EL SISTEMA HIPOCRETINA / OREXINA EN LA

FISIOPATOLOGIA DE LAS HIPERSOMNIAS DE

ORIGEN CENTRAL

José Enrique Martinez Rodriguez






UNIVERSITAT DE BARCELONA

JOAN SANTAMARIA CANO, Profesor Asociado de Medicina de la Universidad de
Barcelona,

y

FRANCESC GRAUS RIBAS, Profesor Titular Interino de Medicina de la Universidad

de Barcelona,

Certificamos que la memoria titulada “El sistema hipocretina / orexina en la
fisiopatologia de las hipersomnias de origen central”, presentada por José Enrique
Martinez Rodriguez, se ha realizado bajo nuestra direccién y consideramos que retine
las condiciones necesarias para ser defendida ante el tribunal correspondiente para optar

al grado de Doctor en medicina y cirugia.

Dr. Joan Santamaria Cano Dr. Francesc Graus Ribas

Barcelona, 17 de Noviembre de 2006






Agradecimientos

Al Dr.Santamaria, por su iniciativa en el desarrollo de este proyecto de tesis y por la

metodologia que aprendi al realizarla.

Al Dr.Graus, por enseflarme a prestar atencion a aquello que no siempre se escribe en

los libros.

A Merce Bonastre, Eva Caballero y Lidia Sabater, por su apoyo y tutela en el

laboratorio, ese campo que tan extrafio puede llegar a ser al principio para un clinico.

A la Dra.Ling Lin y Dr.Casamitjana, por su ayuda en el desarrollo y realizacion de las
técnicas de radioinmunoanalisis, y al Dr.Iranzo, por sus ensefianzas en los trastornos del

sueno.

Al Dr.Emmanuel Mignot, por haber compartido conmigo sus conocimientos y

entusiasmo en el estudio del suefio normal y patolédgico.

A todos los pacientes con narcolepsia e hipersomnia central, por su extraordinaria

disposicion a la hora de intentar comprender su enfermedad.






A Isabel, por sus consejos y paciencia

A mis padres,
por su apoyo incondicional y haberme enseriado los valores

mds importantes en la vida






GLOSARIO DE ABREVIATURAS:

Desviacion estandar.

Distrofia miotonica tipo 1.

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

Electroencefalograma

Excesiva somnolencia diurna.

Hipocretina-1.

Hipocretina-2.

Receptor 1 de hipocretina.

Receptor 2 de hipocretina.

Hipersomnia idiopatica.

Human Leukocyte Antigen (antigenos leucocitarios humanos).

International Classification of Sleep Disorders, segunda edicion.

Insomnio letal familiar.

Liquido cefalorraquideo.

Nucleos laterodorsal / pedunculopontino.

Melanin-concentrating hormone (hormona concentradora de
melanina)

Mean Sleep Latency Test (test de latencias multiples de suefio).

Narcolepsia-cataplejia.

Narcolepsia sin cataplejia.

Suefio no REM.

Nucleo supraquiasmatico.

Rapid eye movement sleep (sueno de movimientos oculares
rapidos).

Sleep onset REM (inicios de suefio en REM).

Sistema Nervioso Central

Ventrolateral posterior area (area ventrolateral posterior).







INDICE GENERAL

XL PIrOLOGO. ... e
L- INTRODUCCION: oo,

L1.- Lanarcolepsia ...
I.2.- El sistema hipocretina /orexina ..............................cooii
I.3.- Neurobiologia de la regulacion del ciclo suefio / vigilia ...................
I.4.- La determinacion de Hcrt-1 en liquido cefalorraquideo como
marcador biologico del sistema hipocretina / orexina ..............................
[.4.1.- Aspectos generales y especificos del estudio del LCR en los
trastornos de la vigiliay el suefio. .............ccoooeeiiiiiiiiiiiiiii
1.4.2.- Estudio del sistema hipocretina / orexina en LCR en trastornos
de la vigiliay €l SUETIO. .........coooiiiiiiiii
I.5.- Narcolepsia y autoinmunidad ...................................
I.6.- Trastornos de la vigilia y el suefio en otras enfermedades
NeUrolOgiCas ...
1.6.1.- La enfermedad de Steinert. .................coooooiiiiiiiiiii

1.6.2.- Insomnio letal familiar. ...........ccooovimiiir

IL HIPOTESIS Y OBJETIVOS ..o
IL1.- HIPOeSIS. ..o
IL2.- ODbjJetivos. ........oooiiiiiiii i

IIL. PACIENTES Y METODOS ..o oo,
ILL L P aCE OIS, o oo
THL 2 VL CtOAO0S. ..o,

O W W

15

21

21

25
29

33
33
34

35
35
36

37
37
38



IV. RESULTADOS ... oo

IV.1. Trabajo 1: Andlisis comparativo de un grupo de pacientes con
narcolepsia-cataplejia, narcolepsia sin cataplejia e hipersomnia idiopatica. ........
IV.2. Trabajo 2: Evaluacion de la autoinmunidad hipotdlamo-especifica en
12 NATCOLEPSIAL .oiiiiiiii i
IV.3.- Trabajo 3: Niveles reducidos de hipocretina-1 (orexina-A) en liquido
cefalorraquideo de pacientes con distrofia mioténica y excesiva somnolencia
QIUINA. e e
IV4.- Trabajo 4: Niveles normales de hipocretina-1 en liquido

cefalorraquideo de pacientes con insomnio letal familiar. ..............................

V. DISCUSION GENERAL .....ooooo e

VI. CONCLUSIONES . i

VIL BIBLIOGRAFTA .. oo

39

39

41

45

47

49

53

55






PROLOGO

El suefio puede ser definido como un proceso fisioldgico regulado de forma activa por
el sistema nervioso central caracterizado por periodos reversibles de inmovilidad y una
reduccion de la respuesta a estimulos externos. A pesar de ser un estado de actividad
cerebral en el cual un individuo pasa aproximadamente un tercio de su vida, al inicio del
siglo XXI, las funciones exactas del suefio persisten como un enigma para la comunidad
cientifica, postulandose funciones de reorganizacion de la actividad cerebral,
conservacion de energia, y consolidacion de memoria, entre otras. Profundizar en el
conocimiento del suefio no sélo podra ayudarnos a entender este proceso vital para la
vida, sino que podra arrojar luz en el entendimiento de su estado complementario, la
vigilia o consciencia.

La necesidad innata de dormir en la mayoria de seres vivos es probablemente
debida a una direccion evolutivamente dirigida en base a la necesidad del alto
procesamiento neuronal requerido para la integracion de estimulos del medio externo,
principalmente visuales (1). El suefio presenta variaciones entre las distintas especies
estudiadas y esta sujeto a multiples factores ecoldgicos, estando ligado en mamiferos
grandes a un tamafio cerebral elevado y a la homeotermia.

Desde el descubrimiento del suefio REM (Rapid Eye Movements) por Aserinsky
en 1953 (2), se conoce que el suefio no es meramente un proceso pasivo sino un estado
con una alta actividad cerebral en el que se alternan fases de sueio NREM (suefio no
REM) y REM controlado principalmente por interacciones reciprocas monoaminérgicas
y colinérgicas en el diencéfalo y tronco cerebral (3). El suefio NREM se caracteriza por
una sincronizacion de la actividad eléctrica cerebral talamo-cortical y una actividad de
ondas lentas en el EEG. El suefio REM normal representa un 20-25 % del suefio de un

adulto, y basicamente se caracteriza por paralisis en la musculatura voluntaria con



excepcion del diafragma y la musculatura ocular extrinseca, presencia de movimientos
oculares rapidos y aparicion de suefios vividos. Suele ocurrir a los 60-90 minutos del
inicio del suefio y, por lo general, aparece en 3 a 4 fases durante una noche que van
incrementando su duracion a lo largo de la misma. Este ciclo de suefio NREM-REM se
encuentra presente en practicamente todos los mamiferos estudiados, lo que da idea de

su importancia funcional.

En los ultimos afos, el estudio del suefio normal y patoldgico ha sufrido grandes
avances gracias al conocimiento de la fisiopatologia de la narcolepsia. Esta enfermedad
es la unica conocida en la que la organizacion y estructura del suefio estan alteradas de
forma primaria. En el presente trabajo de tesis se introducird primeramente la
narcolepsia como enfermedad clave dentro de los trastornos del ciclo suefio / vigilia
para conocer la organizacion normal del suefio, haciendo especial énfasis en su
fisiopatologia y, posteriormente, en la implicacion del sistema hipocretina / orexina en
la misma, incluyendo estos hallazgos en el funcionamiento bésico del sistema nervioso
central (SNC) en la regulacion del ciclo suefio / vigilia. El trabajo de investigacion
tratard de evaluar el estado biologico del sistema hipocretina / orexina en diversas
enfermedades del SNC con hipersomnia de origen central y la implicacion de este
sistema neurotransmisor en la fisiopatologia de las mismas, abordando en la narcolepsia

el estudio de la hipotesis autoinmune contra el sistema hipocretina / orexina.



I.- INTRODUCCION:

I.1.- LA NARCOLEPSIA

La narcolepsia es una enfermedad crénica caracterizada clinicamente por excesiva
somnolencia diurna (ESD) y manifestaciones derivadas de una alteracion de la
regulacion del suefio REM, entre las que se encuentra la cataplejia como el sintoma mas
especifico de la enfermedad. El término narcolepsia fue utilizado por primera vez por
Gelineau en 1880 para describir un paciente con somnolencia excesiva y episodios de
debilidad muscular desencadenados por emociones. En 1957 se anadieron a la
descripcion  sindromica la presencia de paralisis de suefio y alucinaciones
hipnopémpicas / hipnagogicas, y desde 1975 se incorpora la presencia de suefio
nocturno fragmentado como pentada clinica caracteristica.

La morbilidad de la narcolepsia puede llegar a ser considerable, con una
importante repercusion en la vida social y laboral del individuo. La prevalencia de la
narcolepsia es de 1 caso por cada 2.000 a 4.000 individuos segun las series, y una edad
de inicio generalmente en la adolescencia. Hasta la fecha, se ha descrito un caso aislado
de narcolepsia de inicio precoz en un paciente con una mutacion del gen de la
preprohipocretina (4), y algunos locus de susceptibilidad en casos familiares de
narcolepsia en el cromosoma 21q22 (5) y 4p13-g21 (6). Sin embargo, la mayoria de
casos son de presentacion esporadica sobre una base genética que influye en el
desarrollo de la enfermedad. El riesgo de presentar la enfermedad en familiares de
primer grado es de un 2%, lo que implica un valor 10 a 40 veces mayor que la poblacion
general, y el riesgo de padecer la enfermedad en gemelos monocigotos es de un 25-31%

(7). La narcolepsia también puede aparecer de forma secundaria en lesiones focales del



SNC, generalmente en la region hipotalamica posterior (8). Se postula, por tanto, que en
el desarrollo de narcolepsia interactian factores ambientales sobre una base de
susceptibilidad genética, todo ello originando un fenotipo comun con distintas
fisiopatologias probables.

La narcolepsia se caracteriza por una alteracion del control del ciclo suefo-
vigilia. Los pacientes narcolépticos no presentan una cantidad aumentada de suefio total
al dia, ni tampoco tienen alteraciones circadianas de los ritmos bioldgicos, sino que,
caracteristicamente, tienen una inestabilidad del ciclo suefio / vigilia. La ESD esta
relacionada con una hipoactividad dopaminérgica no nigroestriada, y la cataplejia con
un tono monoaminérgico reducido junto con una hipersensibilidad colinérgica en el
tronco cerebral (9). El descubrimiento reciente del sistema hipocretina / orexina y su
implicacion en la fisiopatologia de la narcolepsia han permitido profundizar en el
conocimiento de esta enfermedad y en la organizacion normal del ciclo suefio / vigilia,

asi como disponer de una posible prueba diagnostica biologica para esta enfermedad.

Clinicamente, la ESD suele ser el primer sintoma en aparecer, caracterizada por
una tendencia anormal a dormirse en situaciones de pasividad o incluso de actividad
relativa, sin poseer esta somnolencia ninguna caracteristica que la pueda diferenciar de
la presentada en otras entidades nosoldgicas. Derivado de la ESD, el paciente
narcoléptico puede presentar otros sintomas como ataques de suefio incoercibles y
conductas automaticas. La presencia de episodios de suefio reparador de corta duracion
es caracteristica de la enfermedad.

La cataplejia se define como la pérdida subita y transitoria del tono muscular
desencadenada por emociones sin pérdida de conocimiento. La cataplejia es

practicamente patognomonica de la enfermedad, aunque también puede verse en otras



entidades como la enfermedad de Niemann-Pick tipo C, el sindrome de Prader-Willi, la
enfermedad de Norrie y la encefalitis paraneoplésica anti-Ma2, entidades que dada su
presentacion clinica, suelen permitir un diagndstico diferencial correcto. La frecuencia
de presentacion de la cataplejia es variable en cada paciente, y con una duracion que
suele ser de segundos, raramente minutos. De forma excepcional, sobre todo tras la
retirada brusca de medicacion anticatapléjica, los ataques pueden durar varias horas, o
presentarse ante minimos estimulos emocionales, lo que se conoce con el nombre de
estado de mal catapléjico (10). Hasta un 25% de narcolépticos nunca presentan
cataplejia, lo que se conoce como narcolepsia sin cataplejia, pudiendo tratarse de
enfermos con una expresion clinica incompleta de narcolepsia-cataplejia, o bien, de una
entidad distinta (11).

Ademas de la cataplejia, otros sintomas derivados de la regulacion anormal del
suefio REM son la pardlisis de suefio, presente en un 20-50% de casos, y las
alucinaciones hipnagogicas e hipnopdémpicas, presentes hasta en un 30%. Ambos
sintomas aparecen en periodos de transicion entre el suefio y la vigilia, aunque son
menos especificos dada su presentacion clinica en sujetos normales. El quinto sintoma
caracteristico de la narcolepsia, la fragmentacion del suefio nocturno, deriva de la
imposibilidad de estos pacientes de mantener tanto la vigilia como el suefio durante
periodos prolongados. La narcolepsia también se ha asociado con un aumento de un 10-

20% del indice de masa corporal (12).

En los estudios electrofisioldgicos, el test de latencias multiples de suefio
(MSLT, Mean Sleep Latency Test) es la prueba mas util en la narcolepsia, mostrando
una latencia media de suefio reducida, asi como varios inicios de suefio en REM

(SOREM, Sleep Onset REM), hallazgos relacionados con la ESD y la presion



excesivamente alta del suefio REM, respectivamente. En el polisomnograma nocturno,
los pacientes suelen presentar una disminucion de la latencia del suefio REM vy
alteraciones del tono muscular durante la fase REM, pudiendo presentarse con

frecuencia un trastorno de conducta del suefio REM.

Segtin los criterios actuales de diagnéstico de la ICSD-2 (International
Classification of Sleep Disorders, segunda edicion) (13), la narcolepsia se clasifica
dentro de las hipersomnias centrales junto con la narcolepsia sin cataplejia y la
hipersomnia idiopatica, entidades que forman parte de su diagnoéstico diferencial. Los
pacientes con ESD y presencia de cataplejia se diagnostican como narcolepsia-cataplejia
(NC), aquellos pacientes con ESD sin cataplejia y presencia de 22 SOREMs en el
MSLT se diagnostican como narcolepsia sin cataplejia (NnC), y los pacientes con ESD
sin cataplejia ni SOREMSs en el MSLT reciben el diagndstico de hipersomnia idiopatica
(HI). El diagnostico diferencial de estas entidades se ve muchas dificultado debido a la
presencia no siempre bien definida de cataplejia y la ausencia de SOREMs en el MSLT
en un 15% de narcolépticos (14,15). Adicionalmente, la presencia de SOREMs no es
especifica, y puede estar presente en sujetos normales y hasta en un 4,7% de pacientes
con apneas del suefio en correlacion con las desaturaciones de oxihemoglobina (16).

