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RESUMEN

Lanarcolepsiaesun trastorno del sueio caracterizado por excesiva
somnolencia diurna, transiciones prematuras de la vigila al suefio
de movimientos oculares rapidos, alucinaciones hipnagogicas y
cataplexia. Evidencias experimentales indican que la narcolepsia
en humanos es una enfermedad neurodegenerativa asociada con
la pérdida de neuronas hipocretinérgicas localizadas en el hipota-
lamo lateral. Ademas, se sabe que los pacientes narcolépticos
presentan reduccion significativa en la concentracion de hipocre-
tinas (HCRT) en el liquido cefalorraquideo. Nuestro laboratorio ha
generado un nuevo modelo experimental de narcolepsia en rata,
que nos permite estudiar la enfermedad desde un enfoque histolo-
gico y neuroquimico. Hemos demostrado que la toxina hipocretina
2/saporina destruye selectivamente las neuronas hipocretinérgi-
cas. Ademdas, la pérdida de estas neuronas induce un cuadro
conductual similar al observado en otros modelos experimentales
o narcolepsia en humanos. En la presente revision abordamos
aspectos generales de la narcolepsia, del sistema hipocretinérgico,
asi como de los modelos experimentales de narcolepsiay el uso de
los transplantes como alternativa para tratar la enfermedad.
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Introduccidén

L as hipocretinas (HCRT1 y HCRT2, conocidas también
como orexina A y B, respectivamente) son dos péptidos
derivados del mismo precursor, el cual se expresa de manera
restrictiva en neuronas del hipotalamo lateral.** La HCRT1
consiste en una cadena de 33 aminoacidos, mientras que
HCRT2 esta constituida por una molécula de 28 aminoacidos.

Distribucion de las HCRT en el sistema
nervioso central

Se ha demostrado que las neuronas que contienen HCRT se
localizan exclusivamente en el férnix e hipotadlamo lateral. A
partir de estas regiones, las neuronas HCRT envian diversas
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Narcolepsy is a chronic disease characterized by excessive
somnolence, abrupt tranmsitions from wakefulness to rapid eye
movement sleep stage and cataplexy. Experimental evidence show
that narcolepsy in humans is aneurodegenerative disease associated
with the lost of hypocretin (HCRT) neurons in the lateral
hypothalamus. Narcoleptic patients also display a significant
diminution in HCRT contents of cerebrospinal fluid. In order to
studynarcolepsy, several experimental models have been developed.

Murine and canine models currently allow us to study this disease.

Our laboratory has developed a new experimental rat model of
narcolepsy. This model allows us to study the disease from a
histological and neurochemical perspective. Elsewhere we have
reported that the use of the toxin hypocretin2/saporine (HCRT2/
SAP) selectively destroys hypocretinergic neurons. The loss of these
neurons induces a similar behavioural profile as the one observed
in other experimental models of narcolepsy. In the present review
we describe an overview on narcolepsy, the hypocretinergic system,

experimental models in narcolepsy and the use of transplants as an
alternative therapeutic tool.
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proyecciones a todo el sistema nervioso central, incluyendo
regiones relacionadas con la regulacion del ciclo suefio-
vigilia. Entre éstas, en el cerebro basal tenemos el nucleo
tuberomamilar, mientras que en el tallo cerebral tenemos al
nucleo dorsal del rafe, locus coeruleus y el complejo PPT/
LDTl 2,57

Estas proyecciones activan neuronas serotoninérgicas,®®
noradrenérgicas,*® histaminérgicas,* colinérgicas,? asi como
al nicleo tegmental laterodorsal*® y talamo-cortical.** Como
ya se refirié, existen proyecciones al cerebro basal anterior,
incluyendo el area predptica medial y el septum.® Como se
puede apreciar, las neuronas HCRT proyectan a los princi-
pales centros que regulan el alertamiento. De este modo
podemos suponer que las proyecciones HCRT tienen un
papel activo en la modulacién de los diversos centros del
despertar.
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Hipocretinas y narcolepsia

Narcolepsia e HCRT

La narcolepsia se define como una enfermedad neurolégica
caracterizada por excesiva somnolencia diurna, transicio-
nes prematuras de la vigila al suefio de movimientos ocula-
res rapidos (SMOR) y cataplexia (periodos en los cuales el
sujeto presenta pérdida de tono muscular sin pérdida de la
conciencia).*

