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Abreviaturas

Ach Hormona anti-diurética

BDL (Bile duct-lgation) Ligadura biliar

CV-s Ciclo vigilia-suefio

EEG Electroencefalograma

EH Encefalopatia hepatica

EHM Encefalopatia hepatica minima

EMG Electromiograma

EOG Electroculograma

LTP Potenciacion a largo plazo

HA Hiperamonemia

MDF Frecuencia media dominante

NA Noradrenalina

NREM (Non rapid eye movem@ritio movimientos oculares rapidos

PB Prosencefalo basal

PCS Porto-caval shuntAnastomosis porto-cava

PGOs Ponto-geniculo occipital

PHES Psychometic hepatic encephalopathy sg&®cala psicométrica para Encefalopatia
hepatica

REM (Rapid eye movem@rilovimientos oculares rapidos

RPC Nucleo reticular caudal del puente

RPO Nucleo reticular oral del puente

SHAM (Straw HANndling ModéIModelo de intervencion simulada control

d Banda delta

0 Banda theta

a Banda alfa

B Banda beta






INTRODUCCION




I. Introduccion

1. Encefalopatia hepatica.

La encefalopatia hepatica un sindrome neuropsigqa&omplejo que refleja una alteraciéon
funcional del sistema nervioso central, que segmtesen pacientes con enfermedades hepaticas
cronicas o agudas. La encefalopatia hepatica seedebmo una alteracion de la funcion del
sistema nervioso central subsiguiente a un falfpatieo y puede progresar en diferentes estadios

hasta el coma (1, 2). Se clasifica en 3 tipos (1):

1. Tipo A, o encefalopatia hepatica aguda, suele wcerr el marco de un fallo hepético
fulminante con necrosis masiva del higado y un&aaprogresion de los sintomas. Entre
las causas cabe destacar las hepatitis viralesagsgudtoxicacion por paracetamol y
reacciones idiosincrasicas a farmacos. El gradmaold¢alidad en la encefalopatia hepatica
aguda es muy elevado y se debe frecuentementeaarmanto de la presion intracraneal

como consecuencia de un edema cerebral.

2. Tipo B, o encefalopatia hepatica crénica, por @eittn porto-sistémica sin enfermedad
hepatocelular intrinseca. Existen derivaciones opsidtémicas espontaneas, como la
causada por la obstruccion de la vena porta eepatita. Es una causa comudn de
hipertension portal en nifios (2). Estos pacientessgmtan flujo sanguineo hepético
reducido, concentraciones de amonio en sangre dadany en ocasiones anastomosis

porta-cava espontanea.



3. Tipo C, o encefalopatia hepética crénica, asocéadarosis hepatica e hipertensiéon portal.
Es la mas frecuente. También genera derivacionge-pistémicas como consecuencia de
enfermedades crénicas del higado, generalmentssisirrcon una apreciable desviacion de
la sangre portal a la circulacién sistémica (erlopftia porto-sistémica). Se pueden
producir episodios de encefalopatia hepatica diciemo consecuencia de determinados
factores desencadenantes (hemorragia digestia,irjesta de proteinas, estrefiimiento,
infeccion). Estos episodios de encefalopatia hegp&ibn habitualmente reversibles cuando
el factor desencadenante es eliminado. La desvigoidto-sistémica también se realiza
guirdrgicamente para tratar problemas como la heagiar digestiva secundaria a ruptura de
varices esofagogastricas, una complicacion muyuéete y severa de los pacientes con

cirrosis hepética e hipertension portal.

La encefalopatia hepatica es un factor prediafi@anortalidad en los pacientes cirréticos.
Se estima que 3 afios después del primer episodaatdalopatia clinica la mortalidad es del 60-

80%.

Las encefalopatias hepaticas de tipo B y C pusdenlinicamente evidentes (encefalopatia
hepética clinica) o no (encefalopatia hepaticam@niEHM)). La encefalopatia hepatica clinica se
clasifica en tres formas, segun el patron tempdealsu manifestacién: ocasional, recurrente y
persistente. La EH ocasional estd caracterizadaupoepisodio de alteracion neuropsiquiatrica
debido a un factor desencadenante y generalmendejadiuellas en los pacientes en términos de
alteraciones en los test psicométricos y/o enaatlencefalograma (EEG). La EH recurrente se
caracteriza por episodios multiples de encefalapatiercalados entre periodos en los que la
situacion neuroldgica del paciente es aparentenmemteal. La forma persistente se caracteriza por

alteraciones neuropsiquiatricas evidentes y coasnaunque de duracién variable en el tiempo, y



aparece sin una clara causa desencadenante.

Ademas de los 3 tipos de EH clinica mencionaddsteeuna forma mas leve denominada
EHM. Pacientes sin signos evidentes de EH clinicedpn presentar diversos déficits cognitivos
(percepcion visuo-espacial, atencion, concentracidmotores, que no son detectables en un
examen neuroldgico rutinario, pero se ponen de firato cuando se realizan tests psicométricos o

neurofisiolégicos adecuados (3).

Este tipo de EH se denominaba encefalopatia lvepgibclinica o latente, términos que hoy
en dia han sido reemplazados por EHM., la cual idisye la calidad de vida de los pacientes,
aumenta el riesgo de padecer accidentes labodale®sticos y de trafico, y predispone a sufrir EH
clinica. Se han utilizado diversas baterias del@sig¢psicométricas para detectar y valorar la EH
minima. Se ha llegado a un consenso para utiliaarnlismos tests en todos los hospitales,
seleccionando como bateria de referencia, la deramlai PHES Rsychometric hepatic

encephalopathy scoye

2. Alteraciones neuropsiquiatricas en encefalopatilaepatica.

La encefalopatia hepatica cronica se desarrolitargente y sus sintomas varian desde
ligeros déficits de atencion y cambios en la peabdad en la encefalopatia hepatica minima, a
enlentecimiento psicomotor, falta de atencion yosiras extrapiramidales como hipomimia (falta
de expresion facial) y bradiquinesia en el graddelencefalopatia hepatica, desorientacion y
comportamiento extrafio en el grado Il, acabandalrfiente en estupor y coma en los grados Il y

IV (4). Los signos mas tempranos suelen ser altaras en el suefio y cambios en el



comportamiento, que no son obvios para el média® examina al paciente pero si para los

familiares y amigos de éste (5).

El espectro clinico de la encefalopatia hepats&canay amplio, por lo que su diagnéstico
puede ser dificil dado que no existe un sintomaxamen de laboratorio especifico para su

diagnéstico.

La gravedad de la encefalopatia hepéatica clineaclasifica en 4 grados segun las
manifestaciones neuropsicoldgicas. En la Tabla gregentan los criterios de West—Haven para la

estadificacion del grado de encefalopatia en pteseson encefalopatia hepatica clinica (6).

2.1. Alteraciones cognitivas en encefalopatia hepéd.

Las alteraciones cognitivas comienzan con faltaateentracion y de atencién, asi como
con una disminucion de la capacidad intelectuas. pacientes con encefalopatia hepatica presentan
un descenso continuo en la atencién acompafnadm diescenso en el estado de alerta desde el
grado Il al grado Il finalizando en coma (4). m&b los pacientes que parecen no estar
clinicamente afectados manifiestan distintos défide atencion en los tests psicométricos,
indicando una disfuncién de los tres subsistemasogoperan en la atencion: vigilia (capacidad
para mantener el estado de alerta), orientacidgmgidnes ejecutivas (como hacer planes, deteccién

de errores, resolucién de conflictos, etc.).



Tabla 1. Criterios de West Haven para la estadificaciénedeédo mental en encefalopatia hepatica
clinica.

Grados] Sintomatologia

0 Sin anormalidad detectada.

1 Leve falta de atencion e incapacidad para martgreuforia, ansiedad. Dificultad para
realizar suma o sustraccion de numeros sencillos.
2 Letargo, apatia, desorientacion en tiempo yaspa

Cambios obvios de la personalidad.

3 Somnolencia a semiestupor, pero con respuestiraulos. Confusion. Desorientacion
importante.
4 Coma. Sin posibilidad de realizar pruebas deitmmental.

En fases mas avanzadas la falta de atencion sezagdd forma que cuando se formula una
pregunta a un paciente, frecuentemente hay quérrépeuestion y las repuestas son lentas y a

menudo carentes de sentido (4).

2.2. Alteraciones motoras en encefalopatia hepatica

En pacientes con encefalopatia hepatica cronipaesentan frecuentemente alteraciones en

la actividad y coordinacién motoras (Tabla 2) (7).

Los trastornos del movimiento (8) pueden ser debid alteraciones de la via cortico-
espinal, circuitos de los ganglios basales y/o agkbelo. En los pacientes con encefalopatia

hepética cronica se han descrito alteraciones tpreas relacionados con los tres niveles de



organizacion.

Manifestaciones clinicas motoras relacionadas ecomal funcionamiento de los ganglios
basales (signos extrapiramidales) se han descripmeientes con encefalopatia hepatica minima y
cirrosis hepatica compensada (9). La presencidtédeeones motoras extrapiramidales predice el
desarrollo de encefalopatia hepéatica clinica ysigeos como la incoordinacion, ataxia o asterixis,

avanzan a medida que avanza la enfermedad, redodeecalidad de vida (9).

Tabla 2. Alteraciones motoras en pacientes con encefalopagiatica (clasificacion West-Haven).

Gradof Sintomatologia

0 Cambios sutiles en pruebas de conexion numeérrapruebas psicométricas.

Temblor, incoordinacién, aprafia

2 Asterixi, lenguaje lento o incomprensible, at&xia
3 Reflejos hipoactivos, nistagrﬂprigidez muscular y clonus.
4 Postura descerebrada y dilatacion pupilar, jeefdeulocefalico, ausencia de respuesta a

estimulos en estadios avanzados.

a. Trastorno de la ejecucion del movimiento aprendgl® no puede ser explicado como consecuencia de
debilidad muscular, pérdida sensorial o falta denpwension o atencion a las 6rdenes verbales

b. Temblor de las manos en forma de aleteo.

Ausencia o irregularidad en la coordinacion de tosvimientos musculares.

d. Espasmo clonico de los musculos motores del globtag que produce movimientos involuntarios de ést
varios sentidos.

o

Las alteraciones de la coordinacion motora (ceosbs) estdn presentes en pacientes con
encefalopatia hepatica de grado | y Il, y las attienes de la via cortico-espinal en pacientesedesd

el grado | al IV de encefalopatia hepatica (4).



2.3 Otras alteraciones neuropsiquiatricas.

Se ha descrito irritabilidad, apatia, trastornedadconducta, cambios en el apetito, mirada
fija, amnesia, cambios en el temperamento y eretagmalidad. Algunos pacientes pasan de la
depresion a la euforia en pocos minutos. Otrosepées presentan soOlo depresién o euforia
alternadas con un temperamento estable. Los siatpar@anoicos suelen ser comunes durante el
estupor como resultado de las dificultades en tagpeidn y la interpretacion. También pueden

aparecer alucinaciones (10).

Un 50% de los pacientes con cirrosis hepatica eptag alteraciones del suefio
caracterizadas por somnolencia durante el dia,estafo a primeras horas, letargia y sopor,
mientras que durante la noche la calidad del sesit disminuida: duermen menos tiempo vy el

suefio esta fragmentado, con multiples despertatgs (

3. Modelos animales de encefalopatia hepatica.

Para poder avanzar en el estudio de los mecaniga®gausan la encefalopatia hepatica
(EH) y las posibles alternativas terapéuticas dmikma, se requiere el uso de modelos animales.
Estos modelos reproducen muchas de las alteracioogsitivas y motoras encontradas en

pacientes con encefalopatia hepatica.

3.1 Modelo de EH por anastomosis porta-cava (PCS).

Este tipo de cirugia se ha utilizado en ratas, josn@erros y cerdos. La cirugia consiste en

suturar la vena porta, principal aporte sanguireoigado, con la vena cava. De esta forma la



sangre que proviene del intestino no llega adecnadte al higado y la metabolizacion de
sustancias téxicas por el mismo se reduce notablemé&ntre estas sustancias se encuentra el

amonio, cuyos niveles aumentan tras la anastorpodia-cava, produciendo hiperamonemia.

Las ratas con anastomosis porta-cava (PCS) passeaiteraciones metabodlicas como
hiperamonemia, aumento de amonio y glutamina eebcery disminucion de la utilizacion de
glucosa en cerebro. También presentan alteracienestmos circadianos, alteraciones motoras
como hipoquinesia y alteraciones cognitivas consmdiucion de la memoria y la capacidad de

aprendizaje.

3.2 Modelo de EH por Ligadura Biliar (BDL).

Consiste en obstruir el conducto biliar medianta awarias ligaduras. Se impide totalmente

el flujo de bilis al intestino.

Las ratas BDL presentan hiperamonemia (19), @itee hipertension portal (20) fibrosis,
translocacion bacteriana y disfuncion del sistenmauine (21-24). También presentan alteraciones

cognitivas y motoras.