La presencia de una dificultad prolongada en el despertar por la mafiana (sleep
drunkenness) y un suefio nocturno prolongado (>10 horas) se ha incorporado en el
ICSD-2 como sintomas sugestivos de HI. Adicionalmente, la determinacion de
hipocretina en liquido cefalorraquideo (LCR) ha sido afiadida como prueba de utilidad
diagnostica en determinados casos de hipersomnias centrales dada su alta sensibilidad y

especificidad para la narcolepsia.



Martinez-Rodriguez JE, Iranzo A, Santamaria J.
Narcolepsia.

Med Clin 2002; 119: 749-754.






I.2.- EL SISTEMA HIPOCRETINA / OREXINA

El sistema hipocretina fue descubierto por de Lecea en 1998 al estudiar ARNm
especificos de hipotdlamo por técnicas de substraccion de tag-PCR, describiendo la
molécula de la preprohipocretina y sus dos péptidos derivados, la hipocretina-1 e
hipocretina-2, localizados en vesiculas sindpticas y con propiedades neuroexcitadoras
(17). Otro grupo investigador, mediante purificacion y aislamiento de ligandos de
receptores huérfanos acoplados a proteinas G, aislé dos receptores que se unian a dos
moléculas, identificadas como orexina A y B (18). Posteriormente, se comprob6 que las
moléculas identificadas como hipocretina y orexina eran las mismas, empleandose
actualmente ambos términos como sinéonimos.

El sistema consta de una molécula precursora, la preprohipocretina, sintetizada
por un gen situado en el hombre en el cromosoma 17. De esta molécula surgen dos
proteinas, la hipocretina-1, de 33 aminoacidos y con dos puentes disulfuro en su
estructura, y la hipocretina-2, de 28 aminoacidos (17,18). Los dos receptores del sistema
hipocretina se superponen de forma solapada por el SNC (19). El primer receptor
(Hertrl) presenta afinidad selectiva a Hecrtl, y el segundo receptor (Hcrtr2) igual
afinidad para Hertl y Hert2.

Las neuronas hipocretinérgicas estan localizadas en el area perifornical del
hipotdlamo posterior, 4rea hipotalamica lateral e hipotalamo dorsomedial (17,18)
(Figura 1), con multiples proyecciones a lo largo del SNC, principalmente a areas
monoaminérgicas y colinérgicas involucradas en la regulacion de ciclo suefio / vigilia
(20) (Figura 2). Concretamente, las conexiones con el 4rea tuberomamilar juegan un
papel crucial en el mantenimiento de la vigilia, y las proyecciones al locus coeruleus

participan en el control del tono muscular (21). Una de las principales regiones eferentes



del area hipocretinérgica es a esta ultima region, donde la Hcrt-1 activa neuronas
noradrenérgicas por medio de receptores Hertrl (22,23). Las aferencias al sistema
hipocretinérgico parten principalmente del 4rea ventrolateral predptica (VLPO),

prosencéfalo, amigdala y ntcleos serotoninérgicos del rafe (24).

Figura 1. A) Neuronas hipocretinérgicas de hipotaldmo canino marcadas con anticuerpo
anti-hipocretina-2. La flecha indica la prolongacion axonal de una neurona
hipocretinérgica. B) Cumulo de neuronas hipocretinérgicas marcadas con anti-
hipocretina-2 en una seccién de hipotdlamo posterior de un paciente con atrofia
multisistémica.
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Figura 2. Principales proyecciones eferentes del sistema hipocretina (Hert). NTM:
nlcleo tuberomamilar. LDT/PPT: nucleos laterodorsal / pedinculo pontino. LC:
locus coeruleus.

Debido a su localizaciéon en la region dorsolateral del hipotalamo, y al aumento
de la ingesta producida al administrarla intraventricularmente en roedores, inicialmente
se postuld que el sistema hipocretinérgico estaria implicado en la regulacion de la
alimentacion (18). Sin embargo, en 1999 se describid por primera vez la involucracion
de este sistema en la fisiopatologia de la narcolepsia en el modelo canino de la
enfermedad. Este modelo animal ha permitido realizar numerosos estudios fisioldgicos
y farmacolégicos desde la década de los setenta. En perros, la enfermedad es similar al
hombre en cuanto a la presencia de ataques de cataplejia, pero difiere en cuanto a la
excesiva somnolencia diurna debido a la diferente organizacion del suefio en los
primeros. Adicionalmente, mientras que en humanos, la enfermedad es esporadica, en

los perros labradores y Dobermans la enfermedad se hereda de forma autosomica
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recesiva con alta penetrancia, aunque también existen casos esporadicos con una
fisiopatologia distinta. Por medio de técnicas de clonamiento posicional, Mignot et al
aislaron una mutacion en el gen del receptor 2 de hipocretina en perros narcolépticos
(25). Unos meses después, otro grupo investigador describe la presencia de sintomas
sugestivos de narcolepsia en ratones knockout para preprohipocretina (26). En otro
modelo animal de ratones transgénicos en los que se induce la expresion de ataxina-3 en
neuronas hipocretinérgicas y la consiguiente muerte celular por apoptosis de las
mismas, los animales desarrollan un fenotipo narcoléptico con la presencia de episodios
de inmovilidad, entradas subitas en suefio REM, falta de consolidacion del suefio y una
obesidad tardia a pesar de una ingesta total reducida (27). Estudios posteriores en los
que se compararon ratones transgénicos deficientes en preprohipocretina y en Hcrtr2,
observaron un mayor numero de episodios sugestivos de cataplejia en el primer modelo,
con una presencia similar de episodios de sugestivos de ataques de suefio en ambos
modelos (28).

En humanos, se reportd por primera vez una disfuncidn del sistema hipocretina
en la narcolepsia al descubrir una deficiencia de Hert-1 en el LCR en 7 de 9 pacientes
con narcolepsia (29). Asi mismo, se describid un paciente con una mutacion en el gen
de la preprohipocretina con desarrollo de narcolepsia y cataplejia a una edad de 6 meses
(4). Otros estudios posteriores confirmaron la deficiencia de hipocretina en LCR en la
mayoria de pacientes narcolépticos con cataplejia (30-33). Estudios anatomopatologicos
en la narcolepsia humana han revelado un 85-95% de pérdida de neuronas
hipocretinérgicas en el hipotdlamo lateral de pacientes narcolépticos (4,34). Las
neuronas productoras de MCH (Melanin-Concentrating Hormone), intercaladas entre
las hipocretinérgicas, estan respetadas en este proceso. Las neuronas hipocretinérgicas

coexpresan Narp (Neuronal Activity-Regulated Pentraxin) y dinorfina. Dado que la
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mayoria de neuronas que expresan Narp y dinorfina en el hipotadlamo posterior también
expresan hipocretina, la reduccion selectiva encontrada por técnicas de
inmuohistoquimica e hibridacion in situ de ambos marcadores en este area, pero no en
otras areas hipotaldmicas no hipocretinérgicas, sugiere una pérdida neuronal especifica
de neuronas hipocretinérgicas (35,36). Hasta la fecha, s6lo un estudio ha mostrado
gliosis en el area hipocretinérgica, lo que podria sugerir un proceso inflamatorio local
previo (34,37).

La funcion del sistema hipocretina presenta marcadas variaciones circadianas
(38,39) derivadas de conexiones directas e indirectas entre el nucleo supraquiasmatico
(NSQ) (el reloj bioldgico del SNC) y las neuronas hipocretinérgicas (40-43). La
actividad hipocretinérgica puede verse aumentada por la deprivaciéon de suefio y la
vigilia forzada (39,43-45), asi como por la actividad locomotora (42,46-48). La
actividad neuronal hipocretinérgica es mas alta en condiciones emocionales y
sensitivomotoras similares a los estimulos que desencadenan cataplejia en pacientes
narcolépticos, y es silente en suefio NREM y en suefio REM tdnico, con ocasionales
descargas de actividad en el suefio REM fasico (49).

Ademas de una funcion en la regulacion del ciclo sueio / vigilia, el sistema
hipocretinérgico ha sido implicado en funciones de control de la alimentacion (18,27),
conductas de motivacion (50), modulaciéon del estrés (51), termorregulacion y
metabolismo (52), entre otras, todo ello probablemente debido al gran nimero de

proyecciones e interacciones que presenta el sistema en el SNC.
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1.3.- NEUROBIOLOGIA DE LA REGULACION DEL CICLO
SUENO / VIGILIA

Desde las descripciones iniciales de von Economo de casos de encefalitis letargica
(1918-1926), se conoce que el hipotdlamo juega un papel primordial en el control del
suefio y la vigilia, siendo el hipotalamo anterior un area inductora de suefio y el
posterior promotor de vigilia (53). Junto al hipotalamo, otras regiones reguladoras del
suefo y la vigilia se encuentran situadas en el prosencéfalo basal y en el tronco cerebral.

El sistema reticular activador ascendente promotor de vigilia tiene dos vias
principales (figura 3). La primera via, dirigida hacia el nucleo reticular taldmico y con
una funcion activadora de neuronas de relevo al cortex cerebral, proviene de los nucleos
colinérgicos tegmental laterodorsal y pedunculopontino (LDT/PPT), y presenta una
actividad elevada en vigilia y suefio REM, y una actividad reducida en suefio NREM.
La segunda via de activacion de vigilia tiene proyecciones desde el locus coeruleus
(noradrenalina), nucleos dorsales y mediales del rafe (serotonina), sustancia gris ventral
periacueductal (dopamina) y nucleos tuberomamilares (histamina), al hipotalamo lateral
(MCH, hipocretina) y prosencéfalo (acetilcolina, GABA), y de estas areas, al neocortex.
Las neuronas de los nlicleos monoaminérgicos tienen una actividad elevada en vigilia,
disminuida en suefio NREM y son practicamente silentes en suefio REM. Durante este
ultimo, las neuronas MCH son activas y la mayoria de neuronas hipocretinérgicas son
silentes. Por el contrario, muchas neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal estan

activas en vigilia y suefio REM.
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Areaventral

Prosencéfalo (Ach)” periacueductal (DA)

Area hipotalamica lateral (Herty - LDT/PPT (AcH)

MUcleos tuberomarnilares (H) " Locus coeruleus (NA)

Rafe dorsal (5-HT)

Figura 3. Representacion esquematica de los principales sistemas neuronales
ascendentes promotores de vigilia. DA: dopamina. AcH: acetilcolina. NA:
noradrenalina.  5-HT: 5-Hidroxitriptamina (serotonina). Hcrt: hipocretina. H:
histamina. LDT/PPT: ntcleos laterodorsal / pedunculopontino.

Los principales nucleos neuronales promotores del suefio se encuentran en el
VLPO, cuyas neuronas contienen los neurotransmisores inhibitorios GABA y galanina,
y envian proyecciones a los grupos neuronales hipotaldmicos y del tronco cerebral
implicados en el mantenimiento de la vigilia (54). El VLPO se subdivide en dos zonas,
el cumulo principal con proyecciones a nucleos histaminérgicos, cuya lesion en
animales provoca reduccion del sueiio NREM, y el area extendida, cuya lesion reduce el
suefio REM debido a sus proyecciones directas al locus coeruleus y ntcleo dorsal del
rafe (55). Las aferencias del VLPO son inhibitorias desde los principales nucleos
monoaminérgicos, o dicho de otro forma, se inhibe por el sistema de mantenimiento de

vigilia.
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El suefio REM se genera en el tronco cerebral, concretamente en el puente y
mesencéfalo adyacente, por la interaccion de neuronas colinérgicas y monoaminérgicas.
Neuronas activadoras del suefio REM en el LDT/PPT originan una ausencia de tono
muscular por inhibicion de alfa-motoneuronas. La estimulacion de determinadas
regiones del puente con agonistas colinérgicos induce estados de sueiio REM (56). Las
neuronas del locus coeruleus y del rafe dorsal inhiben a neuronas promotoras del suefio
REM durante la vigilia y el sueiio NREM, volviéndose inactivas durante el suefio REM

y facilitando, por tanto, este estado.

La hipotesis del circuito “flip-flop” expuesta por Saper para explicar la
regulacion del ciclo suefio / vigilia se basa en el concepto de reforzamiento de
elementos positivos de un circuito al mismo tiempo que se inhiben los elementos
inhibitorios sobre el mismo, en analogia a los circuitos electronicos del mismo nombre
(57). Este modelo evitaria los estados transicionales y favoreceria la estabilidad a un
lado u otro del circuito, de forma que nada mas empezar a declinar un estado se pasaria
rapidamente al contrario (57,58). Este sistema funcional estaria evolutivamente
favorecido dado el potencial riesgo de una especie a permanecer largo tiempo en un
estadio transicional entre el suefio y la vigilia, evitando los cambios bruscos entre un
estado y otro. El circuito flip-flop estaria formado por el VLPO y los grupos neuronales
monoaminérgicos. El sistema hipocretinérgico, activo en vigilia y especialmente
durante la actividad locomotora, podria actuar en la consolidacion de la vigilia
estabilizando el circuito a este favor, reforzando las neuronas monoaminérgicas
implicadas en el mantenimiento de la vigilia. Asi, en la narcolepsia, enfermedad
caracterizada por inestabilidad de la vigilia y el suefio, el déficit hipocretinérgico

desestabilizaria la vigilia provocando transiciones rapidas a suefio REM.
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El modelo de regulacion del ciclo suefio / vigilia en funcién de procesos
circadianos y homeostaticos propuesto por Borbely (59) podria encuadrarse
adecuadamente dentro del modelo del flip-flop. Las influencias homeostaticas podrian
estar mediadas por el acimulo a lo largo del periodo de vigilia de ciertas substancias en
determinadas regiones cerebrales tendentes a inducir el suefio, con su posterior descenso
durante el mismo. Concretamente, el prosencéfalo basal es la unica region cerebral
implicada en el mantenimiento de la vigilia en la que la acumulaciéon de adenosina
(producto de la degradacion del ATP celular) induce el suefio (60), aunque estudios
recientes parecen descartar a las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal como las
responsables de esta accion (61).

El proceso circadiano contrarrestaria la propensidad progresiva al sueiio del
proceso homeostatico, y al llegar la noche, las influencias circadianas descenderian,
permitiendo la aparicion del suefio. Las influencias circadianas estan mediadas por el
NSQ, el cual estd constituido por neuronas que se encargan de generar el ritmo
circadiano. Las neuronas del NSQ disponen de un mecanismo de retroalimentacion
genéticamente dirigido basado en la transcripcion-traslacion de determinados genes y
sus proteinas derivadas, produciendo un ciclo de aproximadamente 24 horas, el cual es
sincronizado a través del haz retinosupraquiasmatico por la activacion de las células
ganglionares de la retina por la luz. Las proyecciones eferentes del NSQ inervan areas
implicadas en la regulacion de la alimentacion, secrecion de hormonas como la
melatonina y la hormona liberadora de corticotropina (CRH), asi como éareas implicadas
en la regulacion del ciclo suefio / vigilia principalmente a través de relevos en la zona
subparaventricular y en el nucleo dorsomedial hipotaldmico (40,41), este ultimo con
importantes proyecciones gabaérgicas al VLPO vy glutamatérgicas y de TRH

(Thyrotropin Releasing Hormone) a neuronas hipocretinérgicas (41). El nucleo
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dorsomedial integra la informacion del NSQ y la zona subparaventricular en la
regulacion de la alimentacion, temperatura, patrones sociales y ambientales. Durante el
dia, las neuronas del NSQ estan activas, y sus terminaciones gabaérgicas inhiben, entre
otras, las neuronas del nucleo paraventricular, involucrado en la secrecion de
melatonina. Por la noche, la inhibicion de este nucleo cesa y se produce la secrecion de
melatonina (41). Las conexiones multisinapticas del circuito circadiano permiten una
flexibilidad para una adaptacion alostética a un nicho ecologico determinado en funcion
de estimulos luminosos, alimenticios y térmicos, adoptando un patréon de actividades
fisiologicas y comportamentales diurno o nocturno, que puede variar en determinadas
especies en funcion de cambios estacionales y de la abundancia de alimentos (58). El
patron final dependera de la activacion conjunta o alterna del nicleo dorsomedial con el

NSQ, este ultimo permaneciendo siempre acoplado al ritmo luz-oscuridad.
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I1.4.-LA DETERMINACION DE HCRT-1 EN LiQUIDO
CEFALORRAQUIDEO COMO MARCADOR BIOLOGICO DEL
SISTEMA HIPOCRETINA / OREXINA

I.4.1.- Aspectos generales y especificos del estudio del LCR en los trastornos de la

vigilia y el suefio.

