnolencia. Asi, el aumento en el porcentaje de SMOR provocado por
el El es evidente en la fase oscura [Rampin C, 1991] (figuras 30, 32, 33, 34, 35y 36).
También es evidente que la CFA anulé el aumento esperado de SMOR y que el periodo
de latencia a este tipo de suefio se incrementé significativamente en ambas etapas del
ciclo luz-oscuridad.

Cuando se priva de suefio, el animal responde con el llamado “rebote de
SMOR” [Siegel J, 1965]. Esta respuesta también fue observada por nosotros en los
animales sometidos a PSSP por 24 y 48 horas, en los que el SMOR aumenté aunque
solo significativamente en los animales privados de suefio por 48 horas (figuras 32 y
35).
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CONCLUSIONES

65 Basados en los resultados de este proyecto, se puede concluir lo siguiente:
1) Los antihistaminicos no sedantes no afectan los patrones de suefio. 2) La
sensibilidad a los antihistaminicos sedantes cambia en funcidn del ritmo circadiano, en
el que los efectos sobre la arquitectura del suefio, dependen del momento del ciclo
luz-oscuridad en el que se administren. 3) Los antihistaminicos sedantes son
activadores del sistema nervioso central aumentando la vigilia, y no como inductores
de somnolencia. 4) El aumento en la cantidad de SMOR causado por el estrés por
inmovilizaciéon, es anulado por los AH1S y 5) La presidn de suefio causada por la PSSP
fue igualmente anulada por la accidn del antihistaminico sedante.
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