La relacion entre HCRT y narcolepsia se origin6é cuando
en el ratén se descubrié una mutacién en el receptor para
HCRT, que provocaba arrestos conductuales los cuales
posteriormente fueron denominados ataques narcolépticos.”
El mismo fenémeno se describié en una raza de perros que
no expresaba el receptor a HCRT.*®

En 2000, Peyron y colaboradores encontraron en un
estudio post mértem de pacientes que habian cursado con
narcolepsia, una reduccién masiva de neuronas HCRT en el
hipotalamo lateral (85-98%) a diferencia de sujetos sanos sin
narcolepsia y que habian fallecido por otras razones.* Este
dato fue corroborado por otro grupo de investigacion que
lleg6 a una conclusion semejante.’

Por otro lado, diversos estudios demostraron que los
niveles de HCRT se encontraban disminuidos en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes que presentaban narco-
lepsia.t®2® Esto representaba un resultado excitante, ya que
la disminucion se correlacionaba con la pérdida de neuronas
HCRT. Actualmente la medicion de HCRT en LCR de pacien-
tes en quienes se sospecha puedan desarrollar narcolepsia,
ha representado una estrategia médica confiable para la
deteccion temprana de la enfermedad.?*%

Modelos experimentales de narcolepsia

En la actualidad existen algunos modelos experimentales de
narcolepsia, por ejemplo, el modelo del ratén knock-out,” el
modelo canino que presenta una mutacién en el receptor a
HCRT2,* asi como el modelo del ratdbn que carece de
neuronas HCRT.? En todos, los animales presentan un
cuadro conductual similar al de narcolepsia.

Nuestro laboratorio ha generado un modelo experimental
de narcolepsia en rata. El modelo consiste en el uso de una
toxina denominada saporina (SAP)? la cual es conjugada al
receptor HCRT2. La SAP se une a la neurona que presente
el receptor a HCRT2 e induce una destruccion de la misma.
Dado que la HCRT2/SAP se une exclusivamente a neuronas
que expresen el receptor a HCRT2, representa un modelo
confiable. La destruccién de neuronas HCRT mediante la
HCRT2/SAP induce cambios conductuales en el suefio como
alteraciones en los ritmos de la vigilia, del suefio de ondas
lentas (SOL) y del SMOR. Entonces podemos asegurar que
la HCRT2/SAP al destruir las neuronas HCRT genera una
alteracion conductual similar a la narcolepsia.

Empleando este modelo, Geraschchenko y colaborado-
res demostraron en 2001, que la HCRT2/SAP inducia un
incremento de SOL y SMOR durante la fase de oscuridad,
periodo en el cual las ratas normalmente permanecen mas
activas. Ademas, se encontraron multiples periodos de con-
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ductas aberrantes (arrestos conductuales) en los animales
lesionados. Un punto importante es que el empleo de HCRT2/
SAP inyectada directamente en el hipotalamo lateral causaba
decremento significativo en el nimero de neuronas HCRT
dependiendo de la dosis empleada, asi como una induccion
de narcolepsia?” (Figura 1).

Hasta el momento, la evidencia sugeria que el uso de
HCRT2/SAP inducia un cuadro semejante a la narcolepsia
observada en humanosy en los modelos experimentales del
raton y el perro.2:27

} HCRT2/SAP

NEURONAS
\ HCRT

J HCRTENLCR

L L .
’ G .,
NARCOLEPSIA

Figura 1. Esquema que representa el disefio experimental de
la inyeccion de HCRT2/SAP en el hipotalamo lateral de ratas.
La administracién de HCRT2/SAP induce muerte de neuronas
hipocretinérgicas (HCRT) asi como disminucion en los niveles
de HCRT en el liquido cefalorraquideo. Como consecuencia
conductual, los animales desarrollan narcolepsia.
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Relacién entre el nUmero de neuronas
HCRT y niveles de HCRT en LCR