3.3 Modelo de hiperamonémia sin fallo hepatico.

Este modelo se desarrollé a finales de los afie@n8@uestro laboratorio (35, 36). Consiste
en administrar a las ratas una dieta que contiertat® amonico (25 % p/p). Esto produce un
estado de hiperamonémia créonica moderada en laloapumiveles de amonio en sangre son

aproximadamente el doble que en las ratas control.



El modelo de hiperamonémia sin fallo hepatico adpce muchas de las alteraciones
presentes en la encefalopatia hepatica y pernsitewhir qué alteraciones cerebrales y neuroldgicas

son debidas a la hiperamonémia y cuales son debidtss factores asociados al fallo hepatico.

Este modelo es sencillo y permite mantener hipengmia sostenida durante largos
periodos de tiempo sin alterar la funcién hepatita.permitido la realizacién de estudios a largo
plazo sobre la regulacién del ciclo de la urea 88J, toxicidad del amonio (39, 40), alteracion de
los niveles de tubulina en cerebro (37, 41, 42)eylas niveles de ATP y otros metabolitos en
higado y cerebro (43). Este modelo se ha empleadién para estudiar el efecto de la
hiperamonémia crénica sobre la funcién de viagatestiuccion de sefiales en cerebro in vivo (44),
la potenciacién a largo plazo o LTP (45) y sobrecdpacidad de aprendizaje de una tarea de

discriminacion condicionada (46).

4. Bases neurofisiolédgicas.

La actividad eléctrica cerebral es consecuencitasi€orrientes idnicas generadas por los
diversos procesos bioquimicos a nivel celular, ¢ fwesta de manifiesto tras los estudios del
britanico Richard Caton en 1875. Posteriormentel®83, Hans Berger publico los primeros
resultados de sus mediciones en seres humanosaytin ge este momento, el registro de la
actividad bioeléctrica cerebral a través del etestcefalograma experimentd un progresivo
reconocimiento hasta llegar a ser totalmente adegtamo método de exploracion de las funciones

cerebrales en estados normales y patoldgicos.

La sefal del electroencefalograma es generadaabdsite por la suma de actividad



eléctrica de distintas poblaciones neuronales,ur@modesta contribucion de las células gliales.
Se trata por tanto, de una estimacion del compaetdm colectivo de los diversos grupos

neuronales.

Dado que las neuronas son células excitables dotil@ropiedades eléctricas intrinsecas
caracteristicas, y que la abundante comunicacidern@uronal esta mediada por procesos
electroquimicos en la sinapsis, se deduce que estasnas llegan a generar potenciales eléctricos

y magnéticos que pueden ser registrados a ciatizndia de sus fuentes de produccion.

Los principales responsables de las ondas registrad el electroencefalograma son los
potenciales postsinapticos, dado que estos poseemayor duracion, y afectan a una superficie
mas extensa de la membrana, haciendo posible sa, santo a nivel temporal como espacial. El
origen de las corrientes ibnicas mas importanteggae de cambios de conductividad de la
membrana celular, causada tanto por procesos satds de la membrana, como por acciones
sinapticas. El cambio neto resultante de estosposcpuede ser una corriente idnica tanto positiva
como negativa que fluyen en el medio circundantegye no existen estructuras en las que se

pueda producir una acumulacion de carga.

Analizando la estructura de la corteza cerebrabserva que las neuronas piramidales de la
corteza se encuentran alineadas de forma perpdardeacla superficie, con las dendritas alineadas
en paralelo, formando capas de neuronas en enqgeliZa escala macroscopica, la activacion
sinaptica de un determinado grupo neuronal dispudsteste modo puede tener lugar dentro de
capas bien definidas y de forma sincronizada, pravdo la activacion de capas de dipolos. Los

campos eléctricos resultantes pueden ser muy @deaida actividad dentro de una determinada



poblacién celular se produce de forma coherentedexsr, si la actividad neuronal esta

sincronizada.

Una propiedad fundamental de la corteza cerebrgiegrupos neuronales tienden a formar
circuitos locales organizados en columnas corticale unos 200-30Qm de seccion. Existen
diferentes sistemas de fibras que interconectas eslumnas corticales, sobre todo colaterales de
los axones de las neuronas piramidales, ramifioasiode los axones terminales aferentes y
colaterales de interneuronas, de los cuales una gaste son inhibitorias. Esos sistemas se
extienden en un intervalo de distancias del oradenris cientos de micrometros, lo que determina

la longitud caracteristica de las interaccioneticaies.

En general, se puede afirmar que el potencial radéctcerebral generado por una
determinada poblacién neuronal representa un priomespacial y temporal de los potenciales
generados por distintas neuronas organizadas eno&gsana. Ante una activacion sindptica, se
produce el flujo de corrientes extracelulares, gueden ser descompuestas en componentes
longitudinales, paralelos al eje mayor de la neargncomponentes transversales, que discurren de
forma perpendicular a este eje. La resultante deolabinacién de estos campos radiales y

tangenciales, es el campo bioeléctrico registradapelectroencefalograma (47).

5. Fisiologia del suefio.

El suefio es un estado biolégico presente en arsnyad® seres humanos que se define en

funcidn de unas caracteristicas comportamentdisgjogicas.



Caracteristicas comportamentalesDurante el suefio existe una ausencia o disminu®én

movimientos corporales voluntarios y se adoptaposiura estereotipada de descanso, distinta en
cada especie animal. Ademas existe una escasasts@auestimulos externos de baja intensidad

gue es reversible (a diferencia del coma).

Caracteristicas fisioldgicas:Gracias al desarrollo del electroencefalograma (E&(G1933

por el psiquiatra Hans Berger se empez6 a registractividad eléctrica cerebral en (48). En esta
actividad eléctrica cerebral se identifican cudipes de ritmos biolégicos caracterizados por su
frecuencia, topografia y reactividad: ritmo alfal@® Hz., localizado en regiones posteriores,
durante la vigilia tranquila y con los ojos cerrggaitmo beta (mas de 13 Hz, aparece en areas

frontales y en vigilia activa), ondas theta (42 y ondas delta<(3,5 Hz).

En 1937, Loomis y cols. observaron cambios tipiensla actividad eléctrica cerebral
durante el suefio y el incremento de la proporciénoddas lentas a medida que el suefio se
profundiza, lo que permiti0 establecer la primerasificacion de las fases del suefio.
Posteriormente en 1968, Rechtschaffen y Kales &%®blecieron los primeros criterios que
facilitaron el estudio de los cambios de actividdéktrica cerebral durante el suefio y que, desde
entonces, se han venido empleado en los laboratdeisueio. Mediante el registro de las sefiales
bioldgicas fundamentales (EEG, EMG (electromiogramd&OG (electroculograma)) se pueden

identificar las fases de suefo y los episodiosigiéas

Existen dos tipos de suefio bien diferenciadosuefie de movimientos oculares rapidos,
conocido como suefio RENR&pid Eye Movemenb suefio paraddjico, y el suefio de ondas lentas,
también conocido como suefio NREMoh Rapid Eye Moveménipor contraposicion al suefio

REM (50).



El suefio de ondas lentas o0 NREM esta constituiddapiase 1 (anteriormente denominado
estadio 1-NREM), fase 2 (antes estadio 2-NREM)sg fa (anteriormente denominada fase 3y 4
del suefio NREM o suefio profundo). En este estaldeudéo se observa ausencia de movimientos
oculares rapidos, quiescencia muscular y reguldyigdentitud del pulso y de la respiracion, con

reduccion de la presién sanguinea y menor umbralaitamiento que el del suefio REM.

En la fase de suefio REM se observan movimientadasme los ojos y de los pequefios
musculos faciales. También es caracteristico eemento e irregularidad en pulso, respiracion y
presion sanguinea. Este estado se ha denominaaidopen, porque en él se observa la maxima
relajacion muscular y el maximo umbral de alertanttigcon un suefio ligero segun criterios EEG

(es decir, con una actividad cerebral més similanagilia activa).

En un adulto sano, durante una noche de sueiio hateh&5 al 80% del total de suefio es
suefio NREM que se reparte aproximadamente en upab&cel estadio 1, 50% para el estadio 2 y
20% para el estadio 3. La duracion del suefio REdpaentre el 20 y el 25% del total del suefio

(51).

Al conciliar el suefio, se inicia en fase 1 de subiREM, que dura unos pocos minutos,
seguido de la fase 2 y, posteriormente, pasamosfprofundo o lento, estadio 3. Este periodo de
suefio NREM se sigue de un periodo REM, que en ciomdis normales no debe aparecer hasta
transcurridos 60 a 90 minutos del comienzo de da fh Esta alternancia suefio NREM - suefio
REM se sucede a lo largo de la noche formandos;iclada uno de ellos de aproximadamente 90-
120 minutos de duracion y se repiten de 4 a 6 vadeslargo de una noche. La composicion de
estos ciclos varia durante la noche. En el prirmeid de la noche, predomina el suefio de ondas

lentas y a medida que progresa el suefio, aumemarentaje de suefio superficial y de suefio



REM (52).

Para evaluar el suefio como fisiolégico es tan itapte el mantenimiento de los
porcentajes relativos de las distintas etapas danvaloracion de la arquitectura del suefio. Esta
arquitectura puede verse modificada por diferefet®res como la privacion de suefio, la hora de
inicio del suefo, la temperatura ambiental, el oors de téxicos (café, alcohol, nicotina,
marihuana), la utilizacion de farmacos (benzodia@ey hipndticos, antidepresivos) y por la

existencia de algunos trastornos del suefio y trastanédicos.

6. Neurobiologia del suefio.

El suefio es no sélo un fendmeno activo, necesaperidico sino que es también un
proceso variado y complejo. En el ciclo vigilia-8agV-S) y ciclo circadiano, podemos distinguir,
bioeléctrica y comportamentalmente numerosas fabasto en el hombre como en estudios
experimentales de modelos animales, siendo el gatanimal mas utilizado para este tipo de
estudios, se sintetiza el ciclo V-S en tres fasaglia, suefio con movimientos oculares rapidos
(suefio REM) y suefio sin movimientos oculares r&p{daefio NREM). El paso de una fase a otra
se hace de una forma secuencial habiéndose defasde de transicidn a las que cada dia se

concede mayor importancia (53).

Con los avances en investigacién, hoy se conocemdgor parte de las estructuras
responsables de cada una de estas fases del ciSloy\se sabe que estdn anatdémicamente
conectadas entre si. Estas interconexiones utilimurotransmisores que, en un ejercicio de

excitacién-inhibicién, permiten la alternancia de fases del ciclo. Un “reloj biol6gico” situado en



el ndcleo supraquiasmatico en el hipotalamo estal@eritmo circadiano, que es adaptado a las 24
horas del dia por reguladores externos, de loegyincipal la retina por sus conexiones con este

nucleo.

Desde la descripcion del EEG por Berger (54), ssiderd al trazado de pequefio voltaje y
alta frecuencia, “EEG activado”, como caractergstie la vigilia y al trazado de ondas lentas de
baja frecuencia y gran voltaje caracteristico defis. Hoy se conoce que hay fases de suefio con
EEG activado y para distinguirlo bioeléctricamemnte la vigilia hemos de recurrir a otros
parametros. Experimentalmente, en la vigilia, juaton EEG activado, observamos movimientos
oculares relacionados con la vision, un tono mascalevado, ninguna actividad féasica en el
registro en el nucleo geniculado lateral y ritmetshen hipocampo. Estos parametros lo distinguen
del sueiio NREM en el que son infrecuentes y muyo$ettos movimientos oculares, menor
actividad en el EMG, ausencia de ritmo theta emdampo y actividad sincronizada, desde husos
de sueilo a ondas lentas de gran voltaje, en el BEGtortical. En el suefio REM, el
electroculograma (EOG) muestra movimientos oculaespglos, ausencia de tono muscular, en el
nucleo geniculado lateral observamos las puntasctafsticas de la actividad ponto-
geniculooccipital (PGOs), en el hipocampo ritmadhmuy marcado y en la neocorteza un EEG
activado. Estos son los parametros esenciales eumitpn caracterizar, junto con la observaciéon

del comportamiento, las fases del ciclo V-S en@ll@io animal.

6.1 Vigilia.

En 1918, Von Economo (55)escribi6 que enfermos con una lesion del hipotalam

posterior por encefalitis, perdian vigilia y moba un aumento de somnolencia, sefialando la

importancia de esta estructura en el ciclo V-S ghraantenimiento del estado de vigilia. Bremer



(56) sefiald que mientras en el encéfalo permaneciaativalad bioeléctrica (EEG activado), en la
corteza cerebral se perdian los signos de vigilemarecian los de suefio (EEG sincronizado) en
lesiones por encefalitis, atribuyendo esta pérdidavigilia, a la supresiéon de los impulsos

ascendentes de las vias sensitivas que penetnaledutrenco del encéfalo.