El LCR, al estar en un compartimento en relativo equilibrio con el fluido intersticial de
las células del parénquima cerebral, proporciona un método reproducible, relativamente
no invasivo y facil de evaluar, de la funcionalidad de multiples sistemas neuronales en
el suefio normal y patologico. A este respecto, es importante recalcar que la presencia de
un determinado neurotransmisor en el LCR puede no ser meramente pasiva. Las
caracteristicas fisiolégicas del LCR podrian proporcionar a ciertos sistemas
neurotransmisores el medio para funcionar en la comunicacion intercelular de forma
endocrina por transmision de volumen, segin una hipotesis ya descrita en 1910 por
Cushing y Goetsch (62). Algunos sistemas neuronales, como el serotoninérgico y el
hipocretinérgico (63,64) estan en continuidad directa con células ependimarias y el
LCR. Hipotéticamente, este tipo de neurotransmision podria jugar un papel importante
en el ciclo suefio / vigilia, ya que actuaria como una modulacién lenta y a largo plazo
sobre diversos sistemas dispersos por el SNC produciendo una funcién sostenida que

podria colaborar en el mantenimiento de las fases del ciclo (65).

Ciertas limitaciones metodoldgicas deben ser tenidas en cuenta a la hora de
realizar estudios de LCR en general, y especificamente en el estudio del suefio normal y
patologico. El complejo proceso de regulacion del ciclo suefio / vigilia no puede ser

simplificado en una analisis cuantitativo de una sustancia determinada en el LCR, por lo
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que multiples variables deben ser evaluadas a la hora del estudio. Las caracteristicas
clinicas de los sujetos en estudio, tales como edad, sexo, peso y altura, dieta, actividad
motora previa, y tratamientos farmacoldgicos, deberian ser lo mas homogéneas
posibles. Con relacion a la forma de obtencion del LCR, pueden influir en los resultados
la hora del dia en que se realiza la toma de LCR en substancias con variaciones
circadianas, el lugar de la obtencion en aquellas substancias con un gradiente
rostrocaudal en el LCR, la posible contaminacion de la muestra con sangre, asi como el
tiempo y la forma de almacenaje de la muestra.

Asi mismo, los resultados obtenidos en LCR pueden no guardar relacion con el
estado de una determinada substancia en su lugar de accion en el SNC, ya que su origen
puede derivar de multiples fuentes o predominar de una concreta que sea distinta al
lugar de estudio hipotetizado. También puede haber un retraso en la liberacion al LCR
que mitigue una posible relacion temporal con un estado de suefio o vigilia. Una
alteracion parcial o escasa de un sistema neurotransmisor puede no reflejarse en los
niveles de LCR, ni tampoco éstos son ttiles para el estudio de posibles alteraciones
funcionales a nivel postsindptico. En general, es necesario conocer la circulacion,
distribucion y metabolismo de una substancia en el LCR para la correcta interpretacion

de un estudio.
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1.4.2.- Estudio del sistema hipocretina / orexina en LCR en trastornos de la vigilia

y el sueiio.

De los dos neurotransmisores del sistema hipocretinérgico, la Hert-1 es estable en LCR
permitiendo su medicion en este fluido, a diferencia de la Hert-2. Los estudios iniciales
de LCR se realizaron mediante extractos de LCR por columnas Sep-Pack CI18.
Posteriormente, se comprobo que las mediciones de forma directa en LCR eran iguales
de consistentes que la determinacion indirecta, siendo el primer método el que se
emplea en practicamente todos los andlisis actuales. Con relacion a los aspectos
metodologicos del radioinmunoandlisis de Hert-1 en LCR, la actual técnica de medicion
de éste neurotransmisor presenta una gran variabilidad interensayo que hace necesaria la
inclusion de un grupo control y muestras de LCR con valores de referencia para obtener
un resultado fiable (66).

Los niveles de Hert-1 en LCR son independientes de la edad, sexo, duracion de
la enfermedad, medicaciones psicotropicas, tiempo de almacenaje y descongelaciones /
congelaciones repetidas (30,32,67). No se han evidenciado gradientes de concentracion
en el LCR para la Hert-1 en sujetos normales (30,31). En experimentos realizados en
perros se observd un incremento de mas del 50% de los niveles basales de Hert-1 en
LCR tras deprivacion de sueiio que se correlaciond con la actividad locomotora en las
dos horas previas, sugiriendo una monitorizacion de estas variables previa a cualquier
evaluacion (47).

Los niveles de Hecrt-1 se correlacionan con la poblacion neuronal
hipocretinérgica en el hipotdlamo de rata, con una reduccion del 50% de los niveles en
LCR implicando una reduccion neuronal del 73% (68). Por tanto, sobre la base de estos

estudios, se deduce que niveles normales de Hert-1 pueden no indicar una poblacion
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neuronal normal, ya que las neuronas supervivientes pueden compensar las deficitarias
y mantener unos niveles normales. Por el contrario, los niveles indetectables en LCR
indicarian una practica ausencia de neuronas hipocretinérgicas.

La variacion circadiana de la funcidn del sistema hipocretina también puede ser
observada en el LCR. En ratas, los niveles son mayores durante el periodo de actividad
(periodo nocturno) y descienden un 40% al final del periodo de reposo (periodo diurno)
(69). En primates con un ritmo de vigilia / suefio consolidado en un unico episodio de
suefio, los niveles de Hcrt-1 alcanzan un maximo en el tltimo tercio del periodo de
vigilia, y presentan su nivel mas reducido cercano al momento del despertar tras el
sueflo nocturno, para empezar a incrementarse progresivamente desde este punto (70).
En humanos se ha descrito una variacion circadiana similar, presentando una oscilacion
de un 10 % a lo largo de un ciclo de 24 horas, con niveles méximos al final del periodo
de vigilia y primeras horas del suefio (71), lo que sugiere que la hora del dia en la que se

extrae el LCR no influye decisivamente en los resultados.

El estado del sistema hipocretina / orexina ha sido evaluado en muchas
enfermedades con y sin trastornos del ciclo suefio / vigilia a través del estudio de Hert-1
en LCR. Los pacientes con narcolepsia-cataplejia presentan caracteristicamente unos
niveles indetectables de Hcert-1 (29-33), ya presente desde estadios iniciales de la
enfermedad (72). La deficiencia de Hert-1 en LCR se asocid con una mayor asociacion
al HLA DQB1*0602, un mayor nimero de SOREMs en el MSLT y una mayor
frecuencia de cataplejia (32,73). Generalmente, los pacientes con narcolepsia y un HLA
DQB1*0602 negativo, algunos casos familiares de la enfermedad, y los pacientes con
narcolepsia sin cataplejia e hipersomnia idiopdtica, tienen niveles normales. En un

contexto clinico adecuado, la determinacién de Hert-1 en LCR se considera como un
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marcador bioldgico de narcolepsia con una especificidad del 99% y una sensibilidad del
87% para unos niveles menores de 110 pg/mL (32). Los niveles comprendidos entre
110 y 200 pg/mL se consideran intermedios y generalmente de significado clinico
indeterminado, y los mayores de 200 pg/mL se consideran normales.

Adicionalmente a las hipersomnias centrales, el estado del sistema hipocretina se
ha evaluado mediante los niveles en LCR de Hcrt-1 en diversas enfermedades. Niveles
indetectables han sido encontrados, principalmente, en algunos pacientes con sindrome
de Guillain-Barre (74) y encefalitis paraneoplasica anti-Ma2 (75). Niveles bajos han
sido descritos en pacientes con el sindrome de Prader-Willi (32), el sindrome de Kleine-
Levin durante la fase de somnolencia (33) y, en general, en afecciones del SNC con
afectacion del area hipotdlamica posterior con o sin presencia de anormalidades del
ciclo sueno / vigilia (32). En algunos pacientes con traumatismo cerebral agudo se
encontraron niveles indetectables o bajos en relacion directa con la intensidad del
trauma, presencia de lesiones cerebrales radioldgicas, y el nivel de conciencia del

paciente (76).
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I.5.- NARCOLEPSIA Y AUTOINMUNIDAD

La etiologia de la narcolepsia permanece desconocida hoy en dia. La narcolepsia es una
de las enfermedades con mayor asociacion al sistema HLA que se conocen,
concretamente al HLA DQB1*0602 (77,78). Este alelo se encuentra presente en mas del
90% de pacientes narcolépticos con cataplejia, mientras que en la poblacion normal
caucasiana estd solo en un 25% (78). Debido a la alta asociacidon a este sistema de
moléculas implicadas en la presentacion antigénica, se postula un probable origen
autoinmune de la enfermedad, aunque hasta la fecha existen evidencias conflictivas al
respecto. La pérdida selectiva de neuronas hipocretinérgicas en el hipotalamo de
pacientes narcolépticos hace atractiva esta hipotesis, ya que este sistema, formado por
un numero relativamente pequefio de neuronas, podria ser vulnerable a un ataque
autoinmune.

Las evidencias a favor de una etiologia autoinmune en la narcolepsia son varias.
Ademas de la asociacion al HLA, otra caracteristica, también encontrada en otras
enfermedades autoinmunes, es una edad de inicio alrededor de la pubertad. Anticuerpos
funcionales con hiperactividad colinérgica en suero de pacientes con narcolepsia han
sido descritos recientemente en la narcolepsia (79). En este mismo estudio, 11 de 18
ratones inoculados con IgG de pacientes narcolépticos presentaron episodios transitorios
de interrupcion de su comportamiento que, aunque no se asociaron a disminucion del
tono muscular, se asemejaban a episodios de cataplejia. Se ha descrito reactividad del
LCR de pacientes narcolépticos contra homogeneizado de hipotdlamo de rata (80). En
humanos, el tratamiento con inmunoglobulinas en pacientes al inicio de la enfermedad
tiene un beneficio potencial sintomatico, aunque el nivel de Hcrt-1 en LCR no se

modificd en estos casos, por lo que este hallazgo podria ser inespecifico (81,82). El
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incremento de gliosis descrito en algunos trabajos en el area hipotalamica perifornical
(34,37) apoyaria un proceso inflamatorio local, aunque otros autores no han podido
corroborar este dato (4). Analizando el patron de degeneracion axonal en cinco cerebros
de pacientes narcolépticos se encontrd una correlacion con la distribucion del Hertr2 en
el SNC, lo que podria sugerir un proceso inmunoldgico contra este receptor o algin
antigeno asociado (37). La encefalitis paraneoplasica anti-Ma2, una enfermedad
autoinmune que produce hipersomnia y cataplejia como parte de su espectro clinico, se
asocia a una deficiencia de hipocretina en LCR por probable dafio hipotalamico (75,83),

lo que podria sugerir una fisiopatologia comtn con la narcolepsia.

Por el contrario, numerosos estudios evaluando diversos aspectos de
autoinmunidad en narcolepsia han resultado negativos. La actividad de células T es
normal en pacientes narcolépticos (84). Un reciente estudio ha evaluado la presencia de
autoanticuerpos contra receptores del sistema hipocretina (85) asi como contra la
preprohipocretina y sus moléculas derivadas (86), con resultados negativos. No
obstante, queda abierta la posibilidad de no haber encontrado anticuerpos contra
epitopos con modificaciones postranscripcionales por limitaciones metodoldgicas, asi
como la ausencia de deteccion de titulos de anticuerpos debido al largo tiempo de
evolucion de los pacientes. Estudios de inmunohistoquimica de suero y LCR de
narcolépticos contra hipotdlamo no reveld ningiin marcaje especifico (87). El LCR de
narcolépticos no presenta bandas oligoclonales (88), y el suero carece de

autoanticuerpos encontrados en otras enfermedades autoinmunes (89).

La hipotesis alternativa principal a la autoinmune, igualmente sin evidencias a

favor, es la neurodegenerativa. En este sentido, la asociacion al HLA podria jugar un
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papel distinto a la autoinmunidad, favoreciendo una expresion clinica mayor y la
aparicion del sueio REM (90,91). No obstante, la falta de progresion clinica una vez
instaurada la enfermedad, no apoyaria una fisiopatologia neurodegenerativa aunque

queda abierta la hipotesis de un proceso degenerativo transitorio inicial.
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1.6.- TRASTORNOS DE LA VIGILIA Y EL SUENO EN OTRAS
ENFERMEDADES NEUROLOGICAS

I.6.1.- La enfermedad de Steinert

La distrofia miotonica de Steinert tipo I (DMI) es una enfermedad multisistémica con
herencia autondémica dominante caracterizada por miotonia, debilidad muscular,
cataratas, alteraciones cardiacas, endocrinas y cognitivas. La enfermedad esta causada
por una expansion del triplete CTG en la region 3° del gen DMPK (Dystrophia
Myotonica Protein Kinase) situado en el cromosoma 19q13.

Los pacientes con DMI presentan anormalidades del SNC tal como demuestran
estudios de neuroimagen y anatomopatologicos (92-94), asi como alteraciones del
sistema hipotalalamico-hipofisario (95). Es caracteristico en esta enfermedad una
elevada frecuencia de ESD de causa incierta, reportdndose hasta en un 77% de casos, asi
como la presencia de signos de alteracion de la regulacion del suefio REM en el MSLT
(96). En algunos pacientes, la presencia de ESD se ha asociado con una fragmentacion
del sueno debido a apneas del suefio o hipoventilacion alveolar crénica (97,98). No
obstante, el correcto tratamiento de estos problemas no siempre corrige la hipersomnia
(99), sugiriendo que el origen de estas alteraciones es central. En este contexto, la DMI
comparte con la narcolepsia la presencia de ESD y anormalidades de la regulacion del

suefio REM (96,100).
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1.6.2.- Insomnio letal familiar

El insomnio letal familiar (ILF) es una enfermedad neurodegenerativa rapidamente
progresiva ligada a mutaciones del codon 178 de la proteina prionica. El polimorfismo
en el codon 129 determina la expresion fenotipica en ILF o enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (ECJ). Las manifestaciones clinicas del ILF consisten en alteraciones sensitivo-
motoras, cognitivas en forma de déficits mnésicos, de atencion, vigilancia y
visuomotores, clinica disautonomica y alteraciones del ciclo de suefio / vigilia, con una
pérdida progresiva del suefio y periodos breves de ESD con hiperactividad motora y
pérdida del ritmo circadiano. Los pacientes también presentan alucinaciones complejas
sugestivas de episodios oniricos que aparecen en los periodos de vigilia, asi como
entradas subitas en suefio REM desde la vigilia (101). Electrofisiolégicamente, los
pacientes con ILF carecen de husos de suefio y complejos K, caracteristicos de la fase 11
del suefio NREM.