A pesar de que la HCRT2/SAP destruia efectivamente neu-
ronas HCRT, se desconocialarelacion entre la perdida de las
neuronasy los cambios en niveles del mismo péptido en LCR.
De tal modo que empleando laHCRT2/SAP, lesionamos alas
neuronas HCRT del hipotadlamo lateral y encontramos que
dicha manipulaciéon experimental inducia una reduccion de
50% de HCRT en niveles de LCR. Esto significaba que 73%
de neuronas HCRT perdidas por la lesiéon ocasionaban un
decremento de 50% de este péptido en LCR. Este dato
indican el nimero de neuronas HCRT que se pierden y que
parece son necesarias para la generacion de la narcolepsia.
Ademas, esta disminucion era acompafiada por un decre-
mento en el nUmero de neuronas HCRT (73% de neuronas
perdidas).?®

Por otro lado, estudios llevados a cabo por Wu y colabo-
radores en 2002 demostraron que la privacion de suefio
incrementaba los niveles de HCRT en LCR en animales
normales.?® Nosotros decidimos probar la hipétesis de que
esta manipulacion experimental modificaria los niveles de
HCRT en LCR en animales lesionados. Los resultados mos-
traron que los niveles de HCRT en LCR no se incrementaron
durante seis horas de privacién total de suefio en animales
lesionados. Tal pareceria que las neuronas que habian
sobrevivido a la HCRT2/SAP no eran suficientemente efica-
ces para compensar los niveles de HCRT disminuidos en el
fluido biolégico analizado.

En ese mismo estudio mostramos que los niveles de
HCRT en LCR determinados a diferentes tiempos del ciclo
luz-oscuridad, estaban disminuidos comparados con el res-
pectivo control. Los animales que habian presentado 72% de
muerte de células HCRT habian mostrado un patrén circadia-
no sin cambios en los valores de HCRT en LCR.22 Es decir, los
animales lesionados no mostraban un ritmo circadiano en los
niveles de HCRT en LCR. Esto parece indicar que la pérdida
de neuronas HCRT no nada més induce disminucion de
HCRT en LCR, sino que el ciclo del péptido se habia perdido.

HCRT y envejecimiento

Por otro lado, la presencia de neuronas HCRT ha sido deter-
minada desde etapas muy tempranas del desarrollo.®*3 Ade-
mas, se ha reportado que las HCRT muestran variaciones
diurnas en LCR en animales jévenes.®>® Sin embargo, la
ritmicidad del sistema hipocretinérgico no habia sido descrita
en animales envejecidos. Con esa idea, nuestro grupo decidio
determinar los niveles de HCRT en LCR en animales enveje-
cidos. Las muestras fueron colectadas enintervalos de 4 horas
durante todo el ciclo luz-oscuridad. Los resultados obtenidos
mostraron que los animales jovenes presentaban un pico
méximo de HCRT en LCR al final del periodo activo de la rata,
resultado respaldado por estudios previos.*> Sin embargo,
encontramos que los animales envejecidos presentaban una
disminucion significativa en sus niveles de HCRT comparados
con las ratas jévenes a lo largo del ciclo luz-oscuridad.3*
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Como ya mencionamos, los niveles de HCRT en LCR se
encontraban incrementados en respuesta a la privacion total
de suefio. Sin embargo, no teniamos informacién sobre el
perfilde HCRT en LCR en animales envejecidos. Después de
mantener despiertas a las ratas envejecidas por un periodo
de ocho horas, encontramos que los nivelesde HCRT en LCR
en dichos animales presentaban un incremento. Dicho au-
mento era significativo comparado con los mismos animales
envejecidos; si la comparacion se realizaba con el grupo de
animales jovenes, entonces se apreciaba disminucién en los
niveles de HCRT en LCR después de la privacion de suefio.3

Podria pensarse que los niveles de HCRT en LCR de
animales envejecidos eran menores comparados con los
jévenes, ya que probablemente en los animales viejos hay
disminucion en el nimero de neuronas HCRT. Al medir el
RNA-m de la prepro-HCRT en el hipotadlamo lateral de los
animales envejecidos no encontramos diferencias entre es-
tos animalesy las ratas jévenes;* de tal modo, dicha explica-
cion fue descartada. Aun permanece la incégnita sobre la
explicacion a este fenébmeno.