Moruzzi y Magoun publicaron en 1949 (57), que esosulsos ascendentes activadores,
responsables de la vigilia, que se suprimen enotteza, no son los conducidos por las vias
sensitivas al talamo, sino que proceden de la foadmareticular del tronco del encéfalo.
Demostraron que la lesion en el mesencéfalo devikes sensitivas ascendentes, no alteraba el
estado de vigilia, mientras que la supresion deidgsulsos ascendentes desde la formacion
reticular daba a lugar a un EEG sincronizado y amportamiento de suefio. Estos autores
concluyeron que el estado de vigilia es mantenatoep sistema reticular ascendente de activacion
gue actia sobre el tdlamo y la corteza cerebralitdaclo su funcionamiento. La formacion
reticular activadora del EEG, se prolongaba hasthipotdlamo posterior y lateral (58-59).
Igualmente se comprobd que la porcion caudal dghémto pontino era hipnogénica, pues su
eliminacién por una seccion a nivel medial del peenpor lesiones del tegmento pontino caudal

producia un aumento de vigilia, demostrada poraatigacion del EEG (60-61).

Por otra parte, no son de menos importancia ell ghpkas neuronas GABAérgicas que se
encuentran en todas estas regiones, que modulampagparte la actividad de estas estructuras y
por otra, proyectan sobre centros nerviosos resfgss de otras fases del ciclo V-S, contribuyendo
a su inhibicién durante la vigilia (62). Las esttras del sistema reticular ascendente de activacio
proyectan sobre el talamo, nucleo basal magnoceadelaprosencéfalo basal (PB) y directamente

sobre corteza cerebral. A su vez las neuronaséegloas (Ach) del prosencéfalo basal proyectan



de forma topograficamente organizada sobre lazaiterebral. Para que se produzca la activacion
de la vigilia, con todos los matices plasticos @uearacterizan, es necesaria la accion sinérgica d

todos, o varios, de estos neurotransmisores éfaehd y corteza cerebral.

Todos estos neurotransmisores tienen una distGbuespecifica en el talamo. A través de
ellos, el sistema reticular ascendente de actimapgrmite que en el despertar y la vigilia, se
procese la informacion que llega al tAlamo, powvias sensitivas o desde otras areas corticales, y

sea trasmitida, de forma precisa a la corteza rpbr la generacién de potenciales de accién.

Del mismo modo, todo neurotransmisor tiene unaridigtion especifica en cada area
cortical, incluso en cada hemisferio cerebral, eesecomplementaria. Se ha descrito una accion
diferente para cada uno de estos neurotransmisords corteza cerebral. Asi, la acetilcolina es
necesaria para la activaciéon cortical y para urectw funcionamiento de los circuitos corticales en
la vigilia y el suefio REM. La dopamina, que serBbabundantemente en la vigilia activa, modula
los circuitos cértico-corticales, influye en losopesos integrativos de alto nivel cortical y es
necesaria para organizar una respuesta motora atdecuas neuronas dopaminergicas, inervan

fundamentalmente la corteza motora y las areasatisas.

La noradrenalina (NA) es imprescindible para ungiligi bien organizada, se encuentra
aumenta en el despertar y en los procesos atef&sortas necesaria para la induccion de los
factores de trascripciéon que ocurren en la vigiiacientemente Cirelli y Tononi (63) sefialan que
la NA durante la vigilia modula la trascripcién neoal para favorecer la potenciacion sinaptica,
mientras que su inactividad durante el suefio juegpapel permisivo en el aumento de la sintesis

de proteinas en el cerebro. Modula en resumerrtei@n, la vigilia y el aprendizaje.



La serotonina, que se distribuye en las areas ka®rapas de la corteza cerebral de una
forma complementaria con la NA, es especialment@@dnte en las cortezas visuales temporales y
en la capa IV de la corteza cerebral. Aumenta edespertar y se mantiene en la vigilia. En
contraposicion con el efecto fasico de la NA ejemesfecto tonico sobre las neuronas corticales.

Se le atribuye la modulacién de la actividad neakgortical en los cambios de fase (64).

El aumento de liberaciébn de aminas, acetilcolirgluyamato durante la vigilia suprime la
actividad lenta de las neuronas corticales quenpasdescargar tonicamente con espigas. Asi, la
corteza cerebral puede procesar la informacionrgcibe desde el tAlamo y otras areas corticales

durante esta fase.

Una funcién importante de la corteza cerebral end#éia es modular por sus proyecciones
desde la capa VI, la transmisién de los impuls@sliggan a los nucleos ventrales del talamo desde
vias sensitivas y otras estructuras subcorticales, los ndcleos dorsales y laterales desde las

cortezas asociativas.

Asi, Nicolelis y Fanselow (65) sefialan que la ata@inultanea sobre el complejo ventral
posterior talamico de los impulsos ascendentes)gpwuia tactil somatosensorial, y descendentes,
desde la corteza somatosensorial, optimiza la pei@e de estimulos tactiles en la vigilia activa.

En resumen, talamo y corteza, en la vigilia, modiedaambos por el sistema reticular
ascendente de activacion, son el sustrato adegua€lcesario para la percepcion y para que tengan

lugar los complejos procesos cognitivos.



6.2 Sueiio NREM.

El suefio NREM se caracteriza bioeléctricamenteupdeEG sincronizado, desde los husos
de suefio de la fase 2, hasta las ondas lentasadevgitaje de la fase 3. Eran los indicadores del
suefio hasta que se descubrio el suefio REM. L&8fegestituye el lamado suefio de ondas lentas,
situado en las primeras 5 horas de la noche eduifoajoven, con una duracion total de 80-90
minutos. Es el suefio imprescindible, el mas cotestan duracion en los dormidores largos y
cortos, el que primero se recupera después déviecigm de suefio. Se le considera necesario para

un rendimiento fisico, intelectual y comportamemniamal.

Fue también Von Economo (55) quien atribuyé a w@s#&uctura encefalica ser la
responsable de organizar el suefo, al comprobaregtexmos con encefalitis que afectaba al
hipotalamo anterior, cursaban con disminucién d&isuEste hecho también demostraba que el
suefio era un proceso activo y no un fenbmeno pasomsecuencia de la supresion de vigilia,

como preconizarian los hallazgos de Bremer (66 pyuglzi y Magoun (57).

Estos primeros hallazgos se vieron reforzados @rpatalmente por Hess (67) que
demostré en gatos un aumento de suefio comportdmdriteeléctrico, después de la estimulacion
de esta regidn del hipotalamo anterior y prosetzdfasal. Poco después Nauta (68) demostré un
aumento de la vigilia en ratas al desconectarpgthiamo anterior del posterior, que atribuyé a la
eliminacién de la inhibicion que las estructurggnbgénicas situadas en el hipotdlamo anterior y

prosencéfalo basal ejercian sobre las estructiggantigenas del hipotdlamo posterior.

La extension y naturaleza de estas estructurasdpicas rostrales ha ido precisandose en



afos sucesivos. Primero Sterman y Clemente déjostraron disminucion de suefio con amplias
lesiones en el prosencéfalo basal. Después Maddgz €én su tesis doctoral, precisd, usando
pequefias lesiones el area del prosencéfalo basaldisminucion de suefio, principalmente de

suefio NREM (71).

También existen otras estructuras cerebrales qusitia implicadas en la organizacién del
suefio NREM. Hess (67) habia conseguido dormir ay&tes estimulando con baja frecuencia el
talamo. Posteriormente, Morrison y Dempsey (72megando con baja frecuencia, describieron
respuestas de reclutamiento en el sistema talatimadpsemejantes tanto en estructura, como en su
distribucion cortical a los husos de suefio. Estesmms autores demostraron que la lesion del
talamo suprimia uno y otro de estos fenOmenosédst@os caracteristicos de esta fase del ciclo V-
S. Villablanca (73) demostro la carencia de husosuefio en los animales atalamicos; y Steriade
(74) la necesidad del nucleo reticular del tAlamo conaocapasos de los husos de suefio. Por otra
parte, Lugaresi et al. (75) demostraron que ladkegiatognomonica del sindrome “insomnio
familiar fatal” es la lesion del nucleo dorsomediel tAlamo y Marini y Mancia (76) que la lesion,

en el animal, del nacleo dorsomedial del talamomisye el suefio NREM.

Jouvet (77) demostrdé que en el animal decorticami@endaban ondas lentas, por lo que
suponia que esta corteza era necesaria para @ daaindas lentas. Villablanca (73) extendi6 este
papel a todas las estructuras telencefalicas. Hapsoce que los mecanismos bioeléctricos que se
dan en el suefio NREM dependen esencialmente deléasones bidireccionales tdlamo-corteza

cerebral (78).

El tronco del encéfalo también participa activaraesn la organizacion del suefio NREM.



Camacho et al. demostraron, haciendo pequefiasdssém todo el tronco del encéfalo, que eran las
lesiones situadas en la mitad anterior del tegmemntino caudal las que producian una
disminucién de la sincronizacion del EEG, atribudera esta region, en consecuencia, un papel
hipnogénico (61). También con pequefias lesioneaddt en esta regién del tegmento pontino

caudal producian disminucion del suefio de ondaad€ii9-80).

Todo ello confirma a la parte anterior del tegmeptmtino caudal como una estructura

importante en la extensa red neuronal responsali arganizacion del suefio NREM (81).

6.3 Sueio REM.

El suefio REM se caracteriza bioeléctricamente, adata por los movimientos rapidos de
los ojos, por un EEG de bajo voltaje y de altadesia parecido al de la vigilia, atonia muscular,

actividad ponto-geniculo-occipital y marcado rittheta en hipocampo (82).

Diferentes estudios (83- 8@ermitieron precisar las estructuras responsal@eada una de
las manifestaciones bioeléctricas que caracteetaueifio REM, como lo es el tegmento pontino
dorsolateral y el nucleo reticular bulbar magndeeluen relacion a la atonia; el nudcleo
pedunculopontino con la actividad ponto-geniculoloital; de la activacion del EEG son
responsables el nucleo pedunculopontino y la foidnaeticular pontomesodiencefalica y de los
movimientos oculares rapidos, la formacion reticutgedial del puente ayudada por el nucleo

periabducens y el ntcleo prepdsito del hipoglostreentras estructuras.

Baghdoyan et al (85) describieron que la estimataguimica con un agonista colinérgico,



el carbacol, en el tegmento pontino y no en losngos bulbar y mesencefalico, producia con
corta latencia, suefio REM, confirmando la impori@mel puente en estos mecanismos. También
en los afios ochenta (86) se demostré que durastegb REM habia un aumento de la actividad
de las neuronas de los grupos colinérgicos troredélicos y del prosencéfalo basal, y una
disminucién de las de los grupos aminérgicos (rreragtgicos y serotoninérgicos). Por lo tanto, la
acetilcolina jugaba también un papel importanteekrsuefio REM, mientras que las aminas
biégenas lo hacian so6lo en la vigilia. En el su&f®EM disminuia ligeramente la actividad

neuronal de ambos grupos celulares, aminérgicosinécgicos, en relacion con la vigilia.

Se sabia que la estimulacién colinérgica producia corta latencia del suefio REM
semejante al suefio REM fisiolégico, por lo queralés de los afios ochenta y principio de los
noventa varios grupos de investigadores tratarorindestigar la localizacion en el tegmento
pontino de la estructura responsable de la indnab#desta fase del ciclo V-S. Los primeros fueron
Baghdoyan et al. (87) que, con inyecciones de 5@@ nna solucion de carbacol, precisaron que el
lugar se encontraba situado en el tegmento powlimsal y oral. Sin embargo, si se traslada al
tronco del encéfalo las coordenadas estereotagioasian en el trabajo el sitio de induccion del
suefio REM, se encuentra situado en la parte vgnanatierior del nucleo reticular caudal del puente
(RPC), introduciéndose en la parte caudal y vedihhtcleo reticular oral del puente (RPO). Dos
trabajos posteriores, haciendo inyecciones de 208enuna solucién de carbacol, sittan la
estructura inductora de sueifio REM en el tegmeniuinm oral, incluyendo la parte dorsal del
RPO. El primero de ellos lo sitda en el locus cleersio y en el perilocus coeruleuws situados
dorsales al RPO, estructuras ricas en su partei@nés neuronas colinérgicas, noradrenérgicas y
serotoninérgicas (86). El otro (88)situé como un cilindro en la parte dorsal dghtento pontino

oral incluyendo parte del &rea de Vanni-Merciaale(89) y la parte dorsal del RPO.



Otros autores (90- 91) demostraron que la regidgnivalgnte al RPO del gato en la rata era
la mas efectiva en la induccién del suefio REM pstimailacién colinérgica, asi como la
estimulacién del RPO con otros neurotransmisored gato y en la rata producian también suefio

REM.

7. Suefo y encefalopatia hepatica.

Hoy por hoy, la investigacion neurofisiolégica @dedncefalopatia hepatica en la practica
clinica, se basa fundamentalmente en los estudiestraencefalograficos de la actividad
bioeléctrica cerebral. Estos reflejos de la ac#uigostsinaptica de las neuronas corticales, en
particular de las células piramidales de la cueaj@a, son muy sensibles a la influencia de los
nutrientes y energia proveniente de los sistemaahdlkcos, la homeostasis electrolitica y a la
toxicidad de sustancias de produccion tanto endsyaomo exdgenas. Sin embargo, los patrones
electroencefalograficos son aun muy inespecificasu yaparicion depende directamente de la

severidad de la encefalopatia hepética.