Anatomopatoldgicamente, la enfermedad se caracteriza por una atrofia de los
nlcleos taldmicos anteroventral y dorsomedial (102). El papel del talamo en la
regulacion del ciclo suefio / vigilia no es bien conocido. El ntcleo talimico dorsomedial
tiene conexiones con el polo anterior del nucleo reticular talamico, siendo éste el
principal origen de los husos de suefio (103). Las regiones anterior y dorsomedial
talamicas reciben abundantes aferencias de las regiones cingulares y anterior del cortex,
prosencéfalo e hipotdlamo lateral. Los nucleos talamicos caracteristicamente alterados
en el ILF forman, por tanto, parte de un circuito funcional con el hipotdlamo y sistema
limbico implicado en la regulacién del ciclo suefio / vigilia (104), por lo que su
degeneracion podria conducir a un desequilibrio funcional de dichos circuitos con la

consiguiente manifestacion clinica en forma de trastornos de la vigilia y el suefio (101).
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1.1.- HIPOTESIS

H.1.- Los pacientes con hipersomnia central clasificados segin la ICSD-2 en
narcolepsia-cataplejia, narcolepsia sin cataplejia e hipersomnia idiopatica presentan una
asociacion de determinados sintomas clinicos, electrofisiologicos y bioldgicos con los

niveles de Hert-1 en LCR.

H.2.- La narcolepsia esta producida por un ataque autoinmune selectivo contra las
neuronas hipocretinérgicas del hipotalamo, por lo que los pacientes narcolépticos

deficientes en hipocretina presentan anticuerpos contra el hipotdlamo.

H.3.- Los pacientes con distrofia mioténica tipo I y excesiva somnolencia diurna
presentan una disfuncion del sistema hipocretina que origina una alteracion en la

regulacion del ciclo suefio / vigilia en analogia a la narcolepsia.

H.4.- Una disfuncion del sistema hipocretina, un sistema con multiples proyecciones a
lo largo del SNC, entre ellas a los nucleos taldmicos reticulares y paraventriculares, y
con funciones implicadas en la regulacion del ciclo suefio / vigilia y de la funcién
autonomica, podria mediar parte de las manifestaciones clinicas de los trastornos de la

vigilia y suefio presentes en el insomnio letal familiar.
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I1.2.- OBJETIVOS

0O.1.- Analizar la distribucion de variables clinicas, electrofisiologicas y bioldgicas en
una serie de pacientes con hipersomnia central clasificados en funcion de la ICSD-2, asi

como la posible relacion de estas variables con los niveles de Hert-1 en LCR.

0.2.- Evaluacion de la presencia de autoanticuerpos en suero y LCR de pacientes
narcolépticos, previamente evaluados sobre la base de sus niveles de Hert-1 en LCR,
por medio de técnicas de inmunohistoquimica y por el screening de una libreria de
expresion de ADN complementario de hipotdlamo de rata, comparando los resultados
obtenidos en el primer método con los de pacientes con encefalitis paraneoplasica anti-

Ma?2.

0.3.- Estudio del sistema hipocretina / orexina mediante la determinacién de Hcrt-1 en
LCR en pacientes con distrofia miotonica tipo I con excesiva somnolencia diurna

evaluados clinica y electrofisiol6gicamente.

0.4.- Determinacion de niveles de Hcrt-1 en LCR en pacientes con insomnio letal
familiar como marcador biologico de la funcion hipotalamica hipocretinérgica, asi como
su comparacion con los de pacientes con enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica,
otra enfermedad pridnica con menos alteraciones de la vigilia y el suefio en

comparacion con el insomnio letal familiar.
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III. PACIENTES Y METODOS

II1.1.- Pacientes:

Los pacientes con NC, NnC e IH fueron evaluados en el trabajo 1 y 2 mediante una
entrevista clinica analizando la presencia de sintomas y signos caracteristicos de las
hipersomnias centrales, un polisomnograma nocturno seguido de un MSLT, tipificacion
del HLA DQB1*0602 y analisis de Hert-1 en LCR.

En el trabajo 3 los pacientes con DMI se evaluaron clinica vy
electrofisiologicamente por medio de la realizacion de un polisomnograma nocturno
seguido de un MSLT. Todos los pacientes fueron tipificados para el HLA DQB1*0602.
La repeticion patologica del triplete CTG caracteristico de la enfermedad fue estudiada
en todos los pacientes. En aquellos casos en los que se apreciaron alteraciones
respiratorias durante el suefio (indice de apnea / hipopnea > 10 / hora y desaturaciones
de oxihemoglobina), los pacientes fueron tratados con BiPAP y, si fue requerido,
oxigenoterapia domiciliaria.

En el trabajo 4 se estudiaron pacientes con diagndstico genético de ILF de
forma clinica y mediante la determinacién de niveles de Hert-1 en LCR, comparando

los resultados con los obtenidos en pacientes con ECJ esporadica.
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I11.2.-Métodos:

- Determinacion de Hert-1 en LCR.

La determinacién de Hert-1 en LCR se realizd6 mediante radioinmunoanalisis directo
seguin el método publicado por Mignot et al (32), evaluando cada muestra por duplicado
y utilizando controles internos con valores de referencia. Se realizaron al menos 2
determinaciones para cada paciente, siendo el resultado final la media de todas las
determinaciones realizadas. Los niveles se clasificaron en intervalos previamente
establecidos, considerados indetectables los valores menores de 40 pg/mL y bajos los
menores de 110 pg/mL. Como valores control se usaron los obtenidos al determinar los
niveles de Hcert-1 en LCR en pacientes con enfermedades neuroldgicas con y sin
hipersomnia.

- Inmunohistoquimica:

La técnica de inmunohistoquimica se basé en el método de avidina-biotina (105).
Secciones seriadas de hipotalamo de rata congelado y fijado con paraformaldehido se
incubaron con suero (dilucion 1:100, 1:200, 1:500) o LCR (1:1). Secciones de
hipotalamo adyacentes se incubaron con anticuerpo policlonal de conejo anti-
hipocretina-2 para confirmar que el area en estudio era representativa del cimulo
hipocretinérgico.

- Screening de una libreria de expresion de ADN complementario de hipotalamo
de rata:

Los sueros provenientes de 5 pacientes representativos con narcolepsia-cataplejia
deficientes en hipocretina fueron incluidos a una concentracion de 1:1000 en el cribaje
inmunologogico de una libreria ZAP-II lambda de hipotdlamo de rata segun el método
descrito previamente (106). Se seleccionaron aquellos clones positivos y el ADN del

plasmido fue posteriormente purificado y secuenciado.
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IV. RESULTADOS

IV.1.- TRABAJO 1:

Martinez-Rodriguez JE, Iranzo A, Casamitjana R, Graus F,
Santamaria J. Analisis comparativo de un grupo de pacientes con
narcolepsia-cataplejia, narcolepsia sin cataplejia e hipersomnia

idiopatica. Med Clin 2006 (en prensa).

Se estudiaron un total de 51 pacientes (32 NC, 11 NnC y 8 HI). Los pacientes se
clasificaron segin un nivel de Hert-1 en LCR menor (n=34) o mayor (n=17) de 110
pg/mL. El 91% de pacientes NC tenian niveles indetectables de Hert-1 en LCR.

Las variables clinicas asociadas de forma significativa en pacientes con NC y
NnC y en aquellos con niveles de Hert-1 bajos fueron la cataplejia, suefio nocturno
fragmentado, conductas automaticas y siestas cortas reparadoras. La eficacia de suefio,
el indice de despertares, el indice de movimientos periddicos durante el suefio en el
polisomnograma nocturno, y la latencia media de suefio en el MSLT mostraron un
gradiente entre NC, NnC e HI. La latencia media de SOREMs en el MSLT fue la Gnica
variable electrofisiologica con asociacion significativa al clasificar los pacientes segiin
la ICSD-2 y basandose en sus niveles de Hert-1. Entre las variables biologicas, el HLA
DQB1*0602 (NC en el 96,1%, NnC en el 67%, e HI en el 50%) y el indice de masa

corporal presentaron un gradiente entre NC, NnC e HI..
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ORIGINALES

Analisis comparativo de un grupo de pacientes
con narcolepsia-cataplejia, narcolepsia sin
cataplejia e hipersomnia idiopatica

José E. Martinez-Rodriguez?, Alex Iranzo?, Roser Casamitjana®,
Francesc Graus? y Joan Santamaria?

aServicio de Neurologia. Hospital Clinic de Barcelona. Institut d’Investigacié Biomedica August Pi

i Sunyer (IDIBAPS). Barcelona.
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FUNDAMENTO Y OBJETIVO: Analizar la distribucién de variables clinicas, electrofisiolégicas y biold-
gicas, asi como su relacion con los valores de hipocretina 1 (Hcrt-1) en el liquido cefalorraqui-
deo (LCR), en pacientes con hipersomnia central diagnosticados, segtin los criterios de la se-
gunda revision de la Internacional Classification of Sleep Disorders (ICSD-2), como
narcolepsia-cataplejia (NC), narcolepsia sin cataplejia (NnC) e hipersomnia idiopatica (HI).
PACIENTES Y METODO: A todos los pacientes se les realizaron una entrevista clinica, un polisomno-
grama nocturno y un test de latencias multiples de suefio, tipificacion de antigenos de histo-
compatibilidad (HLA) y analisis de Hcrt-1 en el LCR (valores bajos < 110 pg/ml).

ResuLTADOS: De un total de 51 pacientes, se diagnosticé a 32 de NC, a 11 de NnC y a 8 de HI,
y en 34 (66,7%) se encontraron valores bajos de Hcrt-1 (29 con NC, 3 con NnC y uno con HI).
Entre los pacientes con NC, un 96,1% fueron positivos para HLA DQB1*0602 y el 91% pre-
sent6 valores bajos de Hcrt-1. Las variables mas frecuentemente encontradas en pacientes con
NC y en aquéllos con valores bajos de Hcrt-1 fueron la cataplejia, el suefio nocturno fragmenta-
do, siestas cortas reparadoras, conductas automaticas, el HLA DQB1*0602 y, en el test de la-
tencias multiples de suefo, una latencia media de suefio reducida, un niimero mayor de episo-
dios de suefio REM y una latencia media reducida de éstos. El tiempo de suefio nocturno
prolongado o las dificultades en el despertar, 2 variables incorporadas a la ICSD-2 en el diag-
néstico de HI, no diferenciaron los distintos grupos.

ConcLuslONES: Las hipersomnias centrales presentan una superposicion de diversas caracteristi-
cas clinicas, electrofisiolégicas y bioldgicas que dificultan su diagndstico diferencial. La deter-
minacion de Hcrt-1 en LCR puede facilitar el diagnéstico en casos con escasa definicion clini-
ca y/o electrofisiolégica.

Palabras clave: Narcolepsia. Cataplejia. Hipersomnia idiopéatica. Hipocretina. Orexina. MSLT.
SOREM.

Comparative analysis of patients with narcolepsy-cataplexy, narcolepsy without
cataplexy and idiopathic hypersomnia

OBJECTIVE: To evaluate the distribution of clinical, electrophysiological and biological variables,
and their relationship with the CSF hypocretin-1 levels, in patients with central hypersomnias
diagnosed as narcolepsy-cataplexy (NC), narcolepsy without cataplexy (NnC) and idiopathic hy-
persomnia (IH) based on the ICSD-2 criteria.

PATIENTS AND METHODS: We performed in all patients a clinical interview, a nocturnal polysomno-
gram and a multiple sleep latency test (MSLT), HLA analysis and measurement of CSF Hcrt-1
levels (low <110 pg/mL).

REsuLTs: 51 patients were classified as NC (32), NnC (11) and IH (8). 34 patients (66.7%) had
low CSF Hcrt-1 levels (29 NC, 3 NnC and 1 IH). In the NC group, 96.1% were HLA
DQB1*0602 positive and 91% had low CSF Hcrt-1 levels. The most frequent variables found
in NC patients and in those with a low CSF Hcrt-1 levels were cataplexy, fragmented nocturnal
sleep, short refreshing naps, automatic behavior, HLA DQB1*0602, and, in the MSLT, a short
mean sleep latency, a higher number of REM sleep episodes and a short mean latency of REM
sleep episodes. A long nocturnal sleep time and morning sleep drunkenness, two variables used
in the ICSD-2 for the diagnosis of IH, were not different among the three groups of hypersom-
nias.

ConcLusioN: Central hypersomnias have a superposition of several clinical, electrophysiological
and biological variables that makes sometimes difficult the differential diagnosis. The measure-
ment of CSF Hcrt-1 levels may help in the diagnosis of those patients with unclear clinical or
electrophysiological forms.

Key words: narcolepsy, cataplexy, idiopathic hypersomnia, hipocretin, orexin, MSLT, SOREM.
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La narcolepsia-cataplejia es una enfer-
medad cronica, que se caracteriza por
excesiva somnolencia diurna y manifesta-
ciones clinicas derivadas de una altera-
cion de la regulacion del suefio de movi-
mientos oculares réapidos o REM (rapid
eye movement), siendo la cataplejia la
manifestacion mas caracteristica de esta
entidad!. Electrofisiolégicamente, los pa-
cientes con narcolepsia presentan una
latencia media de suefio reducida y va-
rios inicios de suefio en REM (SOREM,
de sleep onset rapid eye movements) en
el test de latencias multiples de suefio o
MSLT (multiple sleep latency test). Cuan-
do dicha combinacién de caracteristicas
clinicas y electrofisiolégicas esté presen-
te, el diagnostico de narcolepsia-cataple-
jla no suele presentar dificultades?®. Por
otra parte, los casos de hipersomnia de
origen central sin cataplejia que presen-
tan SOREM en el MSLT se clasifican
como narcolepsia sin cataplejia, y aqué-
llos con hipersomnia de origen central sin
cataplejia ni SOREM se clasifican como
hipersomnia idiopéatica una vez excluido
que sea secundaria a otras causas®. Sin
embargo, las diferencias clinicas, electro-
fisiolégicas y biologicas entre estas 3 enti-
dades no son siempre evidentes, lo que
dificulta en muchas ocasiones el diag-
nostico diferencial. Mientras que la etiolo-
gfa de la hipersomnia idiopética es incier-
ta, la narcolepsia-cataplejia se relaciona
con anormalidades del sistema hipotala-
mico hipocretinérgico (orexinérgico)>® vy
presenta una asociacion con el sistema
de antigenos de histocompatibilidad
(HLA), lo que invita a pensar en una pro-
bable etiologia autoinmunitaria®®.

Recientemente, la clasificacion interna-
cional de los trastornos del suefio (Inter-
nacional Classification of Sleep Disorders,
ICSD-2), en su segunda revision, ha
incluido la determinacion de hipocretina
1 (Hert-1) en el liquido cefalorraquideo
(LCR) como una prueba adicional para el
diagnostico de narcolepsia, dada su alta
sensibilidad y especificidad para esta en-
tidad®®. Diversos estudios previos han
analizado los valores de Hcrt-1 en el LCR
de pacientes con hipersomnia cen-
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tral®1%11 " Sin embargo, hay pocos estu-
dios que evallen de forma conjunta y de-
tallada aspectos clinicos, electrofisiolégi-
cos y biolégicos de las 3 entidades
principales!®!3. El objetivo del presente
estudio ha sido analizar, en una serie de
pacientes de la poblacién espafiola diag-
nosticados de hipersomnia central de
acuerdo con la ICSD-2, sus caracteristi-
cas clinicas, electrofisiolégicas y biologi-
cas, asi como la posible relacion de estas
variables con los valores de Hcrt-1 en
LCR.

Pacientes y método

Durante el periodo comprendido entre enero de 2001
y abril de 2004, se evalu6é consecutivamente a pa-
cientes con hipersomnia central en la unidad multi-
disciplinaria de suefio del Hospital Clinic de Barcelo-
na. A todos ellos se les realizaron una entrevista
clinica detallada, escala de somnolencia de Epworth,
medicion del indice de masa corporal (IMC), estudio
electrofisiolégico completo, tipificaciéon del HLA
DQB1*0602 y determinacion de los valores de Hert-1
en LCR.

Los pacientes se clasificaron como narcolepsia-cata-
plejla (NC) cuando presentaban cataplejia, definida
como pérdida del tono muscular, de aparicién subita
y transitoria, relacionada con emociones y sin pérdi-
da del conocimiento. A los pacientes sin cataplejia
clara y cuya excesiva somnolencia diurna no estaba
justificada por otras causas se les clasificé como nar-
colepsia sin cataplejia (NnC) o hipersomnia idiopéatica
(HI) segun presentaran en el MSLT 2 o més SOREM
0 menos de 2 SOREM, respectivamente?®. Para su in-
clusién en el estudio, todos los pacientes tenian que
presentar una somnolencia diurna excesiva de mas
de un afio de duracién y que no estuviera justificada
por otras causas?, asi como una latencia media de
suefo en el MSLT menor de 8 min.