Terapias actuales para tratar la narcolepsia

Las terapias que se emplean para el tratamiento de la
narcolepsia tienen como principal objetivo controlar los sinto-
mas de la misma y permitir que el paciente continie con su
vida y actividades cotidianas. Los tratamientos farmacologi-
cos incluyen el uso de anfetaminas y antidepresivos. Un
farmaco utilizado de manera exitosa es el modafinil, el cual no
genera dependencia ni tolerancia al mismo.2035:3

Recientemente Arias Carridon y colaboradores (2004)
demostraron que los transplantes de células HCRT sobrevi-
vian por un periodo considerable en la rata.®” Con este dato
se abre un nuevo camino al tratamiento de la narcolepsia: los
transplantes.

Los transplantes de neuronas HCRT

En nuestro estudio preliminar, células HCRT obtenidas del
hipotalamo lateral de ratas neonatas transplantadas en el
puente de ratas adultas, sobrevivian hasta 36 dias postrans-
plante. Los animales control recibieron tejido cerebelar ca-
rente de neuronas HCRT. En el experimento, los animales
transplantados se sacrificaron a diferentes intervalos de
tiempo: 1, 3, 6, 9, 12, 24, y 36 dias después del transplante.
Una vez obtenido el cerebro y procesado para el estudio de
inmunohistoquimica para la deteccion de HCRT, se identifi-
caron las neuronas que eran inmunorreactivas a HCRT en el
area transplantada.

Claramente se demostré la presencia de células HCRT
en el sitio del transplante a los dias 1, 3y 6 dias después del
transplante. Las neuronas HCRT transplantadas mostraban
un fenotipo muy semejante al de una neurona HCRT madura
y saludable. Como se esperaba, no encontramos inmuno-
rreactividad para HCRT enlos animales control. La presencia
de neuronas HCRT en el puente también estaba en los
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Figura 2. A) Representacion de secciones del sistema nervio-
so central de ratas donadoras las cuales contienen neuronas
HCRT localizadas en el hipotalamo lateral; dichas secciones
son empleadas para el transplante. B) Area en la cual se
realiza transplante de neuronas HCRT. C) Microfotografia que
muestra que en el &rea transplantada, neuronas HCRT sobre-
vivieron 12 dias postransplante. 3V=tercer ventriculo,
4V=cuarto ventriculo, Cx=corteza cerebral, CC=cuerpo callo-
so, f=fornix, HL=hipotdlamo lateral, LC=locus coeruleus,
PnC=nucleo reticular pontino, RPn= ntcleo raphe.

animales sacrificados a los 9, 12, 24, y 36 dias, aunque se
encontro disminucion significativa del nimero de neuronas
transplantadas en los Ultimos dias.®” Es importante sefialar
que la identificacién de las neuronas HCRT en el area
transplantada se llevé a cabo mediante inmunohistoquimica,
y que aun existen preguntas por contestar: ¢las neuronas
HCRT transplantadas son electrofisiolégicamente activas?,
¢liberan HCRT?

Sin lugar a dudas estos resultados representan una
nueva perspectiva para el tratamiento de la narcolepsia, si
bien se requiere mayor informacion experimental sobre el
porcentaje de neuronas HCRT que sobreviven después de
los transplantes (Figura 2).

Conclusiones

La narcolepsia es una enfermedad neurodegenerativa ca-
racterizada por ataques de suefio. Modelos experimentales
desarrollados en roedores y caninos han demostrado que
existe unarelacion entre el sistemade HCRT y la narcolepsia.
7,15

La evidencia actual sefiala que la narcolepsia en humanosy
en los modelos experimentales esta ligada a disfuncion del
sistema de HCRT, tanto de receptores como en los niveles de
HCRT en LCR7 15-17, 21, 24
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Nuestro grupo ha desarrollado un modelo experimental
de narcolepsia en rata.?® El uso de la toxina HCRT2/SAP
destruye las neuronas que expresan el receptor para HCRT,
lo cual induce un cuadro conductual semejante a la narcolep-
sia. Ademas, hemos demostrado la correlacion entre el
ndamero de neuronas HCRT y niveles de HCRT en LCR
después del uso de HCRT2/SAP.#

Finalmente, reportamos que el transplante de neuronas
HCRT en el tallo cerebral de ratas sobrevive hasta 36 dias
postransplante.®” Este dato representa una potencial estrate-
gia para el reemplazo de neuronas HCRT perdidas como
resultado de la narcolepsia.
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