Los cambios descritos en la literatura de la ataidi cortical como respuesta al cambio
metabdlico-toxico de la encefalopatia hepética smreuna lentificacion de la actividad bioeléctrica
en areas posteriores, con pérdida de sus ritmasdafforma que a medida que empeora la
disfuncion hepdtica, la actividad cerebral es remgla por ondas de frecuencias mas lentas tipo
theta y delta distribuidas de forma difusa sobdasolas areas cerebrales, junto a una actividad

paroxistica generalizada delta ritmica de predanfiointal.

Estudios recientes publicados por Martino y col®) (8n el que se analizé la actividad



bioeléctrica cerebral durante el suefio tanto ereptss cirrdticos sin encefalopatia hepatica, como
en sujetos sanos, describen las primeras alteexitanto en la microestructura, como en la
macroestructura del suefio, con aumento del poderlainda theta durante el suefio REM asociado
a un descenso del poder de la banda delta duraatds tas etapas del suefio. Con base a esto, en
pacientes cirréticos sin encefalopatia hepaticaifieata, estas alteraciones puedan reflejar la
aparicion de un grado minimo de encefalopatia mepatonvirtiéndola en una herramienta

adecuada para la evaluacién funcional de la aetiverebral y su seguimiento.



OBJETIVOS




[I. Objetivos

Una de las primeras alteraciones neurolégicagppeentan los pacientes con enfermedades
hepaticas es la alteracion en los ritmos de sueiigilia, con una latencia de suefio aumentada, un
tiempo total de suefio reducido, y una fragmentag@&rsuefio nocturno con frecuentes despertares,
asociado a episodios de somnolencia durante elTdiabién parecen tener desplazado el ritmo

circadiano de los niveles de melatonina en saridye elacionado con los ritmos de suefio.

En la actualidad, estudios en ratas con encefiidopeepatica secundaria a derivacion
portocava han descrito niveles de melatonina ateraen la glandula pineal durante el dia,
asociandolo a alteraciones del ritmo circadiandaearctividad motora y reduccion del tiempo total
de suefio, deteriordndose tanto el tiempo de sukib ¢@mo el NREM, junto a una fragmentacion
del suefio con aumento de despertares. Estas mteraade la arquitectura del suefio y de los
patrones de actividad motora en ratas con derimgoidtocava son similares a las alteraciones del
suefio en pacientes cirréticos, constatando un maicuado para el estudio de las alteraciones

del suefo.

Nuestra hipotesis para esta trabajo es que dehanmsodo que reproducen las alteraciones
cognitivas y motoras, los modelos animales de ealmgdtia hepatica deben reproducir las
alteraciones del suefio que presentan los pacieatesirrosis hepatica, teniendo asi los patrones

del ritmo de suefio alterados de modo similar dsl@acientes cirroticos.

Si esto es asi, se podrian utilizar en el futasonhodelos animales de encefalopatia hepatica

para estudiar los mecanismos moleculares resp@ssdkel las alteraciones del suefio y ensayar



procedimientos terapéuticos para revertirlos.

Los objetivos concretos de esta tesis son:

» Caracterizar las alteraciones en la arquitecturawgio en ratas con encefalopatia hepatica.

» Caracterizar las alteraciones en los ritmos decti@idad bioeléctrica cerebral en ratas con
encefalopatia hepatica.

* Analizar el efecto de opciones terapéuticas solsealteraciones en la arquitectura del

suefio y de los ritmos de la actividad cerebrabéssrcon encefalopatia hepatica.
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[ll. Metodologia

1. Animales.

Se utilizaron ratas albinas macho de la cepa W{Rattus norvegics) suministradas por
Charles River. Los animales se estabularon engaraun ambiente controlado: ciclo de 12 horas
de luz (7h-19h) y 12 h de oscuridad (19h-7h), 2B %C de temperatura y una humedad del 55 +

5%. Los animales se alimentaron con piensos coalescy tuvieron libre acceso a agua y comida.

Todos los procedimientos fueron supervisados glagutos por la institucion donde se han
realizado estos estudios en animales, siguientimgislacion espariola “Proteccion de los Animales
Utilizados para Experimentos y Otros Propositostifieos” y de acuerdo con las normas de la

Union Europea.

1.1 Modelo de hiperamonémia cronica moderada sin lta hepético.

Como modelo de hiperamonémia crénica moderadafalo hepatico se utilizé la
administracion a las ratas de una dieta rica eman(80% de acetato amodnico p/p) durante cinco
semanas como describen Felipo y cols. (37) y Azpidols. (36). Esta dieta produce un estado de
hiperamonémia sostenida en el que los niveles admianen sangrex(430uM) son unas tres veces
mas altos que en las ratas controll60uM). En cerebro, higado y masculo los aumentos de lo
niveles de amonio son del 41, 37 y 50%, respecevaen Los niveles de urea en sangiE(mM)

y la eliminacion de urea (25 mmol/24 h) en orina sproximadamente el doble de los valores



correspondientes a animales control. Las ratasales# alimentaron con pienso comercial (Harlan

2014 Mantenimiento rata/ratén). Ambos grupos turidibre acceso a agua y comida.

1.2 Modelo de encefalopatia hepética por anastomegiorta-cava (PCS).

La intervencion quirdrgica se llevo a cabo en r&tastar macho de 200 a 220 gramos al
principio del experimento. Se administré a cada @3 ml de morfina (20 mg/ml) por via
subcutanea 30 minutos antes de la operacion paduaiiria analgesia. Se anestesiaron los animales
con isoflurano (5% en oxigeno para inducir la amat 2% para mantenerla y 0,5 % en el
momento de clampar las venas) y se procedio adst@mosis porta-cava segun la técnica descrita
por Lee y Fisher (1961). Para ello, tras laparoéoreé clamparon la vena porta inferior y la vena
cava durante un tiempo no superior a 20 minutosarde el cual se realiz6 la operacion que
consiste en la union de la vena porta con la vama.cSe realiza una pequefia incision en la vena
cava inferior del didmetro de la vena porta infeyige suturan ambas. A continuacion se evalug el

intestino para ver si existia cianosis y si estaipéa el animal se sacrificaba.

Para comprobar el éxito de la operacion de anasigimuna vez sacrificados los animales,
se examino la atrofia del higado. Como medida dmil@ de atrofia se determiné en cada rata la
relacion entre el peso del higado y el peso cokpé@ma una rata control el peso del higado
constituye aproximadamente un 3% del peso corpBraluna rata con anastomosis porta-cava es
alrededor del 2%. Los cambios en el peso corposbh similares a los descritos en la literatura

para este modelo animal.

1.3 Modelo de encefalopatia hepética por ligadurailar (BDL, Bile duct-ligation).



Se administr6 analgesia para induccién y anestesia isoflurado con las mismas
condiciones a las descritas en el anterior modehks laparotomia, se expuso la via biliar caudal al
intestino, separando el conducto biliar de la veorda y arteria hepatica. Posteriormente se coloca
una sutura 5-0 alrededor del conducto biliar yigeoh con dos nudos quirdrgicos. Al atar los
nudos se aumenta la fuerza de traccién continumgarantizar la obstruccién efectiva sin cortar el
conducto biliar. Se afiadi6 una segunda ligaduraeatade la misma manera sin seccionar el

conducto bhiliar en el medio.

1.4 Modelo de intervencién simulada control (SHAM).

Al igual que en modelos anteriores, se administi@igeesia para induccion y anestesia con
isoflurado con las condiciones descritas anteriatme A las ratas control (SHAM) tras
laparotomia, se les clampo la vena cava inferida porta durante 15 minutos sin practicar la

anastomosis.

1.5 Modelos de encefalopatia hepatica con adminiattion de opciones terapéuticas

(Sildenafilo/Zolpidem).

La administracion de las diferentes opciones teraess se realizo tanto para los modelos
de intervencion simulada control (SHAM), como péra modelos con anastomosis porta-cava

(PCS) de la siguiente manera:

- Modelo con administracion de Zolpidem: Se admidistralmente una dosis al dia
de 10 mg/Kg de una concentracion de 5 mg/ml, podionele una jeringuilla

directamente en la boca desde el dia de la cirbgista el dia de finalizacion del



registro polisomnogréfico (14 dias).

- Modelo con administracion de Sildenafilo: Se adstidi en el agua de bebido con
acceso libre durante 15 dias previos a la intei@arguirargica, hasta la finalizacion
del registro polisomnogréafico (aproximadamente 2fsden total) a una

concentracion de 50 mg/It.

1.6 Implantacién de electrodos para electroencefajpama (EEG).

La implantacion de electrodos para el registratedencefalografico se realiza 3 semanas
posterior a la intervencion quirdrgica segun modedo encefalopatia hepatica e intervencion
simulada anteriormente descritas. La induccién téees se realizé con Isofluorano (5% en
oxigeno para inducir la anestesia, 2% para mangn&e realiz6 una perforacién craneal de
aproximadamente 1 mm de diametro en el area dethippo izquierdo, bajo guia estereotéaxica, lo
gue permitid la colocacién de un electrodo de temisle acero inoxidable de 0,125 mm de
diametro. Adicionalmente se implanto un electro@orelgistro de las mismas caracteristicas en
cortex prefrontal medial. Un electrodo de referarcmmun se implanté encima del cerebelo, 1 mm
posterior a la linea media lambda. Para el regatrctromiografico, se implantaron dos electrodos
de acero inoxidable de 0,12 mm de diametro, redasiede teflon sobre el muasculo trapecio
superior bilateralmente. Se colocd un electrodtietea en region parietal contralateral. Todos los
electrodos se unieron a un receptor extracorposaofifaron en el crdneo con cemento dental. (Ver

coordenadas finales de electrodos en Figura 1).



CORTEZA PREFRONTAL MEDIAL

EEG1b: AP 3,7 mm; ML 0,8 mm; DV -3,5 mm
HIPOCAMPO

EEG2: AP-3,3 mm; ML: 1,4 mm; DV: -2.3 mm
CEREBELO MEDIO

EEG1la: AP: -10,5 mm; ML: -1 mm; DV: -1 mm
AGND (tierra):

Parietal contralateral al resto, justo detras dmitara

(tornillo).

Parietal
Derecho
Referencia

EMG: musculatura del cuello, simétricos

bilateralmente y suturados subcutaneamente para que
no se muevan. cianoacrilato y tres tornillos criesea

de acero.

EMGb & EMGa

Figura 1. Zonas de implantacion de electrodos paral registro electroencefalografico.

2. Registro electroencefalografico.

Posteriormente a la implantacion de electrodosheates, los modelos animales tuvieron 10
dias de recuperacion postquirugica y 4 dias dduwdidn en sala experimental previa adquisicion
electroencefalogréafica. Las condiciones de luzaladla de registro fueron exactas a las de su
propio animalario (12:12), iniciandose los registEEEG al comienzo del ciclo de luz (8:00 am o
unos minutos antes) durante 48 horas separadossrets de datos de 24 horas continuas. Las
imagenes de video se adquirieron sincronicamente l&ograbacion electrofisioloégica, usando

camaras de video Modelan AP-5006, la Tecnolog#imigculo, controlada por el mismo software.

La sefial electroencefalografica fue adquirida dsael software Sirenia Acquisition,

version 1.8, de Pinnacle Technology (Kansas, US#),una ganancia de preamplificacion de x10,
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y una ganancia de hardware x50,78, con filtros,86100 Hz para la sefial electroencefalogréfica,

y de 10-100 Hz para la sefal electromiografiamafrecuencia de muestreo de 200 Hz.

3. Andlisis cualitativo de registro electroencefalgréafico.

El andlisis de la sefal electroencefalograficaréadizada por el autor, medico especialista en
Neurofisiologia Clinica, usando el software SireSiore, version 1.8, de Pinnacle Technology

(Kansas, USA)

Para el analisis de las distintas fases del sne8dbasamos en los criterios descritos por

Datta y Hobson (93):

» Despierto (WK):La actividad cortical EEG presenta ondas de de Vwalfaje (40-60 pV) y

de alta frecuencia 35-50 Hz). El registro EMG pnégein tono alto, de gran variabilidad, en
ocasiones con descargas bruscas de la actividatblausecundaria a los movimientos de

la musculatura cervical.

* NREM: La actividad EEG presenta una progresiva lentifma de su frecuencia e
incremento de su amplitud. En general, la actividadical presenta una baja frecuencia
(0,1-10,0 Hz) y una alta amplitud (200-400 uV). fobsta actividad, se puede en ocasiones
reconocer husos de suefio (10-14 Hz) sobrepuesindas lentas bifasicas (complejos K).
El tono muscular del registro EMG es mas bajo quéaectapa despierto, y en ocasiones

puede llegar a estar ausente.



 REM: Durante el suefio REM, la actividad EEG se caraetgror una alta frecuencia (20-
40 Hz) y de baja amplitud global (50-80 uV). Elistigg EMG mostrara atonia muscular o

menor tono EMG que en etapa NREM.

4. Andlisis cuantitativo del registro electroenceflagrafico.

Los parametros calculados para el andlisis cuéimtittueron del rango de 1 a 26,5 Hz para la
frecuencia media dominante (MDF), y las potenc#ativas de las diferentes ondas cerebrales en
los rangos Delta entre 1,0 a 3,4 Hz, Theta enea3/.4 Hz, Alpha entre 7,5 a 13,4 Hz y ondas
Beta entre 13,5 a 26,5 Hz La potencia relativaxpeesd como porcentajes de la potencia total, con

base a lo descrito por Almodio et at. (1999).