Aparte de la cataplejia, para el anélisis estadistico se
dicotimizé la presencia o ausencia de las siguientes
variables clinicas de acuerdo con la entrevista clinica
y la ICSD-2: a) paralisis de suefio; b) alucinaciones
hipnagdgicas o hipnopémpicas; ¢) suefio nocturno
fragmentado; d) ataques subitos e incoercibles de
suefio a cualquier hora del dia; e) episodios cortos de
suefo reparador; f) conductas autométicas en rela-
cién con la excesiva somnolencia diurna; g) dificulta-
des prolongadas en el despertar por la mafana (sle-
ep drunkenness), y h) suefio nocturno prolongado (>
10 h). Las 2 ultimas variables se destacan especial-
mente en la ICSD-2 para el diagnostico de la HI. Se
evalu6 exhaustivamente la presencia de tratamientos
concomitantes con efecto sobre el sistema nervioso
central que pudieran tener efectos modificadores so-
bre la clinica y las pruebas electrofisiolégicas, princi-
palmente estimulantes del sistema nervioso central y
farmacos antidepresivos.

El estudio electrofisiolégico consistié en un polisom-
nograma nocturno (realizado entre las 23.00 y las
7.30 h), seguido de un MSLT al dia siguiente, reali-
zéndose b siestas de 20 min de duracion a intervalos
de 2 h. Las variables electrofisiolégicas evaluadas
fueron: a) eficacia de suefio (cociente entre el tiempo
de suefio total y el tiempo total del registro, multipli-
cado por 100); b) indice de despertares (nimero de
despertares por hora)'®; ¢) indice de movimientos pe-
riédicos durante el suefio (nimero de PLM —periodic
leg movements— por hora en el registro electromio-
gréfico en los musculos tibiales anteriores)!®; d) la-
tencia media de inicio de suefio en el MSLT; e) nu-
mero de episodios de SOREM en el MSLT, y f)
latencia media de inicio de SOREM en el MSLT.

Tras consentimiento informado por escrito, se realizd
a los pacientes una puncion lumbar entre las 9.00 y
las 11.00 h de la mafana, y se procedio a la conser-
vacion del LCR a —-80 °C hasta la determinacion de
Hcrt-1 mediante radioinmunoanélisis directo usando
controles internos de referencia segun la técnica des-
crita previamente®. El anélisis se repiti6 2 o 3 veces
en cada muestra para asegurar la fiabilidad de los re-
sultados. Por lo que se refiere a los valores de Hert-1
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en LCR, se consideraron situados por debajo del in-
tervalo de deteccion de la técnica los menores de 40
pg/ml; bajos, los menores o iguales a 110 pg/ml; in-
termedios, los valores entre 110 y 200 pg/ml, y nor-
males los mayores de 200 pg/ml®. Los valores de
Hcrt-1 se compararon con los encontrados en otros
pacientes con y sin hipersomnia utilizados como con-
troles (encefalitis paraneoplasica anti-Ma2, 4 casos;
lesiones hipotaldmicas con hipersomnia, 3 casos;
sindrome de Guillain-Barré, 3 casos; demencia con
cuerpos de Lewy, 2 casos; hidrocefalia normotensiva,
2 casos; mania, un caso; fibromialgia, un caso; hiper-
somnia subjetiva no objetivada, un caso).

Analisis estadistico

Para las variables no paramétricas se utilizaron la
prueba de la y?, el test exacto de Fischer y el test de
la U de Mann-Whitney. Para las variables paramétri-
cas se uso el test de la t de Student. Se estableci6 un
valor de p inferior a 0,05 como estadisticamente sig-
nificativo. En primer lugar, se analizé la distribucion
en los 3 grupos diagnosticos segun la ICSD-2 (NC,
NNnC, HI) de todas las variables clinicas, electrofisiol6-
gicas y biolégicas. Posteriormente, se analizaron las
mismas variables en los pacientes con valores bajos
de Hcrt-1 en LCR asumiendo una hipotética fisiopa-
tologia narcoléptica. El nimero reducido de pacien-
tes en los grupos de NnC e HI no permitié un analisis
estadistico para alguna de las variables estudiadas
(tabla 1). )

El presente estudio fue aprobado por el Comité Etico
local de nuestra institucion.

Resultados

Se evalud a un total de 51 pacientes —-35
varones y 16 mujeres—, con una edad
media (desviacion estandar) de 41,6
(16,5) afios (extremos: 15-70). En la ta-
bla 1 se muestran las caracteristicas cli-
nicas, electrofisiolégicas y biolégicas de
los pacientes clasificados segun la ICSD-
2enNC(n=32),NnC(n=11)eHl (n=
8). En la tabla 2 se presentan las mismas
variables distribuidas entre los pacientes
clasificados segun el valor de Hcrt-1 en
LCR fuera menor (n = 34) o mayor (n =
17) de 110 pg/ml. En el momento de la
evaluacion, en el grupo de NC, un pa-
ciente recibia tratamiento con farmacos
estimulantes, otros 2 con antidepresivos
y 5 con ambos; en el grupo de NnC, uno
recibia tratamiento estimulante, otros con
antidepresivos y un tercero con ambos, y
en el grupo de HI, 2 recibian antidepresi-
VOS Yy uno estimulantes y antidepresivos.
La presencia o ausencia de estos trata-
mientos no modificé los resultados del
andlisis estadistico de las variables eva-
luadas.

Variables clinicas

Los pacientes clasificados como NC refi-
rieron significativamente mas suefio noc-
turno fragmentado y episodios cortos de
suefo reparador que los pacientes con
NnC, asf como mas alucinaciones, suefio
nocturno fragmentado y conductas auto-
maticas que los pacientes con HI (tabla
1). Asimismo, la presencia de alucinacio-
nes, suefio nocturno fragmentado, ata-
ques de suefio y conductas automaticas
mostré un gradiente de mayor a menor
entre NC, NnC e HI. Los pacientes con
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valores bajos de Hcrt-1 tenfan con mas
frecuencia cataplejia, suefio nocturno
fragmentado, siestas cortas reparadoras y
conductas automaticas que aquéllos con
valores mayores de 110 pg/ml. No se en-
contraron diferencias significativas para
otras variables clinicas, incluidos el tiem-
po de suefio nocturno prolongado (pre-
sente en 5 pacientes con HI) y dificulta-
des en el despertar (tabla 2).

Variables electrofisioldgicas

La eficacia de suefio y el indice de des-
pertares mostraron un gradiente entre
NC, NnC e HI. El indice de PLM mostro
una tendencia a ser mayor en la NC que
en la NnC e HI. En el MSLT, la latencia
media de suefio fue diferente entre NC e
HI —media de 2,05 (1,95) frente a 3,7
(1,65) min; p = 0,006—, con un gradiente
de menor a mayor entre NC, NnC e HI. El
numero de SOREM fue similar en NC y
NNnC, pero su latencia media fue mas
corta en NC que en NnC —media de 3,14
(2) frente a 7 (3,1) min; p = 0,001-. Los
pacientes con valores bajos de Hcrt-1 en
LCR presentaron un mayor indice de
PLM, una menor latencia media de sue-
flo y de SOREM, asi como un numero
mayor de SOREM en el MSLT. La eficien-
cia de suefio fue baja y el indice de des-
pertares fue mayor en el grupo con valo-
res bajos de Hcrt-1, pero sin alcanzar la
significacion estadistica.

Variables bioldgicas

Los valores de Hcrt-1 en LCR fueron sig-
nificativamente diferentes entre los pa-
cientes con NC (bajos en un 94%), NnC
(bajos en un 27,7%) e HI (bajos en un
12%). Todos los pacientes con valores
bajos de Hcrt-1 presentaron unos valores
indetectables, excepto un paciente con
NC y otro con HI. Los valores de Hcrt-1
en LCR en los pacientes con lesiones hi-
potaldamicas e hipersomnia fueron de
129, 148 y 125 pg/ml. En los pacientes
con encefalitis paraneoplasica anti-Ma2,
los valores fueron de 51, b5, 103 y 188
pg/ml. El resto de pacientes analizados
mostraron valores dentro del intervalo de
normalidad: media de 288 (39) pg/ml. El
IMC vy la frecuencia del HLA DQB1*0602
mostraron un gradiente descendente en-
tre NC, NnC e HI, asi como entre los pa-
cientes clasificados como deficientes y
no deficientes de Hcrt-1.

Discusion

Mientras que la NC es un sindrome bien
definido, la HI, un sindrome menos pre-
valente, se diagnostica tras la exclusion
exhaustiva de otras causas de somnolen-
cia diurna excesiva®. La NnC se encuen-
tra a caballo entre la NC y la HI, lo que
en muchas ocasiones dificulta su diag-

nostico diferencial>'27-2°. Aunque el
MSLT es una de las herramientas mas
Utiles en el proceso diagndéstico, su sensi-
bilidad y especificidad limitan a menudo
su valor, ya que los SOREM pueden apa-
recer en otros trastornos del suefio distin-
tos de la narcolepsia o incluso en la po-
blacion sana de forma inespecifica®?3, El
presente estudio es el primero realizado
tras la segunda revision de la ICSD, lo
que permite realizar ciertos comentarios
acerca de ésta, sobre la base de un estu-
dio completo de pacientes con hipersom-
nia central, y de las variables empleadas
en dicha clasificaciéon. No obstante, es
importante resaltar que el nimero de pa-
cientes incluidos en nuestro estudio no
permiti6 efectuar un andlisis estadistico
multivariado, limitacion que presenta la
mayoria de estudios sobre el tema publi-
cados hasta la fecha'®-13,

Las diferencias clinicas mas significativas
entre la NC, NnC e HI fueron el suefio
nocturno prolongado, los episodios cortos
de suefio reparador y las conductas auto-
maticas, hallazgo corroborado al reclasifi-
car a los pacientes de acuerdo con el va-
lor de Hcrt-1 en LCR, lo que apoyaria
que estos sintomas, junto a la cataplejia,
se asocian a una fisiopatologia narcolépti-
ca. Las alucinaciones y los ataques de
suefio presentaron un gradiente entre las
3 entidades. Por el contrario, el suefio
nocturno prolongado y la dificultad en el
despertar, 2 variables clinicas reciente-
mente incluidas en la ICSD-2 como ca-
racteristicas de la HI, no mostraron dife-
rencias significativas. Estudios previos
han descrito un IMC elevado en las per-
sonas narcolépticas®. En nuestro estu-
dio, encontramos una tendencia a un
IMC mayor en la NC que en la HI, y en
pacientes con valores bajos de Hcrt-1 en
comparacion con aquéllos con valores al-
tos. No obstante, hay que remarcar que
el nimero reducido de pacientes no per-
miti6 efectuar un andlisis estadistico es-
tratificado por edad y sexo, 2 variables
que pueden influir en el valor del IMC.

El polisomnograma nocturno no fue util
en el diagnéstico diferencial de estas 3
entidades. Dicha prueba tiene su mayor
utilidad para descartar causas secunda-
rias de somnolencia diurna excesiva,
siendo la principal el sindrome de apneas
durante el suefio. Algunos hallazgos que
merecen menciéon fueron el hecho de
que la eficacia del suefio y el indice de
despertares mostraron un gradiente entre
NC e HI, probablemente relacionado con
la menor capacidad de los pacientes con
narcolepsia de mantener un suefio noc-
turno ininterrumpido. En cuanto al indice
de PLM, presentaba una tendencia a ser
mayor en la NC que en la NnC e HI, asf
como una diferencia estadisticamente
significativa entre los pacientes con valo-
res de Hcrt-1 bajos y aquéllos con valo-
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res normales. Este hecho confirmaria la
relacion de la presentacion de PLM con
la fisiopatologia de la narcolepsia. Sin
embargo, la presencia de sintomas indi-
cativos del sindrome de piernas inquie-
tas, frecuentemente asociado a PLM, no
se evalud exhaustivamente en nuestros
pacientes, aunque ninguno refirié de ma-
nera espontanea presentar manifestacio-
nes clinicas indicativas de este sindrome.
En cuanto al MSLT, la latencia media de
los SOREM fue significativamente menor
en la NC que en la NnC, lo que podria in-
dicar que la presion diurna del suefio
REM es mas alta en la primera. Este ha-
llazgo, que no se ha descrito en estudios
previos, podria ser de utilidad para la di-
ferenciacion electrofisiolégica de la NC y
NnC. La latencia media de suefio, el nu-
mero de SOREM vy la latencia media de
SOREM en el MSLT también fueron signi-
ficativamente diferentes entre los pacien-
tes con valores bajos y altos de Hert-1 en
LCR.

El presente estudio es el primero que
evalla en la poblacién espafiola los valo-
res de Hcrt-1 en un grupo de pacientes
con hipersomnia central. Mas del 90%
del grupo de NC presentd un valor bajo
de Hcrt-1 en LCR, hallazgo similar al co-
municado en estudios previos en otras
poblaciones®!®13, Entre los pacientes con
NnC, 3 tuvieron valores bajos de Hcrt-1
(27%); 2 de ellos no presentaban cata-
plejia y el tercero era un caso con dudosa
cataplejia. Todos los pacientes con HI
presentaron valores de Hcrt-1 detecta-
bles, independientemente de la presen-
cia de tiempo de suefio prolongado y difi-
cultades en el despertar. Uno paciente
con HLA positivo diagnosticado de HI
con suefio nocturno prolongado (> 10 h)
y sin SOREM en el MSLT presenté valo-
res de Hcrt-1 de 45 pg/ml, lo que lo sitta
en el intervalo narcoléptico. Esta paciente
recibia tratamiento con antidepresivos en
el momento de realizar el MSLT, por lo
que, aunque resulta poco probable, no
es posible descartar una inhibicion del
REM en el estudio electrofisiolégico?®, ha-
biéndose clasificado como NnC en el
caso de haber presentado SOREM en el
MSLT. Otro paciente con HI y valores
normales de Hcrt-1 era familiar de se-
gundo grado de 2 hermanos narcolépti-
cos, uno de ellos incluido en nuestro es-
tudio y con un valor de Hert-1 en LCR
indetectable, lo que apoyaria el hecho de
que factores genéticos comunes contri-
buirfan a una expresion fenotipica distin-
ta en forma de NC e HI'7:25,

La narcolepsia es una enfermedad que
presenta una alta asociacion al sistema
HLA tipo I, un sistema complejo de mo-
léculas implicadas en la presentacion an-
tigénica del sistema inmunitario®®. En
nuestro estudio, todos los pacientes con
valores bajos de Hcrt-1 en LCR fueron

4 Med Clin (Barc). 2006;00(0):0-0

positivos para el HLA DQB1*0602. Asi-
mismo, se observd un gradiente de posi-
tividad de mayor a menor para el HLA,
tanto entre NC, NnC e HI como entre los
pacientes con valores de Hcrt-1 inferiores
o superiores a 110 pg/ml.