5. Andlisis estadisticos.

Los resultados se expresan como medtEM (error estandar de la media) del niumero de
animales indicados en cada caso. Se realiz6 uisi@nANOVA de una via seguido de test de
Bonferroni para comparaciones entre grupos. Sizdutiin analisis ANOVA de dos vias seguido de
test de Bonferroni para evaluar el efecto del tiergpde la operacién realizada a los modelos
animales. Los andlisis estadisticos fueron readigaon los programas estadisticos GraphPad Prism

6 y SPSS 16.0, considerando un valor de p<0.05 astaalisticamente significativo.



RESULTADOS
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V. Resultados

Para la realizacion del analisis comparativo semaon los modelos animales en seis grupos
experimentales:

1) modelos animales PCS frente a modelos SHAM;

2) modelos BDL de 6 y 10 semanas frente a modelos Sidaly 10 semanas;

3) modelos SHAM y BDL de 6 semanas frente a modelo&Nsi BDL hiperamonémicas;

4) modelos PCS frente a modelos BDL de 6 y 10 semanas;

5) modelos SHAM y PCS tratados con sildenafilo fremt@odelos SHAM y PCS no tratados

con sildenafilo;
6) modelo SHAM y PCS tratados con zolpidem frente aetas SHAM y PCS no tratados

con zolpidem.

1. Modelos animales PCS frente a modelos SHAM

En el analisis de suefio durante la noche, los med®CS se duermen 11,6+1,6 veces y los
modelos SHAM se duermen 7x1 veces (p<0,05), obsdovgue el grupo PCS se duermen 5 veces

(40%) mas durante la noche que las SHAM (Ver Ri@)r

Igualmente, durante la noche los modelos PCS duefr@@+43,9 minutos y los modelos
SHAM duermen 50+£12 minutos (p<0,05), observando lggemodelos PCS duermen 137 (73%)

minutos mas durante la noche que las SHAM (Verr&ai).



N° VECES DUERME NOCHE

14 *

Mumero de veces

PCS SHAM

Figura 2. Numero de veces que se duerme durantefache (SHAM y PCS).Se analizo cualitativamente el
electroencefalograma, fraccionandolo desde el mamen el que se apagan las luces, hasta nuevareéiiio del
ciclo de luz. Posteriormente se realizo un analisiantitativo del nimero de transiciones de estaltispierto (WK) a
estadios de suefio (REM y NREM) para determinavi&ss en que se dormian durante el registro nootuos
valores son la media, junto con el error estanda lda media del nimero de ratas analizado. Los sor
estadisticamente significativos se indican con sterégsco (*p<0.05). Las figuras muestran el nimem veces que
duermen durante la en ratas SHAM y PCS. SHAM= naodel intervencion simulada control; PCS= modelo de
encefalopatia hepética por anastomosis porto-cava.
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Figura 3. Tiempo dormido durante la noche (SHAM, PG&). Se analizo cualitativamente el
electroencefalograma, fraccionandolo desde el mamen el que se apagan las luces, hasta nuevareémiiio del
ciclo de luz. Posteriormente se realizo un analisiantitativo del tiempo en minutos que durabamsiadios de suefio
(REM y NREM) durante el registro nocturno. Los vefoson la media, junto con el error estandar demledia del
namero de ratas analizado. Los valores estadistiraen significativos se indican con un asterisco<(F®5). Las
figuras muestran el tiempo dormido durante la no@re minutos en ratas SHAM y PCS. SHAM= modelo de
intervencién simulada control; PCS= modelo de ealogfatia hepatica por anastomosis porto-cava.

Durante el suefio nocturno, las PCS tienen 20,7+380 sdefio REM, que es
significativamente mayor (p<0,01) que en los mosl&BIAM con un 1,8+1%; observando asi un
18,8% mas de suefio en fase REM en los modelos R&3pecto a la proporcion de suefio en fase

NREM, las PCS tienen un 79+3% de suefio en fase NR&fdnte la noche, significativamente
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menor (p<0,01) que las SHAM, que tienen un 98t1bkseovando en los modelos PCS un 19%
menos de suefio en fase NREM que las SHAM (Ver &gy 5).

En el andlisis del suefio durante el dia, las PG3ntkn 320+55 minutos y los modelos
SHAM duermen 368153 minutos, observando que losethosdPCS pasan 49 (12,9%) minutos de

tiempo menos dormidas que las SHAM (Ver Figura 6).

30 REM/TIEMPO DORMIDO NOCHE (%)

5 %

20 ‘
15
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% sueno REM

. B

PCS SHAM

Figura 4. Proporcion porcentual de suefio REM durarg la noche (SHAM y PCS).Se analizo el
electroencefalograma cualitativamente segun losréiftes estadios (WK, REM, NREM) para posteriormanglizar
cuantitativamente la proporcion de suefio en fas¥RIEI total del tiempo dormido durante la noches Malores son
la media, junto con el error estandar de la med&l dumero de ratas analizado. Los valores estamisiente
significativos se indican con un asterisco (**p<M0)OLas figuras muestran el porcentaje de suefio RBMrespecto
al tiempo dormido durante la noche en ratas SHARIGS. SHAM= modelo de intervencion simulada contrdlS=

modelo de encefalopatia hepatica por anastomosispava.

En el andlisis proporcional de fases durante dicagurno, las PCS tienen un 23,8t5% de
suefio en fase REM, y los modelos SHAM un 7,8+1 @servando que los modelos PCS tiene un
16% mas de suefio en fase REM que los modelos SHXM,{5). Respecto a la proporcion de
suefio NREM, los modelos PCS tienen un 76£5% deosaerifase NREM, y los modelos SHAM

un 92+1,8%, observando un menor porcentaje de seeiffase NREM del 15% en los modelos

PCS. (Ver Figuras 7 y 8).

En el analisis de despertares, el grupo de PQGfntid7+2 despertares y los modelos

SHAM 18+3 despertares, observando que los modelss tiknen 0,5 (2,65%) menos despertares



que las SHAM. (Ver Figura 9).
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Figura 5. Proporcién porcentual de suefio NREM durate la noche (SHAM y PCS).Se analizo el
electroencefalograma cualitativamente segun losréiftes estadios (WK, REM, NREM) para posteriormanglizar
cuantitativamente la proporcion de suefio en fas&MRliel total del tiempo dormidas durante la noches valores
son la media, junto el error estdndar de la med&l dumero de ratas analizado. Los valores estadisiente
significativos se indican con un asterisco (**p<@)OLas figuras muestran el porcentaje de suefio MR&n respecto
al tiempo dormido durante la noche en ratas SHARGS. SHAM= modelo de intervencién simulada contrl,S=
modelo de encefalopatia hepatica por anastomosismava.
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Figura 6. Tiempo de suefio durante el dia (SHAM y P$). Se analizo cualitativamente el
electroencefalograma, fraccionandolo desde el mamen el que se encienden las luces, hasta nuevameemicio
del ciclo de oscuridad. Posteriormente se realizo andlisis cuantitativo del tiempo en minutos queatdan en
estadios de suefio (REM y NREM) durante el regdittmo. Los valores son la media, junto con el egstandar de

la media del nimero de ratas analizado. Las figuragestran el tiempo dormido durante el dia en noisugn ratas
SHAM y PCS. SHAM= modelo de intervencion simuladatrol; PCS= modelo de encefalopatia hepética por
anastomosis porto-cava.

En el andlisis cuantitativo del electroencefalogrardurante el periodo de vigilia los
modelos SHAM presentan una frecuencia media dorten@iDF) de 12+0,3 Hz y los modelos
PCS de 9+0,6 Hz Durante los periodos de suefio NRENYDF de los modelos SHAM fue de

11,8+0,3 Hz, y para los modelos PCS de 8,8+0,4 Hiaite los periodos de suefio REM, la MDF
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de los modelos SHAM fue de 9,7+1 Hz, y para los emslPCS de 8,9+0,4 Hz.

En el analisis cuantitativo de las potencias nedatide las bandas del EEG, se obtienen unas
potencias durante periodo de vigila para los ma&d8ldAM de la banda delté)( 15,3£1%; theta
(6): 32,1+1,6%; alfad): 27,2+1% y betaf)): 24,7+1,9%. Respecto al modelo PCS, las potencias
relativas durante el periodo de vigilia fueron parbanda: 23,2+5,6%9: 35,9+1%:;0: 23,4+3% y

B: 17,4+2%.

35 REM/TIEMPO DORMIDO DIA (%)
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Figura 7. Proporcion porcentual de suefio REM duranteel dia (SHAM y PCS). Se analizo el
electroencefalograma cualitativamente segun losreliftes estadios (WK, REM, NREM) para posteriormantlizar
cuantitativamente la proporcién de suefio en fasMREI total del tiempo dormidas durante el dia. katores son la
media, junto con el error estandar de la media délmero de ratas analizado. Los valores estadistizaen
significativos se indican con un asterisco (*p<0.0B5as figuras muestran el porcentaje de suefio REBMrespecto al
tiempo dormido durante el dia en ratas SHAM y PEISAM= modelo de intervenciéon simulada control; PG8edelo
de encefalopatia hepatica por anastomosis port@acav
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Figura 8. Proporcion porcentual de suefio NREM duranté el dia (SHAM y PCS). Se analizo el
electroencefalograma cualitativamente segun losréiftes estadios (WK, REM, NREM) para posteriormantlizar
cuantitativamente la proporcion de suefio en fas&MRlel total del tiempo dormidas durante el dias Malores son
la media, junto con el error estandar de la mede&l dimero de ratas analizado. Los valores estadistente
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significativos se indican con un asterisco (*p<0.0bas figuras muestran el porcentaje de suefio NREMrespecto
al tiempo dormido durante el dia en ratas SHAM GSP SHAM= modelo de intervencion simulada contRELS=
modelo de encefalopatia hepatica por anastomosispava.

Durante los periodos de suefio NREM, las potenelasivas de los modelos SHAM fueron
para la banda: 18,2+2%;6: 29,2+1%;0: 28,3£1% VyB: 24,1+2%. Para los modelos PCS fueron de

0: 24,3+5%0: 36,5+1%;0: 22,8+2,8% y3: 16,3+1,9%.

Durante los periodos de suefio REM, las potenclatvas de los modelos SHAM fueron
para la banda: 22,1%:;6: 29,2%;a: 28,6% yp: 22,1%. Para los modelos PCS fueronéd@3,5%;

0: 36,4%;a: 22,7% yB: 17,2%.

NUM TOTAL DESPERTARES DIA

Numero despertares
w

PCS SHAM

Figura 9. Numero de despertares durante el sueiio KM y PCS). Se analizo cualitativamente el
electroencefalograma segin los diferentes esta@Ww®&, REM, NREM). Posteriormente se realizo un amli
cuantitativo del nimero de transiciones de estadmsuefio (REM y NREM) a estadio despierto (WK3 paterminar

el nimero de despertares. Los valores son la m@adigg el error estandar de la media del nUmeraatas analizado.
Las figuras muestran el nimero de despertares darah suefio en ratas SHAM y PCS. SHAM= modelo de
intervencién simulada control; PCS= modelo de ealogfatia hepatica por anastomosis porto-cava.

2. Modelos BDL de 6 y 10 semanas frente a modeldd/AM de 6 y 10 semanas

En el andlisis de suefio durante la noche, el gRIpb de 6 semanas se duerme 16,6+4
veces y el de 10 semanas se duerme 19+5 vecesud de modelo SHAM de 6 semanas se

duerme 1215 veces y el de 10 semanas 16,96 vecastd la noche, observando que los modelos
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BDL de 6 y 10 semanas se duermen 4,3 (26%) y 2 \MEdes mas durante la noche que las

SHAM de 6 y 10 semanas respectivamente. (Ver Fidya

N° VECES DUERME NOCHE

20
10
5
0

SHAM 6 sem BDL 6 sem SHAM 10 sem BDL 10 sem

Numero de veces
o

Figura 10. Numero de veces que se duerme durante feche (BDL 6 y 10 semanas, SHAM 6 y 10
semanas)Se analizo cualitativamente el electroencefalograirzcionandolo desde el momento en el que seaapag
las luces, hasta nuevamente el inicio del cicldude Posteriormente se realizo un andlisis cuatititadel nimero de
transiciones de estadio despierto (WK) a estadiesdefio (REM y NREM) para determinar las veces uen sg
dormian durante el registro nocturno. Los valores $a media, junto el error estdndar de la medid wiémero de
ratas analizadas. Las figuras muestran el nimerovelses que duermen durante la noche en ratas SHBN6 y 10
semanas, y BDL de 6 y 10 semanas. SHAM= modelaaelwencion simulada control; BDL= Modelo de endafatia
hepéatica por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas @elacion; 10 sem= 10 semanas de evolucién.

En el analisis del tiempo que pasan dormidos derétnoche, el grupo de BDL de 6
semanas duerme 111+19 minutos durante la nochelg 80 semanas duerme 165,7+61 minutos.
Respecto a los modelos SHAM, los de 6 semanas éue®®t40 minutos durante la noche, y los
de 10 semanas 142+55 minutos, observando que IdslosoBDL de 6 y 10 semanas duermen 21
(19%) y 23 (14%) minutos mas durante la noche asSHAM de 6 y 10 semanas respectivamente

(Ver Figura 11).

Durante el suefio nocturno, las ratas BDL de 6 sasma@nen un 10,3+3% de suefio en fase
REM, y los modelos SHAM de 6 semanas tienen un18&iobservando que el grupo BDL de 6
semanas tienen un 5% mas de suefio en fase RENMagIBHAM de 6 semanas. Respecto a la
proporcion de suefio en fase NREM, los modelos BBL6dsemanas tienen un 91,4+3% vy los

modelos SHAM de 6 semanas tienen un 94,4+1%, ofasdovque los modelos BDL de 6 semanas
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tienen un 3% menos de suefio en fase NREM que |1a8/3t¢ 6 semanas. (Ver Figuras 12 y 13).

250 TIEMPO DORMIDO NOCHE (MIN)
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Figura 11. Tiempo dormido durante la noche (BDL 6/ 10 semanas, SHAM 6 y 10 semana$g analizo
cualitativamente el electroencefalograma, fracciotélo desde el momento en el que se apagan las, Ibheesta
nuevamente el inicio del ciclo de luz. Posteriortaese cuantifico el tiempo en minutos que durabarstadios de
suefio (REM y NREM) durante el registro nocturncs izalores son la media, junto el error estandalalenedia del
namero de ratas analizadas. Las figuras muestraregipo dormido durante la noche en minutos ens&HAM de 6
y 10 semanas, y BDL de 6 y 10 semanas. SHAM= matelmtervencion simulada control; BDL= Modelo de
encefalopatia hepatica por ligadura biliar; 6 serfi=semanas de evolucion; 10 sem= 10 semanas decéwlu
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Figura 12. Proporcion porcentual de suefio REM durate la noche(BDL 6 y 10 semanas, SHAM 6y 10
semanas)Se analizo el electroencefalograma cualitativameseig(n los diferentes estadios (WK, REM, NREM) para
posteriormente analizar cuantitativamente la prapon de suefio en fase REM del total del tiempo @tasndurante

la noche. Los valores son la media, junto el emstandar de la media del nimero de ratas analizads. valores
estadisticamente significativos se indican con sterisco (**p<0.01). Las figuras muestran el portae de suefio
REM con respecto al tiempo dormido durante la nosheatas SHAM de 6 y 10 semanas, y BDL de 6 eiiasas.

SHAM= modelo de intervencién simulada control; BDModelo de encefalopatia hepatica por ligadura dili6
sem= 6 semanas de evolucion; 10 sem= 10 semanagodiecion.

Analizando comparativamente los grupos BDL y SHAM1® semanas, los modelos BDL
de 10 semanas tienen un 5,9+2% de suefio en fase RENM modelos SHAM de 10 semanas un

28,6+3%, observando una proporcion de suefio erRadé de un 23% menos en el grupo de BDL
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(p<0,01). Respecto a la proporcién de suefio enN&eM, el grupo BDL de 10 semanas tiene un
94+2% vy el grupo SHAM de 10 semanas un 74,9+4%emando un aumento del 19% de suefio
en fase NREM en el grupo BDL de 10 semanas resp¢cgpaupo SHAM de 10 semanas (p<0,01).

(Ver Figuras 12 y 13).
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Figura 13. Proporcién porcentual de suefio NREM durate la noche(BDL 6 y 10 semanas, SHAM 6 y
10 semanas)Se analizo el electroencefalograma cualitativamesag(n los diferentes estadios (WK, REM, NREM)
para posteriormente analizar cuantitativamente tagorcién de suefio en fase NREM del total del teemprmidas
durante la noche. Los valores son la media, jurttersor estandar de la media del nimero de rataslaado. Los
valores estadisticamente significativos se indican un asterisco (**p<0.01). Las figuras muestrdrpercentaje de
suefio NREM con respecto al tiempo dormido duramteoche en ratas SHAM de 6 y 10 semanas, y BDLyd&®
semanas. SHAM= modelo de intervencién simuladareprBDL= Modelo de encefalopatia hepatica por ldyaa
biliar; 6 sem= 6 semanas de evolucién; 10 sem=ddanas de evolucion.

En el analisis del suefio durante el dia, los med8DL de 6 semanas pasan 307+62
minutos de tiempo dormidas, y los modelos SHAM desenanas pasan 368+53 minutos,
observando que los modelos BDL de 6 semanas pdasgi66c%) minutos de tiempo menos
dormidas durante el dia que las SHAM de 6 semd&especto a los modelos de 10 semanas, el
grupo BDL pasa 315+41 minutos dormidas durantei@| @ el grupo SHAM 175+43 minutos,
observando que los modelos BDL de 10 semanas pk&amminutos (44%) mas de tiempo

dormidas durante el dia que las SHAM de 10 sem@vasFigura 14).

En el andlisis proporcional de fases durante dicukurno, las BDL de 6 semanas tiene un

14,5+4% de suefio en fase REM, y las SHAM de 6 samam 7,8+1%, observando que los
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modelos BDL de 6 semanas tienen un 7% mas de suefase REM que los modelos SHAM de 6
semanas. Respecto al porcentaje de suefio en fdsgl N6 modelos BDL de 6 semanas tienen un
85,4+4% y los modelos SHAM de 6 semanas un 92+1%ermwando que los modelos BDL de 6
semanas tienen un 7% menos de suefio en fase NR&EMIGSHAM de 6 semanas. (Ver Figuras

15y 16).
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Figura 14. Tiempo dormido durante el dia (BDL 6 y10 semanas, SHAM 6 y 10 semana$e analizo
cualitativamente el electroencefalograma, fraccioddlo desde el momento en el que se enciendemdas, |hasta
nuevamente el inicio del ciclo de oscuridad. Pastarente se realizo un analisis cuantitativo dehtpo en minutos
gue duraban en estadios de suefio (REM y NREM) tueregistro diurno. Los valores son la mediatquel error

estandar de la media del nimero de ratas analizads. valores estadisticamente significativos sécard con un

asterisco (*p<0.05). Las figuras muestran el tienghmrmido durante el dia en minutos en ratas SHAR! 6dy 10

semanas, y BDL de 6 y 10 semanas. SHAM= modeluat®eéncion simulada control; BDL= Modelo de endafatia

hepética por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas delacion; 10 sem= 10 semanas de evolucion.

En el andlisis proporcional de fases de los mod##o$0 semanas, las BDL de 10 semanas
tienen un 7+t1% de suefio en fase REM, y los mod8ldaM de 10 semanas un 14,9+5%,
observando que el grupo BDL de 10 semanas pregari& menos de suefio en fase REM que el
grupo SHAM de 10 semanas. Respecto a la propodg@uefio en fase NREM, los modelos BDL
de 10 semanas tienen 92,9+1% y los modelos SHAMOdsemana un 85+5%, observando un 8%
mas de suefio NREM en el grupo BDL de 10 semanpsatsa las SHAM de 10 semanas. (Ver

Figuras 15 y 16).
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Figura 15. Proporcion porcentual de suefio REM durate el dia (BDL 6 y 10 semanas, SHAM 6 y 10
semanas)Se analizo el electroencefalograma cualitativameseigin los diferentes estadios (WK, REM, NREM) para
posteriormente analizar cuantitativamente la prapon de suefio en fase REM del total del tiempo aasndurante

el dia. Los valores son la media, junto con el egstandar de la media del nimero de ratas anabzads figuras
muestran el porcentaje de suefio REM con respectiempo dormido durante el dia en ratas SHAM de B0y
semanas, y BDL de 6 y 10 semanas. SHAM= modelaaelwencion simulada control; BDL= Modelo de endafatia
hepatica por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas delacion; 10 sem= 10 semanas de evolucién.

En el analisis de despertares y transiciones de dasante el suefio, el grupo BDL de 6
semanas tienen 20,44 despertares durante el syefiqggrupo de SHAM de 6 semanas 17,7+3
despertares, observando que el grupo de BDL denérsss tiene 3 despertares (13%) mas que las
SHAM de 6 semanas, y mayor niumero de transicioeefase, especialmente de fase NREM a

Vigilia. (Ver Figura 17).

100 NREM/TIEMPO DORMIDO DIA (%)
95
=
L
e 90
=
2 85
=
o 80
=
75
70
SHAM 6 sem BDL 6 sem SHAM 10 sem BDL 10 sem

Figura 16. Proporcién porcentual de suefio NREM durate el dia (BDL 6 y 10 semanas, SHAM 6 y 10
semanas) Se analizo el electroencefalograma cualitativameseig(n los diferentes estadios (WK, REM, NREM) para
posteriormente analizar cuantitativamente la prapon de suefio en fase NREM del total del tiempmaas durante

el dia. Los valores son la media, junto con el egstandar de la media del nimero de ratas anabzdds figuras
muestran el porcentaje de suefio NREM con respdcterapo dormido durante el dia en ratas SHAM dg 60
semanas, y BDL de 6 y 10 semanas. SHAM= modelteteencion simulada control; BDL= Modelo de endafatia
hepética por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas delacion; 10 sem= 10 semanas de evolucion.

48



Respecto al grupo de 10 semanas, los modelos RDerti27,3+2 despertares y las SHAM
tienen 16,6+3 despertares, observando que los oo@&EL tienen 11 despertares (39%) mas que

las SHAM, y mayor numero de transiciones de fas&MR vigilia. (Ver Figuras 17).
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Figura 17. Numero de despertares durante el suefi@DL 6 y 10 semanas, SHAM 6 y 10 semanase
analizo cualitativamente el electroencefalogramgiselos diferentes estadios (WK, REM, NREM). Pusteente se
realizo un analisis cuantitativo del nimero de smibnes de estadios de suefio (REM y NREM) a esthtipierto
(WK) para determinar el nimero de despertares.\asres son la media, junto con el error estandara media del
namero de ratas analizado. Las figuras muestramiehero de despertares durante el suefio en ratasvS#6 y 10
semanas, y BDL de 6 y 10 semanas. SHAM= modeluateeéncion simulada control; BDL= Modelo de endafatia
hepética por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas delacion; 10 sem= 10 semanas de evolucién.

En el andlisis cuantitativo del electroencefalogrardurante el periodo de vigilia los
modelos SHAM de 6 semanas presentan una frecusrezdaa dominante (MDF) de 12+0,3 Hz y
los modelos SHAM de 10 semanas de 10,7+0,9 Hz.rhodelos BDL de 6 semanas durante
periodos de vigilia presentan una MDF de 11+0,3yHibs modelos BDL de 10 semanas de
12,8+0,3 Hz. Durante los periodos de suefio NRENJ & de los modelos SHAM de 6 semanas
fue de 11,8+0,3 Hz, y para los modelos SHAM dedianas de 10,9+0,6 Hz. Los modelos BDL
de 6 semanas durante los periodos de suefio NRE8&énteem una MDF de 11+0,3 Hz, y los
modelos BDL de 10 semanas de 12,8+0,2 Hz. Durastpdriodos de suefio REM, la MDF de los
modelos SHAM de 6 semanas es de 9,71 Hz, y parmntmlelos SHAM de 10 semanas de 7+1,9
Hz. Los modelos BDL de 6 semanas durante los paesidé sueifio REM, la MDF es de 10+0,6 Hz,

y para los modelos BDL de 10 semanas de 12,8+0,2 Hz
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En el andlisis cuantitativo de las potencias nedatidel EEG, se obtienen una potencias del
grupo SHAM de 6 semanas durante el periodo deaiddos: 8,3+0,5%;0: 24+1,4%;a: 28,4+1,5%
y B: 39,1+2,2%. Para el grupo de SHAM de 10 semanaante el periodo de vigilia las potencias
relativas fueron para la banda9,1+0,2%;0: 23,8+1,4%;a: 25,6%£2,8% yB: 36,7+3,5%. Para el
grupo de BDL de 6 semanas las potencias relativagnte la vigilia fuerons: 8,6+0,7%;6:
26,4+1,2%;0: 30,3+£1,6% \3: 34,6+3%. Para el grupo e BDL de 10 semanas lesp@as relativas

en vigilia fuerond: 9,6+0,5%:0: 20,1+2%;a: 24,4+0,7% \B: 45,6%2,2%.

Durante los periodos de suefio NREM, para el grugdNb de 6 semanas las potencias
relativas fuerord: 9,3+0,7%;0: 24+1,5%;0: 28+1,6% Vyp: 38,4+2,2%. Para el grupo SHAM de 10
semanas las potencias relativas durante el peiiRIEM fuerons: 11,3+1%;60: 23,7+1,5%;0.
27,1+1,8% yp: 33,9+3,5%. Para el grupo BDL de 6 semanas, lésnp@s relativas durante en
NREM fuerond: 8,9+1%:;0: 26,5+1,3%;0: 29,3+£1,6% yp: 34,3+3%. Para el grupo de BDL de 10
semanas, las potencias relativas durante el NREdofus: 10,1+0,4%;60: 19,6+1,6%; o

24,4+0,4% \3: 45,7+1,7%.