En resumen, nuestro estudio muestra al-
gunas caracteristicas clinicas (suefio
nocturno fragmentado, siestas cortas re-
paradoras y conductas automaticas),
electrofisiolégicas (latencia media de sue-
flo, nimero de episodios de SOREM vy su
latencia en el MSLT) y biolégicas (HLA
DQB1*0602 y valores de Hcrt-1 en LCR)
de la NC que, aparte de la cataplejia,
pueden ayudar en el proceso diagnosti-
co. Sin embargo, cuando se aplican los
criterios convencionales, la distribucion
de gran parte de las variables clinicas,
biolégicas y electrofisiolégicas se solapan
entre si formando un espectro continuo
entre los 3 tipos de hipersomnias centra-
les. La entidad NC estaria situada en un
polo del espectro como la mejor definida
de todas, tanto clinica como biolégica-
mente, y, por tanto, seria la mas delimita-
da por los criterios diagnoésticos. En el
otro extremo se hallaria el sindrome de
HI, formado por el conjunto de entidades
que persisten después de la exclusion de
causas conocidas y, por tanto, considero
como un cajén de sastre. Entre estas 2
entidades se situaria la NnC, formada
tanto por la suma de pacientes con una
forma incompleta o poco expresiva de
NC como por pacientes que presentan
una fisiopatologia de alteracién de la re-
gulacién REM distinta de la ocurrida en
la NC?3. Seré necesaria la realizacion de
nuevos estudios clinicos y basicos en pa-
cientes con hipersomnias centrales para
reducir las diferencias y limites, hoy dia
poco definidos, de estas entidades.
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TABLA 1

Caracteristicas clinicas, electrofisiolégicas y biolégicas de pacientes con narcolepsia-cataplejia (NC), narcolepsia sin
cataplejia (NnC) e hipersomnia idiopatica (HI), clasificados de acuerdo con la segunda revisién de la International
Classification of Sleep Disorders

NC (n = 32) NnC (n = 11) HI (n = 8) P

NC-NnC NC-IH NnC-IH
Edad (afios) 41,69 (16,94) 35 (14,28) 50,4 (15,2) 0,25 0,1 0,037
Sexo (varén/mujer) 26/6 6/5 3/5
Cataplejia 32 (100%) 0 0
Paralisis de suefo 19 (59%) 2 (18%) 2 (25%) 0,067 0,12
Alucinaciones 16 (50%) 3(25%) 0 0,3 0,013*
Suefo nocturno fragmentado 27 (84%) 5(41%) 3(37%) 0,018* 0,015*
Ataques de suefo 24 (75%) 8 (73%) 4 (50%) 1 0,17
Siestas cortas reparadoras 27 (84%) 5(41%) 5(62,5%) 0,018* 0,32
Conductas automaticas 21 (66%) 3(27%) 2 (25%) 0,07 0,05*
Tiempo de suefio prolongado (h) 10 (6,31) 12,36 (6,34) 10 (6,3) 0,26 0,65 0,39
Dificultades en el despertar 7 (22%) 4 (36%) 1(12,5%) 0,43 1
Escala de Epworth 18,34 (3,4) 16,8 (4,34) 19 (1,3) 0,36 0,82 0,34
Eficiencia de suefio (%) 83,53 (8,93) 83,64 (16,67) 85,75(7,2) 0,98 0,68 0,65
Indice de despertares 24,44 (17,56) 19,46 (8,69) 18 (6,4) 0,62 0,59 0,62
[ndice de PLM 15,63 (21,56) 4,74 (11,83) 5,6 (9,75) 0,13 0,178 0,93
Latencia media de suefio (MSLT) (min) 2,05 (1,95) 2,38 (2,38) 3,7 (1,65) 0,97 0,006* 0,126
SOREM 3,32(1,5) 3,27 (1,1) 0 0,96 <0,001*
Latencia media de SOREM (MSLT) (min) 3,14 (2,09) 7,01 (3,1) - 0,001*
Indice de masa corporal (kg/m?) 29,4 (5,11) 27,96 (7,44) 25,6 (5,23) 0,48 0,07 0,45
HLA DQB1*0602 31 (96,9%) 6 (67%) 4 (50%) 0,011* 0,003* 0,66
Valor de Hcrt-1 en liquido cefalorraquideo
Indetectable 29 (91%) 3(27%) 0 <0,001* <0,001*
Bajo (< 110 pg/ml) 30 (94%) 3(27%) 1(12,5%) <0,001* <0,001*

Valores expresados media (desviacién estdndar) o nimero de pacientes (porcentaje). Hert-1: hipocretina 1; HLA: antigenos de histocompatibilidad; MSLT: test de latencias multipes de suefio;
PLM: movimientos periddicos durante el suefio; SOREM: inicio de suefio en REM. *Valores estadisticamente significativos

TABLA 2

Caracteristicas clinicas, electrofisiolégicas y biolégicas entre pacientes
con hipersomnias centrales, clasificados de acuerdo con los valores de hipocretina
1 (Hcrt-1) en el liquido cefalorraquideo

Hert-1 < 110 pg/ml Hert-1 > 110 pg/ml
(n=34) (n=17) P

Edad (afios) 40,79 (17,11) 43,24 (15,6) 0,62
Sexo (varon/mujer) 24/10 11/6
Cataplejia 30 (88%) 2(11,76%) <0,001"
Paralisis de suefo 17 (50%) 6 (35,3%) 0,37
Alucinaciones 15 (44%) 4 (23,53%) 0,22
Suefio nocturno fragmentado 29 (85%) 6 (35,3%) 0,001
Ataques de suefio 26 (76%) 10 (58,82%) 0,33
Siestas cortas reparadoras 28 (82%) 9 (562,94%) 0,045"
Conductas automaticas 22 (65%) 4 (23,53%) 0,007
Tiempo de suefio prolongado (h) 9,41 (5,72) 12,76 (5,6) 0,065
Dificultades en el despertar 6 (18%) 6 (35,29%) 0,29
Escala de Epworth 18,42 (3,34) 17,59 (3,5) 0,38
Eficiencia de suefio (%) 82,03 (10,85) 87,65 (9,4) 0,057
Indice de despertares 24,49 (17,23) 18,1 (6,7) 0,31
Indice de PLM 14,86 (21,22) 5,35 (10,85) 0,041"
Latencia media de suefio (MSLT) (min) 1,87 (1,84) 3,41 (2,13) 0,01"
SOREM 3,3(1,43) 1,76 (1,9) 0,007
Latencia media de SOREM (MSLT) (min) 3,56 (2,54) 6,38 (3,29) 0,014
indice de masa corporal (kg/m?) 29,52 (5,2) 26,44 (6,38) 0,07
HLA DQB1*0602 34 (100%) 8 (47%) <0,001*

Valores expresados media (desviacion estandar) o nimero de pacientes (porcentaje). HLA: antigenos de histocompatibilidad;
MSLT: test de latencias multipes de suefio; PLM: movimientos periodicos durante el suefio; SOREM: inicio de suefio en REM.
*Valores estadisticamente significativos.
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IV.2.-TRABAJO 2:

Martinez-Rodriguez JE, Sabater L, Graus F, Iranzo A, Santamaria J.
Evaluation of hypothalamic-specific autoimmunity in narcolepsy. Sleep

2006 (in press).

Se evaluaron el suero y LCR de un total de 26 pacientes con narcolepsia-cataplejia (25
HLA positivos, 24 deficientes en hipocretina, con un tiempo medio de evolucion de la
enfermedad de 22,35 afios, DE 14,45) y 5 pacientes con narcolepsia sin cataplejia (2
HLA positivos; un paciente deficiente en hipocretina, tiempo medio de evolucion 11,8
afos, DE 5,32). No se encontr6 ninguna reactividad en el suero o LCR de pacientes con
narcolepsia por técnicas de inmunohistoquimica (Figura 4). Este resultado contrasté con
el obtenido en la evaluacion de las muestras de 4 pacientes con encefalitis anti-Ma2 (4
sueros y 1 LCR; 2 pacientes con niveles bajos de Hert-1, uno intermedio y otro normal),
las cuales presentaron una reactividad débil y difusa contra el nucleo de neuronas
hipotaldmicas (Figura 5).

El screening de la libreria hipotalamica identifico 4 clones reactivos que
codificaron para 3 proteinas: la isoforma B de la enzima 3-quinasa inositol 1,4,5-
trifosfato, copine I y prosaposina (2 clones). Sin embargo, no se encontré ninguna

reactividad comun de los 5 sueros evaluados contra estas proteinas.
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Evaluation of Hypothalamic-Specific Autoimmunity in Patients With Narcolepsy
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Abstract: An autoimmune-mediated mechanism is considered the most
probable etiology for narcolepsy. However, this hypothesis remains un-
proven. Since narcolepsy is characterized by dysfunction of the hypotha-
lamic hypocretinergic (orexinergic) system, we evaluated the presence of
hypothalamic-specific antibodies in sera and CSF of 25 hypocretin-defi-
cient and 6 non-deficient narcoleptic patients by immunohistochemistry
and analyzing a screening of a rat cDNA expression hypothalamic library.
There was no hypothalamic-specific reactivity in serum or CSF by inmmu-

nohistochemistry. The screening of the hypothalmic library detected some
reactive clones but not a common reactivity. Our study did not find any
evidence of hypothalamic-specific autoimmunity in narcolepsy.
Keywords: Narcolepsy, autoimmunity, hypothalamus, hypocretin, orex-
in.

Citation: Martinez-Rodriguez JE; Sabater L; Graus F et al. Evaluation of
hypothalamic-specific autoimmunity in patients with narcolepsy. SLEEP
2007;30(1):XXX-XXX

INTRODUCTION

AN AUTOIMMUNE ETIOLOGY IS HYPOTHETICALLY IN-
VOLVED IN THE PHYSIOPATHOLOGY OF NARCOLEPSY,
ALTHOUGH THERE IS CONFLICTING EVIDENCE."* This
disorder is related to abnormalities in the hypothalamic hypocre-
tin (orexin) system with a characteristic deficiency in CSF Hypo-
cretin-1 (Hert-1) levels in narcoleptic patients.” The aim of our
study was to investigate the presence of hypothalamic-specific
antibodies in the serum and CSF of narcoleptic patients, previ-
ously tested for CSF Hert-1 status, by using immunohistochemis-
try and the screening of a hypothalamic cDNA expression library.
The latter is a systematic and unbiased approach method widely
used for the detection of onconeural antigens eliciting specific im-
mune responses.

METHODS

Patients were evaluated with a complete clinical assesstment, a
standard nocturnal polysomnographic study followed by a Mean
Sleep Latency Test (MSLT), and HLA typing for the presence of
DQBI1*0602. After written informed consent, a lumbar puncture
was performed to determinate CSF Hcrt-1 levels using a direct
RIA with internal controls for validation of the results as previ-
ously reported.> CSF Hert-1 levels lower than 110 pg/mL were
considered low.’ The study was approved by the ethics committee
of our hospital.

Immunohistochemistry

Serum and CSF immunoreactivity from 26 narcolepsy-cata-
plexy and 5 narcolepsy without cataplexy patients were analyzed
by immunohistochemistry using an avidin-biotin technique as
previously described.® Serial hypothalamic sections of 5 pm ob-
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tained from paraformaldehyde-fixed frozen of Wistar rats brain
were incubated with serum or CSF for 3 hours at 37°C at differ-
ent dilutions (1:100, 1:200, and 1:500 for serum, 1:1 for CSF).
Sections were then incubated with biotinylated goat anti-human
antibody and developed with the avidin-biotin immunoperoxi-
dase technique. Adjacent hypothalamic sections were incubated
with rabbit hypocretin-2 polyclonal antibody (Chemicon Inter-
national) to confirm that the area studied was representative for
the hypocretinergic neuron cumulus. Sera from 4 patients with
anti-Ma2 antibody related paraneoplastic syndrome (2 with low
CSF-Hecrt-1 levels, 1 with intermediate levels, and 1 with normal
levels, none with cataplexy) were analyzed in the immunohisto-
chemistry process as positive controls due to the known hypo-
thalamic involvement of this syndrome.” CSF from one anti-Ma2
patient with hypersomnia and low CSF Hecrt-1 levels was also
analyzed by immunohistochemistry.

Screening of a Hypothalamic cDNA Expression Library

A lambda ZAP-II Library (Stratagene, La Jolla, CA) from rat
hypothalamus was immunoscreened at optimal density with a
pool of sera from 5 representative hypocretin-deficient narcolep-
tic patients with cataplexy (each diluted 1/1000) as previously
reported.® Several rounds of antibody screening were performed
to reach a yield of 100% positive plaques. Phage clones were sub-
cloned in pBluescript plasmid using the in vivo phage rescue pro-
tocol (Stratagene). Plasmid DNA was purified with the QIAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA) and sequenced
with the ABI3100 DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster
City, CA) using the ABI PRISM dRhodamine Terminator cycle
sequencing kit. The BLAST program (National Center for Bio-
technology Information; National Institutes of Health Bethesda,
MD) was used to search for sequence homologies.

RESULTS
Reactivity of Narcoleptic Sera and CSF in Rat Hypothalamic Tissue

Narcolepsy-cataplexy patients (n = 26; 25 HLA positive, 24
low CSF Hert-1 levels) had a mean disease duration of 22.35 +
15.45 years (range 2-50 years). Narcolepsy without cataplexy pa-
tients (n=35; 2 HLA positive, 1 low CSF Hcrt-1 levels) had a mean
disease duration time of 11.8 + 5.32 years (range 4-18 years). No
reactivity was found in any sera or CSF from narcoleptic patients

Hypothalamic Autoimmunity in Narcolepsy—Martinez-Rodriguez et al



in contrast with the finding of mild diffuse hypothalamic reactiv-
ity in the nuclei of neurones of the anti-Ma2 samples (3 sera and
1 CSF).

Antigen Analysis

The screening of the hypothalamic library produced 4 reactive
clones coding for 3 proteins: Inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase
B isoform, copine I and prosaposin (2 clones). However, a com-
mon reactivity against these proteins from the 5 sera of the pool
could not be found.

DISCUSSION

The association of narcolepsy with the HLA type II, the disease
onset in young adulthood, and the anecdotal description of clini-
cal improvement with immunotherapy at early stages suggest an
autoimmune etiology. The hypocretinergic neurons are selective-
ly reduced in the posterior hypothalamus of narcoleptic patients,
so the hypocretin system might be a possible target of an auto-
immune attack. It is a common finding in autoimmune diseases
that the autoimmune attack is not primarily directed against the
specific deficient protein of the disorder. Instead, the main target
might be other non-identified proteins of the primary organs. Sup-
porting this finding in narcolepsy, previous studies have showed
no antibodies for preprohypocretin and its derivatives.?

We evaluated the presence of antibodies against the posterior
hypothalamus in the serum and CSF from narcoleptic patients.
However, we could not find any reactivity against the hypothala-
mus by immunohistochemistry nor could common target antigens
be identified using a hypothalamic expression library. This result
contrasts with a recent report of CSF IgG binding to rat hypotha-
lamic tissue homogenate evaluated by enzyme linked immuno-
sorbent assay.* Our negative result does not completely exclude
the presence of autoantibodies since a limitation of the serologi-
cal screening of cDNA expression libraries is the recognition of
proteins that undergo posttranslational modifications, conforma-
tional epitopes, and multimeric proteins.® The long time delay
after clinical onset makes possible that an antibody level in the
sera and CSF could have decreased to a range undetectable by
conventional immunohistochemistry, as occurs in other autoim-
mune diseases.* However, although low antibody levels may also
limit their detection by the screening of cDNA expression library,
this method has a higher sensitivity for detecting specific antibod-
ies against lineal epitopes than immunohistochemistry or ELISA.#
Although the proteins identified in the screening have important
functions in synaptic plasticity and in the lipid storage process
that is probably altered in Niemann-Pick type C disease ’? (a dis-
order that shares with narcolepsy the presence of cataplexy), the
unsuccessful attempt to define these antigens as targets in the final
process of the screening does not allow us to relate them with the
physiopathology of narcolepsy.

An alternative hypothesis to explain this negative result is an
heterogeneous autoimmune response that limited the detection
of a common reactivity, as occurs in other autoimmune disorders
such as opsoclonus-myoclonus,® although this physiopathology
would be less plausible in narcolepsy due to the common clini-
cal phenotype and biological characteristics (HLA and hypocretin
deficiency). The lack of positive results in the search for specific
autoantibodies is also observed in some paraneoplastic disorders
in which more sophisticated techniques might allow the detection

SLEEP, Vol. 30, No. 1, 2007

of antibody titles.®!?

In summary, an hypothalamic-specific autoimmune hypoth-
esis in narcolepsy, although not excluded, is not supported by our
study.
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Figura 4. Inmunohistoquimica de hipotalamo de rata con anti-hipocretina-2 donde se
observa un cumulo de neuronas hipocretinérgicas (A). Secciones contiguas a (A)
procesadas con suero (B) y LCR (C) de un paciente con narcolepsia-cataplejia con
ausencia de marcaje neuronal.
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Figura 5. A) Inmunohistoquimica de cerebro de rata mostrando el patron caracteristico de
marcaje nuclear de los anticuerpos anti-Ma2. B) Inmunohistoquimica con anti-Ma2 en
hipotadlamo de rata. Se observa un marcaje débil y difuso de nucleos neuronales (flechas).
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IV.3.- TRABAJO 3:

Martinez-Rodriguez JE, Lin L, Iranzo A, Genis D, Marti MJ,
Santamaria J, Mignot E. Decreased hypocretin-1 (orexin-A) levels in
the cerebrospinal fluid of patients with myotonic dystrophy and

excessive daytime sleepiness. Sleep 2003; 26: 287-290.

Se estudiaron un total de 6 pacientes, 5 hombres y una mujer, con una edad media de
42,5 afios (DE 7,3) y un tiempo de evolucién de 17,3 afios (DE 2,8). Dos pacientes
desarrollaron ESD varios afios antes del inicio de la clinica motora. Tres pacientes
recibian tratamiento con BiPAP para la correccion de las alteraciones respiratorias, dos
de ellos precisando tratamiento con oxigenoterapia de forma adicional, sin que ninguna
de estas medidas mejorara la ESD.

Todos los pacientes fueron negativos para el HLA DQB1*0602. La latencia
media de suefio en el MSLT fue anormal en todos los casos (<5 minutos en 2, <8 en 4)
confirmando la presencia clinica de ESD. Dos pacientes presentaron 2 SOREMs en el
MSLT. Los niveles de Hert-1 en LCR se hallaron significativamente reducidos en
pacientes en comparacion con los obtenidos en 13 controles (181 pg/mL, DE: 49 vs.
340 pg/ml DE: 15, p<0,001), siendo clasificados como bajos (<110 pg/mL) en un
paciente, intermedios (110-200 pg/mL) en 3 pacientes, y normales (>200 pg/mL) en 2
pacientes. Ningun paciente presentd niveles indetectables de Hert-1. No se observo
ninguna correlacion con la presentacion clinica, el estudio electrofisiologico o el tamano

de la repeticion CTG.
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Decreased Hypocretin-1 (Orexin-A) Levels in the Cerebrospinal Fluid of Patients
with Myotonic Dystrophy and Excessive Daytime Sleepiness

Jose E. Martinez-Rodriguez, MD*; Ling Lin, MD2; Alex Iranzo, MD'; David Genis, MD3; Maria J.Marti, MD'; Joan Santamaria, MD'; Emmanuel Mignot, MD2
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2Zanford Center for Narcolepsy, Sanford University Medical Center, Department of Psychiatry & Behavioral Sciences, Palo Alto, CA, USA; 3Neu-

rology Section, Hospital Universitari Doctor Josep Trueta, Girona, Spain

Study Objectives: Myotonic dystrophy type 1 is a multisystem disorder
with myotonia, muscle weakness, cataracts, endocrine dysfunction, and
intellectual impairment. This disorder is caused by a CTG triplet expansion
in the 3" untranslated region of the DMPK gene on 19q13. Myotonic dys-
trophy type 1 is frequently associated with excessive daytime sleepiness,
sharing with narcolepsy a short sleep latency and the presence of sleep-
onset rapid eye movement periods during the Multiple Sleep Latency Test.
Since narcolepsy is characterized by a dysfunction of the hypothalamic
hypocretin system, we investigated whether patients with myotonic dys-
trophy type 1 with excessive daytime sleepiness have abnormalities in the
hypocretin system.

Design/Participants: Six patients with myotonic dystrophy type 1 com-
plaining of excessive daytime sleepiness and 13 healthy controls without
a sleep disorder were included. The patients with myotonic dystrophy type
1 were evaluated using clinical interviews, nocturnal polysomnograms,
and Multiple Sleep Latency Tests. All patients had a confirmed genetic
diagnosis for DM1 and were HLA typed. Cerebrospinal fluid hypocretin-1
levels were measured using a direct radioimmunoassay in patients and
controls.

Setting: University hospital sleep laboratory.

Interventions: N/A.

Measurement and Results: The mean sleep latency on Multiple Sleep
Latency Tests was abnormal in all patients (<5 minutes in 2, ¢8 in 4) and
2 sleep-onset rapid eye movement periods were observed in 2 subjects.
All patients were HLA-DQB1*0602 negative. Hypocretin-1 levels were sig-
nificantly lower in patients versus controls (p<0.001); 1 case with 2 sleep-
onset rapid eye movement periods had hypocretin-1 levels in the range
generally observed in narcolepsy (<110 pg/mL). Three cases had inter-
mediate levels (110-200 pg/mL). Hypocretin-1 levels did not correlate clin-
ically with disease severity or duration or with subjective or objective
sleepiness reports.

Conclusions: A dysfunction of the hypothalamic hypocretin system may
mediate sleepiness and abnormal Multiple Sleep Latency Test results in
patients with myotonic dystrophy type 1.

Key words: Myotonic dystrophy; excessive daytime sleepiness; MSLT;
SOREMP; hypocretin; orexin

Citation: Martinez-Rodriguez JE, Lin L, Iranzo A et al. Decreased
Hypocretin-1 (Orexin-A) levels in the cerebrospinal fluid of patients with
Myotonic Dystrophy and Excessive Daytime Sleepiness. SLEEP
2003;26(3):287-90.

INTRODUCTION

MYOTONIC DY STROPHY TYPE 1 (DM1, MIM160900), AN AUTO-
SOMAL DOMINANT DISORDER, is a progressive multisystem dis-
ease caused by the abnormal expansion of a CTG repeat (typicaly more
than 50 repeats) in the 3' untrandated region of the DMPK gene on
19g13.1 DM1 is one of the most common inherited neuromuscular dis-
eases. Clinical characteristics include myotonia, muscle weakness,
cataracts, frontal baldness, intellectual impairment, cardiac abnormali-
ties, and endocrine disturbances such as testicular atrophy and insulin
resistance. The constellation of variable symptomsis believed to be due
to long-range molecular effects of the expansion on DMPK gene or a
number of neighboring genes, such as the homeobox SIX5, and proba-
bly other mechanisms as well.2 The size of the CTG repesat increases
generation after generation and is correlated with severity and age of
onset, providing abasis for genetic anticipation. The brain is affected, as
documented by imaging and neuropathologic studies that have shown
neuronal loss and neurofibrillary degeneration.®® The disease is also
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commonly associated with variable hypothalamic-pituitary abnormali-
ties, 10-12

Excessive daytime somnolence (EDS) is a common complaint in
DM1.1318 |n some patients, daytime sleepiness has been associated with
sleep fragmentation secondary to sleep apnea or chronic aveolar
hypoventilation.19-21 However, adequate treatment of sleep-disordered
breathing does not always eliminate the EDS.2223 Some authors have
hypothesized that a central dysfunction is aso probably involved.1418.24
Furthermore, DM 1 shares some features with narcolepsy, such as severe
EDS and the presence of sleep-onset rapid eye movement (REM) peri-
ods (SOREMP) in the multiple sleep latency test (MSLT),1825 and
amphetamine-like stimulants and modafinil can be used successfully to
treat this symptom.22.26

Narcolepsy has recently been associated with a dysfunction of the
hypothalamic hypocretin (orexin) system.2” Cerebrospina fluid (CSF)
levels of hypocretin-1 (Hcrt-1) are undetectable or low (<110 pg/mL) in
almost 90% of narcoleptic patients with cataplexy, almost all with HLA-
DQB1*0602.28-30 Neuropathologic studies in narcoleptic brains have
shown severe and selective loss of the hypocretin neurons in the poste-
rior hypothalamus.3132 |n this study, we hypothesized that the EDS in
DM1 results from hypothalamic damage to the hypocretin system. To
test this hypothesis, CSF Hcrt-1 levels were measured in DM 1 patients
complaining of EDS and compared with normal control subjects CSF
Hcert-1 levels. DM 1 subjects were also evaluated polygraphically and
using the MSLT.
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METHODS
Patients and Controls

Patients were 5 men and 1 woman (patient 4), mean age 42.5 + 7.3
years (range, 19-68 years), with a complaint of EDS and clinical symp-
toms of DM 1. All patients had a molecular diagnosis of DM11, as con-
firmed by the presence of CTG repeats longer or equal to 100 (Table 1).
Patients were referred to the sleep center for evaluation of their EDS.
Disease severity was evaluated by the Muscular Disability Rating Scale
(MDRS).33 Control samples were 8 males and 5 females without a sleep
disorder and a mean age of 39 * 4.5 years (range, 22-69 years). The
study was approved by the local Institutional Review Board.

Evaluation of Daytime Sleepiness and Sleep-Disordered Breathing

Sleepiness was evaluated subjectively using the Epworth Sleepiness
Scale (ESS)3* and objectively using the MSLT. The MSLTs were per-
formed following nocturna polysomnography (PSG), and consisted of 5
naps at 9:30, 11:30, 13:30, 15:30, and 17:30.35 In cases where significant
sleep-disordered breathing was observed (apnea-hypopneaindex greater
than 10 and oxyhemoglobin desaturations), treatment with bilevel posi-
tive airway pressure (BiPAP) and oxygen therapy (if needed) was initi-
ated. The PSG and MSLT studies were performed several months prior
to lumbar puncture. The ESS scores were gathered the day of the lumbar
puncture.

CSF Assays and DQB1*0602 Typing

The presence of HLA DQB1*0602 was also determined using previ-
ously established polymerase chain reaction assays.3° Lumbar puncture
was performed in the morning and the CSF was immediately stored at -
80° C. Patients 1, 2, and 4 were compliant with BiPAP treatment when
lumbar puncture was performed. The Hcrt-1 determination was per-
formed using a direct radioimmunoassay with Hcrt-1 1125, as previously
reported.2930 Three assays were conducted in duplicate in all controls
and patients. Results were consistent in all 3 experiments, and the mean
of all assays was reported as a single value for each subject. The CSF
Hert-1 values in patients and controls were compared using t-tests.

RESULTS
Clinical Evaluation of DM1 Patients

Clinical, PSG, MSLT, and laboratory findings are summarized in
Table 1. All patients were fully ambulatory, with amean disease duration
of 17.3 © 2.8 years. Two patients were obese (body mass index [BMI]
>30), and 1 patient was overweight (BM1=26.2). Severity, age, symp-
tomatology, and disease duration represented a wide spectrum.

Sleepiness in DM1 Patients

The mean ESSwas 13.3 © 6.6. In 4 patients, EDS started severa years
after the onset of muscle weakness and myotonia (range, 2-14 years),
while in patients 1 and 4, sleepiness started 12 years and 20

Tablel—Clinical datafrom 6 Myotonic dystrophy patients

PSG of this patient. -: negative for DQB1*0602.

MDSR: Muscular Disability Rating Scale; | = minimal signs of impairment, Il = distal weakness,

111 = moderate proximal weakness, |V = not ambulatory. HD: heart disease. C: cataract. DM: diabetes mel-
litus. CI: cognitive impairment. FB: frontal baldness. BMI: body mass index. ESS: Epworth Sleepiness
Scale. SOREMP: sleep onset REM Periods. AHI: apnea-hypopneaindex. CT 90: percentage of sleep time
with oxyhemoglobin saturation below 90 %. Hert-1: hypocretin 1. * REM sleep was not observed in the

years before, respectively. None of the patients had cataplexy,
sleep paralysis, or hypnagogic hallucinations. Four patients (1,

f\agﬁ;t; Auation ) jé j§ j’g f;g gg gg 2, 4, and 6) had significant sleep-disordered breathing. In
Ageatdia]nogs(y); 26 28 3 20 12 52 pgtients 1,2 and 4, a secon_d PSG was performed_ to titrate
Age of EDS onset (y) 14 42 5 10 14 55 BiPAP pressures and treat this symptom. These patients con-
CTG repests () 667 667 500 150 1667 100 tinued using BiPAP treatment. Patients 1 and 2 also required
Malg;ymptoms HD,CFB CI,CDMFB CI,FB HD,C  HD,FB,.CI HD,CI,CFB oxygen therapy. Patient 6 did not tolerate BiPAP and remained
MD I I I 1 1 I ‘

BMI (Kg/m2) 36.2 38.6 224 26.2 18 235 untreated for sleep-disordered breathing. After several months
ESS (n) 10 8 16 21 5 20 of ambulatory treatment, these patients reported that BiPAP
éTHgg”%y ) 9227 1203 8 12 g 1276 did not resolve their sleepiness.

PSG RE,& latency (min) 7 . 55 70 115 3 The nocturnal PSGs showed decreased REM sleep latency
Mean sleep latency (min, sec) 4'45" 70" 80" 1'50" 540" 540" in 2 patients (3 and 55 minutes). The MSLTs demonstrated
ﬁ?iEyQF;T*)oaoz 2 0 0 2 0 0 decreased sleep latency in al the patients, with a mean of 5.5
Hert-1(pg/mL) o1 200 187 206 295 167 © 3.9 minutes (range, 1 minute 50 seconds-8 minutes) and the

presence of 2 SOREMPsin 2 subjects.

CSF Hert-1 and HLA Typing

None of the subjects were HLA-DQB1* 0602 positive. The
mean CSF Hcrt-1 levels were significantly decreased when
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Figure 1—Cerebrospinal fluid hypocretin-1 levelsin patients with myotonic dystrophy type
1 and controls. Bars denote mean © SEM.
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compared to norma control values (181 © 49 pg/mL versus
340 © 15 pg/mL, mean © SEM, p<0.001) (Figure 1). The CSF
Hcrt-1 levels were in the narcolepsy range (<110 pg/mL) in 1 subject
(patient 1), in the intermediate range (110-200 pg/mL) in 3 subjects
(patient 2, 3, and 6), and in the normal range (>200 pg/mL) in 2 subjects.

Relationship Between CSF Hcrt-1 Levels and Clinical Symptomatology

Low CSF Hcrt-1 levels did not correlate clinically with disease symp-
tomatology, severity, or duration or with the number of CTG repeat
expansion. The 3 patients with the longest disease duration had low
(patient 1), intermediate (patient 2), and normal (patient 4) Hert-1 levels.
The Hert-1 levels also did not correlate clinically with disease severity,
as evaluated using the MDSR. No obvious relationship with sleepiness,
as reported subjectively using the ESS or objectively using the MSLT,
was noted. Of the 2 patients with the most abnormal MSLT resullts,
patients 1 and 4, 1 had Hcrt-1 levels in the narcolepsy range while the
other was in the normal range.
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DISCUSSION

Our results indicate that CSF Hcrt-1 levels are decreased in patients
with DM 1 who complain of EDS. Although the number of patients stud-
ied is small, this finding suggests that the pathophysiology of EDS in
some DM 1 patients might be explained by a dysfunction of the hypotha-
lamic hypocretin system. The decreased CSF Hcrt-1 levels did not cor-
relate clinically with disease severity, suggesting it is unlikely to be
related to nonspecific effects such as decreased locomotor activity, a
parameter that has recently been linked with hypocretin activity in ani-
mals.38 Importantly, however, decreased Hcrt-1 levels also did not cor-
relate well with sleepiness severity.