Durante los periodos de suefio REM, las potenci@sivas para el grupo SHAM de 6
semanas fuerodr 9,2+0,5%:;0: 24,28+1,6% . 27,4+1,3% Vp: 39+2,2%. Para el grupo de SHAM
de 10 semanas, durante los periodos de suefio REBEma una potencias relativas de
10,9+0,9%:0: 24,9+2,1%;0: 27,9£2,1% \p: 36,1+4,3%. Para el grupo de BDL de 6 semanas, las
potencias relativas durante el REM fuetor®,8+1%:;6: 27,4+1,8%;0: 27,2+1,7% \p: 35,4+2,8%.
Para el grupo BDL de 10 semanas, las potenciasvedadurante el REM fuerodt 9,9+0,4%:;0:

19,9+1,7%;0: 24,4+0,2% \f3: 45,6+1,6%.



3. Modelos SHAM y BDL de 6 semanas frente a model&1AM y BDL hiperamonémicas

En el analisis durante el suefio nocturno de losetsdhiperamonémicas, las BDL se
duermen 18,6+3 veces y los modelos SHAM 17+3 veoeante la noche. Respecto a los modelos
no hiperamonémicos, las BDL se duermen 16,6+4 vedas SHAM 12,315 veces, observandose
gue el grupo BDL y SHAM hiperamonémicas se duerthéh0,5%) y 5 (28%) veces mas durante

la noche respectivamente que las no hiperamonénfiéaisFigura 18).

25 N° VECES DUERME NOCHE

20
15
10
5
0

SHAM control SHAM HA BDL control BDL HA

Mumero de veces

Figura 18. Numero de veces que se duerme durantedache (BDL y SHAM hiperamonémicas, BDL y
SHAM no hiperamonémicas). Se analizo cualitativamente el electroencefalograrfiiaccionandolo desde el
momento en el que se apagan las luces, hasta neexarsl inicio del ciclo de luz. Posteriormentersalizo un
analisis cuantitativo del nimero de transicionesedéadio despierto (WK) a estadios de suefio (REMREM) para
determinar las veces en que se dormian duranteg$tro nocturno. Los valores son la media, juritereor estandar
de la media del numero de ratas analizadas. Lagdig muestran el nimero de veces que duermen @ul@nbche en
ratas SHAM controles y expuestas a dieta hiperammicgé y BDL controles y expuestas a dieta hipergmaoa.
SHAM= modelo de intervencién simulada control; BDModelo de encefalopatia hepatica por ligadura dili
Control= ratas no expuestas a dieta hiperamonémitas ratas expuestas a dieta hiperamonémica.

Igualmente, analizando el tiempo dormido duranteolehe, el grupo BDL hiperamonémico
duerme 186,5+54 minutos y el grupo SHAM hiperamaném 70,3+41 minutos. Respecto a los
modelos no hiperamonémicos, el grupo BDL duerme4#ll'® minutos y el grupo SHAM 90+40
minutos, observandose que los grupos BDL y SHAMet@monémicas duermen 75 (40%) y 80

(47%) minutos mas durante la noche que las nodmpanémicas respectivamente. (Ver Figura 19).

En el analisis proporcional de fases durante efigumcturno, las BDL hiperamonémicas
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tienen un 9+2% de fase REM durante el suefio y y&t206 de fase NREM. Respecto al grupo
BDL no hiperamonémicas, estas presentan un 10,3d8%ase REM durante el suefio y un
89,6+£3% de fase NREM, observando que las BDL hiperg&gmicas tienen un 1% menos de suefio
en fase REM y un 1% mas de suefio en fase NREM gsieBDL no hiperamonémicas

respectivamente. (Ver Figuras 20 y 21).
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Figura 19. Tiempo dormido durante la noche (BDL ySHAM hiperamonémicas, BDL y SHAM no
hiperamonémicas).Se analizo cualitativamente el electroencefalografrecionandolo desde el momento en el que
se apagan las luces, hasta nuevamente el inicieidigl de luz. Posteriormente se cuantifico el fenen minutos que
duraban en estadios de suefio (REM y NREM) durdmtegestro nocturno. Los valores son la media, uet error
estandar de la media del nimero de ratas analizatlas figuras muestran el tiempo dormido durantendehe en
minutos en ratas SHAM controles y expuestas a dig@@ramonémica y BDL controles y expuestas a dieta
hiperamonémica. SHAM= modelo de intervencién sidmlaontrol; BDL= Modelo de encefalopatia hepéticar p
ligadura biliar; Control= ratas no expuestas a daghiperamonémica; HA= ratas expuestas a dieta lipsnémica.

Analizando comparativamente los grupos SHAM, loglehas hiperamonémicos presentan
un 7,8+3% de suefio REM durante el suefio y un 92d8%ueio NREM. Por otra parte, los
modelos SHAM no hiperamonémicos presentan un 5,5d#&%ase REM durante el suefio y un
94,4+1% de suefio NREM, observando una proporcisudéo en fase REM de un 2% mas en el

grupo hiperamonémico, con un 2 % menos de suefeserNREM. (Ver Figuras 20 y 21).

52



16 REM/TIEMPO DORMIDO NOCHE (%)

10
8
6
4
2
0

SHAM control SHAM HA BDL control BDL HA

% suenoc REM

Figura 20. Proporcion porcentual de suefio REM durate la noche (BDL y SHAM hiperamonémicas,
BDL y SHAM no hiperamonémicas).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesggun los diferentes
estadios (WK, REM, NREM) para posteriormente aaaliantitativamente la proporcion de suefio en fa&M del
total del tiempo dormidas durante la noche. Loored son la media, junto el error estandar de ladiaelel nUmero
de ratas analizado Las figuras muestran el porcente suefio REM con respecto al tiempo dormidorderka noche
en ratas SHAM controles y expuestas a dieta hipengmica y BDL controles y expuestas a dieta hipersmica.
SHAM= modelo de intervencién simulada control; BDModelo de encefalopatia hepatica por ligadura asili
Control= ratas no expuestas a dieta hiperamonémitA; ratas expuestas a dieta hiperamonémica.

En el analisis del suefio durante el dia, los madBDL hiperamonémicos pasan 468,8+54
minutos dormidas y las no hiperamonémicas pasat620iminutos, observando que el grupo de
BDL hiperamonémicas pasan 161,4 minutos (34,4%) ostiempo dormidas que las no
hiperamonémicas. Esta diferencia se invierte emgrepo de las SHAM, donde los modelos
hiperamonémicos pasan 218+24 minutos durmienda ynéahiperamonémicas duermen 368+53
minutos, observando que las expuestas a al ampagi@an 150 minutos menos (40,7%) de tiempo

dormidas que las no hiperamonémicas (Ver Figura 22)
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Figura 21. Proporcion porcentual de suefio NREM durate la noche (BDL y SHAM hiperamonémicas,
BDL y SHAM no hiperamonémicas).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesggun los diferentes
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estadios (WK, REM, NREM) para posteriormente aaakzantitativamente la proporcién de suefio en fdREM del
total del tiempo dormidas durante la noche. Looked son la media, junto el error estandar de ladimalel nimero

de ratas analizado Las figuras muestran el porcentie suefio NREM con respecto al tiempo dormidarderla
noche en ratas SHAM controles y expuestas a digt@ardamonémica y BDL controles y expuestas a dieta
hiperamonémica. SHAM= modelo de intervencién siamulaontrol; BDL= Modelo de encefalopatia hepéaticar p
ligadura biliar; Control= ratas no expuestas a dighiperamonémica; HA= ratas expuestas a dieta ldpwnémica.

En el analisis proporcional de fases durante efiGudurno, las BDL hiperamonémicas
tienen un 12,6:2% de fase REM durante el suefio §78t2% de fase NREM. Respecto al grupo
de BDL no hiperamonémicas, estas tienen un 14,5dd%uefio REM y un 85,4+4% de suefio
NREM, observando que las BDL hiperamonémicas tiame2% menos de suefio en fase REM y
un 2% mas de suefio en fase NREM que las BDL nodnpenémicas respectivamente. (Ver

Figuras 23 y 24).
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Figura 22. Tiempo dormido durante el dia (BDL y SHAM hiperamonémicas, BDL y SHAM no
hiperamonémicas).Se analizo cualitativamente el electroencefalografmrecionandolo desde el momento en el que
se encienden las luces, hasta nuevamente el idieicciclo de oscuridad. Posteriormente se realizo andlisis
cuantitativo del tiempo en minutos que duraban stadios de suefio (REM y NREM) durante el registoond. Los
valores son la media junto el error estandar denledia del nimero de ratas analizado. Las figuragstran el tiempo
dormido durante el dia en minutos en ratas SHAMrodes y expuestas a dieta hiperamonémica y BDlirot@s y
expuestas a dieta hiperamonémica. SHAM= modelatéeviencion simulada control; BDL= Modelo de endefatia
hepética por ligadura biliar; Control= ratas no expstas a dieta hiperamonémica; HA= ratas expuestatieta
hiperamonémica.

En el analisis comparativo de los grupos SHAM, rfaslelos hiperamonémicos tienen un
10,9+3,8% de suefio en fase REM y un 89+3% en f&eNN Respecto a los modelos SHAM no
hiperamonémicos, estos tienen un 7,8£1% de sueffasenREM y un 92+1% de fase NREM,

observando una proporcion de suefio en fase REM 8&wumas en el grupo hiperamonémicos, con
54



un 3% menos de suefio en fase NREM, respecto a laperamonémicas. (Ver Figuras 23 y 24).
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Figura 23. Proporcion porcentual de suefio REM durate la dia (BDL y SHAM hiperamonémicas,
BDL y SHAM no hiperamonémicas).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesgtgin los diferentes
estadios (WK, REM, NREM) para posteriormente aaaliantitativamente la proporcion de suefio en fa&M del
total del tiempo dormidas durante el dia. Los vason la media, junto con el error estandar demé&dia del nimero
de ratas analizado. Las figuras muestran el porggntle suefio REM con respecto al tiempo dormidarderel dia en
ratas SHAM controles y expuestas a dieta hiperammice y BDL controles y expuestas a dieta hiperammuce
SHAM= modelo de intervencién simulada control; BDModelo de encefalopatia hepética por ligadura dbili
Control= ratas no expuestas a dieta hiperamonémitA;: ratas expuestas a dieta hiperamonémica.

En el analisis de despertares y transiciones de dasante el suefio, los modelos BDL
hiperamonémicos tienen 3118 despertares y las perdinonémicas tienen 20,4+4 despertares,
observando que el grupo de BDL hiperamonémieseti 11 despertares (34%) méas que las BDL
no hiperamonémicas, y mayor numero de transicialee$ase, especialmente de fase NREM a

Vigilia. (Ver Figura 25).
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Figura 24. Proporcion porcentual de suefio NREM durate la dia (BDL y SHAM hiperamonémicas,
BDL y SHAM no hiperamonémicas).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesgtgin los diferentes
estadios (WK, REM, NREM) para posteriormente aaaliziantitativamente la proporcion de suefio en fdBEM del
total del tiempo dormidas durante el dia. Los vason la media, junto con el error estandar demé&dia del nimero
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de ratas analizado. Las figuras muestran el porggntle suefio NREM con respecto al tiempo dormidande el dia
en ratas SHAM controles y expuestas a dieta hipengmica y BDL controles y expuestas a dieta hipersmica.
SHAM= modelo de intervencién simulada control; BDModelo de encefalopatia hepatica por ligadura asili
Control= ratas no expuestas a dieta hiperamonémitA; ratas expuestas a dieta hiperamonémica.

Estas diferencias son similares en el grupo de 3&AM, donde los modelos
hiperamonémicos tienen 22,3+5 despertares y loshiperamonémicos 17,7+3 despertares,
observando que el grupo hiperamonémico presentespedares (21%) mas que las SHAM no

hiperamonémicas, y mayor niumero de transiciondasgeNREM a vigilia. (Ver Figura 25).
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Figura 25. Numero de despertares durante el suefi®@e analizo cualitativamente el electroencefalograma
segun los diferentes estadios (WK, REM, NREM).drosmente se realizo un andlisis cuantitativo démero de
transiciones de estadios de suefio (REM y NREMjaaliesdespierto (WK) para determinar el nimero dspkrtares.
Los valores son la media, junto con el error estmie la media del nimero de ratas analizado. ligisrs muestran

el numero de despertares durante el suefio en r8t&M controles y expuestas a dieta hiperamonémi&Dly
controles y expuestas a dieta hiperamonémica. SHAWdelo de intervencién simulada control; BDL= Mimdde
encefalopatia hepatica por ligadura biliar; Controtatas no expuestas a dieta hiperamonémica; HAtassexpuestas

a dieta hiperamonémica.