Sleepiness is acommon complaint in patients with DM 1, with 39% to
77% of patients reporting this symptom.1517.22 Two main causes have
been proposed to explain EDS in DM1: 1) respiratory disturbances and
2) anintrinsic dysfunction of sleep-wake mechanisms dueto central ner-
vous system impairment. Several respiratory disturbances during sleep
have been described in myotonic dystrophy. Moderate to severe obstruc-
tive sleep apnea can be found in 10% to 75 % of DM1 patients,16.18.19.22
athough its presence is not clearly associated with EDS.18.22 |n addition,
EDS is often present in patients without sleep-disordered breathing or
when this symptom is adequately controlled using noninvasive ventila-
tion and supplemental oxygen therapy, as found in the present study and
others.2223 Chronic alveolar hypoventilation related to respiratory mus-
cle weakness has also been proposed as a potential cause of EDS in
DM1.2021.37 However, the EDS is not always related to the degree of
muscular weakness,237 and EDS may precede manifest muscular dis-
ease by many years,3” as we found in 2 of our patients (patient 1 and 4).
Another cause of chronic alveolar hypoventilation may be a dysfunction
of the central respiratory control circuitry causing central apneas.”19.2224

The presence of complex sleep abnormalities in patients with DM 1
also suggests a central mediation of EDS. Patients with DM 1 have dis-
rupted sleep-wake rhythmicity, with abnormally stable non-REM/REM -
cycle duration across the night and no time-of-day effect on MSLT sleep
latencies.* A hypothalamic alteration has been hypothesized to cause
somnolence in DM 1,1824 but this hypothesis has never been demonstrat-
ed, although there are reports showing endocrinologic dysfunctions of
the hypothalamic-pituitary axisin DM 1 patients.10-12

Our observation suggests a primary dysfunction of sleep-wake regu-
lation in the central nervous system of DM1 patients independent of
sleep-disturbed breathing. The degenerative process of DM 1 isknown to
affect the centra nervous system. Neuropathologic abnormalities,
including neuronal loss, intracytoplasmic inclusion bodies, and neu-
rofibrillary degeneration, have been reported in several brain areas such
as the thalamus, cortex, and medullary autonomic respiratory center.34.6-
9 However, except for a single case report of neurofibrillary changesin
the hypothalamus of a DM 1 patient,® there are no detailed neuropatho-
logic studies of this brain areain DM 1.

In both DM1 and narcolepsy, sleepiness is associated with the pres-
ence of SOREMPs in the MSLT.1825 Two or more SOREMPs may be
present inthe MSLT in up to 4.7 % of patients with sleep apnea, and this
finding correlates with oxyhemoglobin desaturations.3 Since patients 1
and 4 had sleep-disordered breathing with oxyhemoglobin desaturations,
we can not exclude this as the cause of the observed SOREMPs in at
least these 2 cases. Other studies in DM 1, however, have also shown
SOREM Ps without sleep-disordered breathing.1825

In narcolepsy, a dysfunction of the hypocretin system probably under-
lies EDS and the REM sleep abnormalities such as cataplexy (27-30.39),
Hypocretin-1 levels in CSF are undetectable in more than 90% of HLA-
DQB1*0602 positive narcoleptic patients with cataplexy,?8-30 and neu-
ropathologic studies in narcoleptic brains show the absence or important
reduction in the number of hypocretin neurons in the posterior hypotha-
lamus.31.32 Besides narcolepsy, low (<110 pg/mL) to intermediate CSF
Hcrt-1 levels have aso been detected in some hypersomnia patients
without cataplexy, some patients with Guillain-Barré syndrome, and in
patients with secondary narcolepsy, for example in association with
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hypothalamic lesions or in Prader-Willi syndrome.3040 [n addition, inter-
mediate levels are also detected in some subjects with head trauma,
encephalitis, and intracranial tumors.® Intermediate levels (110-200
pa/mL) are currently interpreted as a partial hypocretin deficiency.20 We
did not find any patient with undetectable hypocretin levels, asis usual-
ly reported in narcolepsy-cataplexy. In fact, 3 patients had intermediate
levels, and 1 patient had low levels that were near the intermediate
range. The finding that, unlike in narcolepsy, our DM1 patients were
HLA DQB1*0602 negative, suggests that the decrease of Hert-1 in these
diseases might have different etiopathogenic mechanisms. In addition, it
isalso interesting to note that although our DM 1 patients have decreased
Hcrt-1 levels, they did not have cataplexy. It could thus be speculated
that the development of cataplexy needs lower Hcrt-1 levels than those
found in our DM1 patients. Neuropathologic studies of the hypocretin
system in subjects with DM1 are needed to extend this observation. In
addition, future studies including DM1 patients without EDS will be
needed to support the hypothesis that hypocretin deficiency is not anon-
specific aspect of DM1.
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IV.4.- TRABAJO 4:

Martinez-Rodriguez JE, Sanchez-Valle R, Saiz A, Lin L, Iranzo A,
Mignot E, Santamaria J. Normal hypocretin-1 levels in the

cerebrospinal fluid of patients with fatal familial insomnia. Sleep 2003;

26: 1068.

Se estudiaron 5 pacientes con diagnodstico genético de ILF (D178N-129M), 2 de ellos
familiares. Los pacientes tenian una edad media de 54 afios (DE 7,9), con un tiempo de
evolucion de la enfermedad en el momento del estudio comprendido entre 5 y 9 meses.
Tres pacientes presentaban insomnio a la hora de la evaluacion. El estudio
anatomopatoldgico se realizd6 en 4 pacientes demostrando atrofia y gliosis de los
nucleos taldmicos anteroventrales y dorsomediales. Los niveles de Hcrt-1 se
compararon con los de 4 pacientes con ECJ esporadica (edad media 65 afios (DE 10.1),
tiempo de evolucion 1-3 meses, confirmacion anatomopatologica en 3 casos) y con
sujetos control. Los niveles de Hert-1 se encontraron dentro del rango de normalidad
(>200 pg/mL) en todos los pacientes (274 pg/mL (DE 70) en los pacientes con ILF, 288

pg/mL (DE 288) en los pacientes con ECJ, 351 pg/mL (DE 13) en sujetos control).
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LETTER TO THE EDITOR

Normal Hypocretin-1 Levels in the Cerebrospinal Fluid of Patients with Fatal

Familial Insomnia

Jose E. Martinez-Rodriguez, MD'; Raquel Sanchez-Valle, MD?; Albert Saiz, MD'; Ling Lin, MD2; Alex Iranzo, MD'; Emmanuel Mignot, MD, PhD?, Joan Santamaria,

MD!

!Neurology Service, Institut d’investigacio Biomeédica August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Hospital Clinic i Provincial de Barcelona, Barcelona, Spain;
2Stanford Center for Narcolepsy, Stanford University Medical Center, Palo Alto, Calif, USA

DEAR EDITOR,

FATAL FAMILIAL INSOMNIA (FFI) IS AN INHERITED DISEASE
LINKED TO MUTATIONS AT CODON 178 OF THE PRION PRO-
TEIN GENE. A polymorphism on codon 129 determines the phenotyp-
ic expression into FFI versus familial Creutzfeldt-Jakob disease (CJD).
Clinical manifestations include cognitive impairment, dysautonomia and
sleep disturbances, most typically a progressive loss of nocturnal sleep,
brief episodes of daytime somnolence, and direct brief transitions from
a state of subwakefulness into rapid eye movement sleep.! The patho-
logic hallmark of FFI is a neurodegeneration of the anteroventral and
dorsomedial thalamic nuclei.? It has been hypothesized that the degen-
eration of these nuclei, which are part of functional circuits connected
with the hypothalamus,> may lead to a functional disequilibrium that
could explain sleep disturbances in FFL.!

The neuropeptide system hypocretin is involved in the regulation of
sleep with unique interactions with sleep regulatory regions.* All
hypocretin neurons are located in the posterior hypothalamus and pro-
ject widely to the brain, including the reticular and paraventricular tha-
lamic nuclei. In addition, the hypocretin system regulates not only sleep,
but also the autonomic nervous system, so a hypocretin dysfunction, as
part of a hypothalamic malfunction, might contribute to clinical abnor-
malities seen in FFL.

We measured hypocretin-1 levels in the cerebrospinal fluid (CSF) of
patients with FFI as a functional biologic marker of the hypocretin sys-
tem, and compared these hypocretin-1 levels in the CSF of patients with
FFI with those from patients with sporadic CJD, another prion disease
with thalamic involvement with less prominent sleep disturbances.

Five patients with definite FFI (D178N-129M), 3 unrelated, were
evaluated between the fifth and ninth months after disease onset. Four
subjects were methionine homozygous at codon 129. All patients were
men, with a mean age of 54 © 7.9 years. Insomnia was present in 3
patients, and cognitive impairment in 2. The neuropathologic study was
available in 4 patients and showed atrophy and gliosis of the anteroven-
tral and dorsomedial thalamic nuclei. Four patients who met the clinical
criteria for probable sporadic CJD (1 man, mean age: 65 ° 10.1 years)
were evaluated between 1 and 3 months after disease onset. All patients
had myoclonus and periodic sharp-wave complexes in the electroen-
cephalogram, suggesting reticular thalamic involvement.> The neu-
ropathologic study confirmed the diagnosis of CJD in 3 cases. After
lumbar puncture, the CSF samples were immediately stored at -80°C.
Hypocretin-1 determination was performed using a direct radioim-
munoassay as previously reported.* All CSF samples were evaluated in
duplicate in the same assay, and standard samples were used as internal
controls. The mean CSF hypocretin-1 value (mean © SEM) was 274 °
22.43 pg/mL (range, 248-306 pg/mL) in patients with FFI and 288 © 70
pg/mL (range, 206-375 pg/mL) in patients with sporadic CJD. All
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patients had normal hypocretin-1 levels (control values, 351.48 © 13.01
pg/mL, all > 200 pg/mL).* The mean value of the hypocretin-1 levels in
the patients with FFI was not different from that of patients with spo-
radic CJD, although the levels in the patients with sporadic CJD showed
a slightly higher range of variability.

Our study, although small, does not support a hypocretinergic hyper-
function or hypofunction in patients with FFI that could explain the
sleep disturbances seen in this disorder. In addition, we did not find any
difference in the CSF hypocretin-1 levels between patients with FFI and
sporadic CJD, 2 prionopaties with different sleep manifestations. Other
mechanisms distinct from hypocretinergic neurotransmission may
explain the altered sleep and vigilance states in FFI.
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V.- DISCUSION GENERAL

El diagnostico diferencial de las hipersomnias centrales puede resultar dificil en
determinados casos debido a la superposicion clinica, electrofisiologica y bioldgica
existente entre NC, NnC e HI. Aunque el MSLT es una de las herramientas diagnosticas
mas utiles, la presencia de SOREMs puede aparecer en otros trastornos del suefio
distintos a la narcolepsia o incluso en la poblacion normal de forma inespecifica
(14,15). En el trabajo 1, al igual que en estudios previos, los pacientes evaluados con
niveles bajos de Hert-1 en LCR fueron todos positivos para el HLA DQB1*0602. Las
diferencias clinicas mas significativas encontradas entre estas tres entidades fueron el
suefio nocturno fragmentado, las siestas reparadoras y las conductas automaticas,
diferencias que se mantuvieron al reanalizar las variables en funcioén de los niveles de
Hert-1 en LCR, lo que podria indicar una mayor relacion de estos sintomas con una
fisiopatologia derivada de una disfuncion hipocretinérgica. Es interesante remarcar que
el suefio nocturno prolongado y las dificultades en el despertar no permitieron realizar
un diagnodstico diferencial entre las entidades, hecho que contrasta con la reciente
importancia de estos sintomas en base a la nueva ICSD-2. Aparte de una latencia media
de suefio reducida y la presencia de SOREMs en el MSLT, la medicion de la latencia
media de SOREMs fue una variable significativamente diferente entre NC y NnC,
probablemente debido a una menor alteracion de la regulacion del suefio REM en la

ultima.

En el trabajo 2 se evalu¢ la presencia autoinmunidad hipotalamica-especifica en
pacientes narcolépticos con resultados negativos. Un hecho comun en las enfermedades
autoinmunes es un ataque inflamatorio no dirigido primariamente contra la proteina

deficiente del sistema, sino contra otras proteinas, no siempre identificadas, en las
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células deficitarias. La pérdida neuronal en la narcolepsia es muy selectiva, al igual que
ocurre en otras enfermedades autoinmunes como la diabetes mellitus tipo I. Sin
embargo, nuestro estudio no encontrd6 ninguna reactividad hipotalamica por
inmunohistoquimica en suero o LCR de pacientes narcolépticos. El tiempo de evolucion
prolongado de los pacientes pudo haber originado un titulo de anticuerpos indetectables
por esta técnica. Esto mismo ocurre en la diabetes mellitus tipo I, en donde los
anticuerpos contra los islotes pancreaticos descienden a titulos bajos transcurridos 5-10
afnos del inicio (107), y en la enfermedad de Addison (108). Asi mismo, tampoco se
obtuvo un resultado positivo en el screening de la libreria hipotaldmica de ADN
complementario. La ausencia de reaccion de los sueros estudiados contra las proteinas
identificadas en el clonaje no permite relacionar ninguna de ellas con la fisiopatologia
de la narcolepsia. Sin embargo, este resultado negativo tampoco puede excluir la
presencia de anticuerpos, ya que esta técnica no permite detectar anticuerpos contra
epitopos conformacionales, aquellos que sufren modificaciones postranscripcionales ni
anticuerpos contra proteinas multiméricas. De estar dirigido un hipotético anticuerpo en
la narcolepsia contra alguno de estos epitopos, su deteccion no habria sido posible con

la técnica utilizada.

En el trabajo 3, la reduccion de los niveles de Hert-1 en LCR de los pacientes
con DMI y ESD no se relacion6 con la presencia de un fenotipo narcoléptico definido
por la presentacion clinica y electrofisioldgica, ni tampoco con la severidad de la
enfermedad o la actividad locomotora. La disfuncion del sistema hipocretina, definida
por la anormalidad de los niveles en LCR, podria sugerir que este sistema esta
implicado en la fisiopatologia de los trastornos del suefio / vigilia de esta enfermedad.

No obstante, la falta de correlacion clinica y electrofisioldgica, el nimero reducido de

50



pacientes estudiados y la falta de inclusion en el estudio de pacientes con DMI sin ESD,
asi como unos niveles de Hcrt-1 en LCR, aunque reducidos en comparacién con
controles, por encima del rango narcoléptico en 5 casos (>110 pg/mL), un valor de
dificil significacion en la actualidad, no permite descartar que estos resultados sean
inespecificos en ausencia de estudios anatomopatologicos del area hipotaldmica lateral

en esta enfermedad.

Los resultados obtenidos en el estudio del sistema hipocretina en pacientes con
ILF en el trabajo 4, aunque realizado con un nimero pequefio de pacientes, no
mostraron ninguna hipofuncién o hiperfuncion de dicho sistema que permitan
involucrarlo en la disfuncién de la regulacion central del ciclo suefio / vigilia. Tampoco

se encontrd ninguna alteracion en pacientes con ECJ.
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VI1.- CONCLUSIONES

C.1.- La narcolepsia-cataplejia, narcolepsia sin cataplejia e hipersomnia idiopatica
presentan un espectro continuo entre ellas de gran parte de variables clinicas, bioldgicas
y electrofisiologicas que dificultan el diagndstico diferencial al aplicar los criterios
diagnosticos actuales. La determinacion de Hert-1 en LCR en nuestra poblacion de
pacientes con hipersomnias centrales mostré unos resultados similares a estudios
previos, pudiendo facilitar el diagnostico diferencial en casos con escasa definicion

clinica y/o electrofisioldgica.

C.2.- La hipoétesis autoinmune en la narcolepsia, aunque no excluida, no se sustenta

basandose en el estudio realizado.

C.3.- Las alteraciones de vigilia y suefio en los pacientes con distrofia miotdnica tipo I

podrian estar mediadas por una disfuncion del sistema hipocretina. Son necesarios

nuevos estudios para comprobar este hallazgo.

C.4.- Las alteraciones de vigilia y suefio en los pacientes con insomnio letal familiar no

se justifican por una disfuncion del sistema hipocretina.
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