En el analisis cuantitativo del electroencefalogrardurante el periodo de vigilia los
modelos SHAM no hiperamonémicos presentan unadrega media dominante (MDF) de 12+0,3
Hz y los modelos SHAM hiperamonémicos de 12+0,4P&ra el grupo BDL no hiperamonémico,
durante la vigila presenta una MDF de 11,3+0,3 Mzpara el grupo de modelos BDL
hiperamonémicos de 10.9+1 Hz. Durante los periamsueio NREM los modelos SHAM no
hiperamonémicos presentan una MDF de 11,8+0,3 K8 $HAM hiperamonémicas de 12,2+0,3
Hz. Para el grupo de BDL no hiperamonémicos, deréog periodos de suefio NREM presentan

una MDF de 11,2+0,3 Hz, y los modelos BDL hiperagmitos de 10,7+1 Hz. Durante los



periodos de suefio REM, los modelos SHAM no hiper@micos presentan una MDF de 9,7+1 Hz
y las SHAM hiperamonémicas de 11+1,3 Hz. Los ma&l&DOL no hiperamonémicos presentan
durante los periodos de suefio REM una MDF de 1063H2, y las BDL hiperamonémicas de

10,7+1 Hz.

En el andlisis cuantitativo de las potencias nedatidel EEG, se obtienen unas potencias
relativas durante la vigilia para el grupo SHAMhiperamonémico d& 8,3+0,5%;0: 24+1,7%;a.
28,4+1,5% yp: 39+2,2%. Para el grupo SHAM hiperamonémico sdenbh unas potencias
relativas durante vigilia d& 8,9+0,6%:0: 22,2+2%;0: 27+1,8% yB: 41,7+3%. Para el grupo BDL
no hiperamonémico durante la vigilia presenta wtanzias relativas d& 8,6+0,7%;0: 26,4+1%;

a: 30,3+1,6% Vp: 34,6+3%. Para el grupo BDL hiperamonémico, lagpaas relativas durante la

vigilia fuerond: 9,3+0,7%:0: 25,3%+2,4%;0: 25,4+2,4% \3: 34,5+5,7%.

Durante los periodos de suefio NREM, las poten@&sivas para el grupo SHAM no
hiperamonémico fuerow: 9,310,7%;6: 24+1,5%;a: 28+1,6% yp: 38,4+2,2%. Para el grupo
SHAM hiperamonémico las potencias relativas duraitsuefio NREM fuerom: 9,7+1%; 6:
21,9+1,8%;a: 26,9+2.3% VypB: 41,3+2,9%. Para el grupo BDL no hiperamonémias, gotencias
relativas durante el NREM fuer@n 9,6+0,8%:;60: 26,5+1,3%;0: 29,3+1,6% Vf: 34,3+£3,1%. Para
el grupo BDL hiperamonémico, las potencias relatistarante el NREM fuerod: 10,9+0,7%;0:

25,8+2,8%;0: 25,1+2% yf: 33,1+6%.

Durante los periodos de sueiilo REM, las potencidatives del grupo SHAM no
hiperamonémico fuerow: 9,2+0,5%;6: 24,2+1,6%;0: 27,411,3% yp: 39+2%. Para el grupo

SHAM hiperamonémico, durante el suefio REM las misnrelativas fueron: 12,3+1,6%:;0:



22,5+1,9%;0: 24,7+0,6% yB: 40,3+3%. Para el grupo BDL no hiperamonémico,dagencias
relativas durante el suefio REM fuer&n9,8+1%;0: 27,4+1,8%;a: 27,2+1,7% yB: 35,4+2,8%.
Para el grupo BDL hiperamonémico, las potenciaativ@ls durante el suefio REM fuerén

9,7+0,1%:0: 27,1+3%;0: 25,9+2% Vf: 32,6+6%.
4. Modelos PCS frente modelos BDL de 6 y 10 semanas

En el andlisis de suefio durante la noche, los medeCS se duermen 11,6t1 veces, los
BDL de 6 semanas 16,6t4 veces y los BDL de 10 samd®+5 veces durante la noche,
observando que los BDL de 6 y 10 semanas se dudsr(@dpoe) y 7,3 (38%) veces mas durante la

noche que las PCS respectivamente. (Ver Figura 26).
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Figura 26. Namero de veces que se duerme durante h@che (PCS, BDL de 6 semanas y BDL de 10
semanas)Se analizo cualitativamente el electroencefalograiracionandolo desde el momento en el que seampag
las luces, hasta nuevamente el inicio del cicldude Posteriormente se realizo un analisis cuatititadel nimero de
transiciones de estadio despierto (WK) a estadiesdeio (REM y NREM) para determinar las veces ten sg
dormian durante el registro nocturno. Los valores $a media, junto el error estandar de la media wi@nero de
ratas analizadas. Las figuras muestran el nUmerwet®s que duermen durante la noche en ratas PBBLyde 6 y
10 semanas. PCS= modelo de encefalopatia hepaticaampastomosis porto-cava; BDL= Modelo de encefatép
hepética por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas delacion; 10 sem= 10 semanas de evolucion.

Sin embargo, en el analisis de tiempo dormido darde noche, el grupo PCS duerme
187+43 minutos, las BDL de 6 semanas duermen 119,4ainutos y las BDL de 10 semanas
165,7+61 minutos, observando que los modelos BDE gel0 semanas duermen 76 (40%) y 21,4

(119%) minutos menos durante la noche que las P§pfeecgvamente. (Ver Figura 27).
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Figura 27. Tiempo dormido durante la noche (PCS, BL de 6 semanas y BDL de 10 semana§e
analizo cualitativamente el electroencefalograntacéionandolo desde el momento en el que se aplgatuces,
hasta nuevamente el inicio del ciclo de luz. Pdsterente se cuantifico el tiempo en minutos queldan en estadios
de suefio (REM y NREM) durante el registro noctutras valores son la media, junto el error estandarla media
del numero de ratas analizadas. Las figuras muestiaiempo dormido durante la noche en minutosa¢as PCS y
BDL de 6 y 10 semanas. PCS= modelo de encefalopafid@tica por anastomosis porto-cava; BDL= Modeb d
encefalopatia hepatica por ligadura biliar; 6 serfi=semanas de evolucion; 10 sem= 10 semanas decéwulu

En el andlisis de la proporcion de fases duransuefio nocturno, los modelos PCS tienen
un 20,7+3% de suefio REM, los modelos BDL de 6 sesd0,3+3% y los modelos BDL de 10
semanas 5,9+2%, observando que los grupos BDL yld® semanas tienen un 10% y un 15%
menos de suefio en fase REM que las PCS respectit@arRespecto a la proporcidén de suefio en
fase NREM, los modelos PCS tienen un 79+3%, las BBI6 semanas un 91,4+3% y las BDL de
10 semanas un 94+2%, observando un mayor porcetgagaeiio NREM en los modelos BDL de 6

y 10 semanas de un 12% y un 15% mas que las P@&tieamente. (Ver Figuras 28 y 29).
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Figura 28. Proporcion porcentual de suefio REM durate la noche (PCS, BDL de 6 semanas y BDL de
10 semanas).Se analizo el electroencefalograma cualitativameseigin los diferentes estadios (WK, REM, NREM)
para posteriormente analizar cuantitativamente faporcion de suefio en fase REM del total del tiedponidas
durante la noche. Los valores son la media, juritersor estandar de la media del nimero de ratasl@ado. Las
figuras muestran el porcentaje de suefio REM copems al tiempo dormido durante la noche en rat&SR BDL de
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6 y 10 semanas. PCS= modelo de encefalopatia lwep@ddir anastomosis porto-cava; BDL= Modelo de ealogfatia
hepética por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas delacion; 10 sem= 10 semanas de evolucién.
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Figura 29. Proporcion porcentual de suefio NREM durate la noche (PCS, BDL de 6 semanas y BDL
de 10 semanas)Se analizo el electroencefalograma cualitativamesegln los diferentes estadios (WK, REM,
NREM) para posteriormente analizar cuantitativaneefg proporcion de suefio en fase NREM del totaltidehpo
dormidas durante la noche. Los valores son la mejliato el error estandar de la media del nimero rdtas
analizado Las figuras muestran el porcentaje degisUSREM con respecto al tiempo dormido durantedahe en
ratas PCS y BDL de 6 y 10 semanas. PCS= modelmdefaopatia hepatica por anastomosis porto-cavll B
Modelo de encefalopatia hepatica por ligadura bjli& sem= 6 semanas de evolucion; 10 sem= 10 semdea
evolucion.

% suefio HREM

En el andlisis del suefio durante el dia, los madedS pasan 320,455 minutos dormidas,
las BDL de 6 semanas 307,3+62 minutos y las BDll@esemanas 315+41 minutos, observando
qgue los grupos BDL de 6 y 10 semanas pasan 13 y4563 (1,6%) minutos menos de tiempo

dormidas que las PCS respectivamente. (Ver Figdya 3
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Figura 30 Tiempo dormido durante el dia (PCS, BDLlde 6 semanas y BDL de 10 semanasye analizo
cualitativamente el electroencefalograma, fraccioddlo desde el momento en el que se enciendemdas, Ihasta
nuevamente el inicio del ciclo de oscuridad. Pasterente se realizo un andlisis cuantitativo dehipo en minutos
gue duraban en estadios de suefio (REM y NREM) tuedrregistro diurno. Los valores son la mediatqual error
estandar de la media del nimero de ratas analizhds.figuras muestran el tiempo dormido durantdialen minutos
en ratas PCS y BDL de 6 y 10 semanas. PCS= modetmdefalopatia hepatica por anastomosis porto-c8@i=
Modelo de encefalopatia hepatica por ligadura bjli& sem= 6 semanas de evolucion; 10 sem= 10 semdea
evolucion.
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En el analisis proporcional de fases durante eficuburno, los modelos PCS tienen un
23,815% de suefio en fase REM y un 76£5% de sueifasenNREM. Respecto a los modelos
BDL, los grupos de 6 semanas tienen un 14,5+4%udaosen fase REM y un 85,4+4% en fase
NREM; y los modelos BDL de 10 semanas tienen urt/t& sueio en fase REM y un 92,9+1%
de suefio en fase NREM, observando que los grupasd®D6 y 10 semanas tienen un 9% y un
17% menos de suefio en fase REM que las PCS y un1®% mas de suefio en fase NREM que

las PCS respectivamente. (Ver Figuras 31y 32).
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Figura 31. Proporcion porcentual de suefio REM durate el dia (PCS, BDL de 6 semanas y BDL de 10
semanas). Se analizo el electroencefalograma cualitativames#gln los diferentes estadios (WK, REM, NREM)
para posteriormente analizar cuantitativamente tagorcion de suefio en fase REM del total del tiemponidas
durante el dia. Los valores son la media, junterebr estandar de la media del numero de ratas aado. Las figuras
muestran el porcentaje de suefio REM con respectierapo dormido durante el dia en ratas PCS y BBL6dy 10
semanas. PCS= modelo de encefalopatia hepaticaapastomosis porto-cava; BDL= Modelo de encefalapati
hepética por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas delacion; 10 sem= 10 semanas de evolucion.

0

En el analisis de despertares durante el suefimdoelos PCS tienen 17+2 despertares, los
modelos BDL de 6 semanas 20,4+4 despertares y lmdelos BDL de 10 semanas 27,3+2
despertares, observando que el grupo de las BOA.yd&@0 semanas tienen 7 (35%) y 14 (51,6%)

despertares mas que las PCS respectivamente. ieaB3).
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Figura 32. Proporcion porcentual de suefio NREM durate el dia (PCS, BDL de 6 semanas y BDL de
10 semanas).Se analizo el electroencefalograma cualitativameseigin los diferentes estadios (WK, REM, NREM)
para posteriormente analizar cuantitativamente tagorcién de suefio en fase NREM del total del teemprmidas
durante el dia. Los valores son la media, junteredbr estandar de la media del nUmero de ratas aadb. Las figuras
muestran el porcentaje de suefio REM con respectierapo dormido durante el dia en ratas PCS y BeL6dy 10
semanas. PCS= modelo de encefalopatia hepaticaapastomosis porto-cava; BDL= Modelo de encefalapati
hepética por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas @elacion; 10 sem= 10 semanas de evolucién.

En el andlisis cuantitativo del electroencefalogrardurante el periodo de vigilia los
modelos PCS presentan una frecuencia media doraifisiidF) de 9,1+0,6 Hz, los modelos BDL
de 6 semanas de 11,3+0,6 Hz, y los modelos BDLQleemanas de 12,8+0,3 Hz. Durante los
periodos de suefio NREM, la MDF de los modelos R@€Xde 8,8+0,4 Hz, para los modelos BDL
de 6 semanas de 11,2+0,3 Hz y para los modeloDded® 10 semanas de 12,8+0,2 Hz. Durante
los periodos de sueiio REM, la MDF de los modeloS R@ de 8,9+0,4 Hz, para los modelos BDL

de 6 semanas fue de 10,3+£0,6 Hz y los modelos Bbl0dsemanas de 12,8+0,2 Hz.

En el analisis comparativo del EEG cuantitativo, adienen unas potencias relativas
durante el periodo de vigilia a nivel cortical palagrupo PCS dé: 23,2+5%;0: 35,9+1%;a:
23,4+3% yp: 17,4+2%. Para el grupo de BDL de 6 semanas daranperiodo de vigilia, las
potencias relativas fueran 14,9+1,6%;0: 31,2+1%;a: 28,8+0,9% yf: 25+1,8%. Para el grupo
BDL de 10 semanas las potencias relativas durantigilia fuerons: 13,4+0,5%9: 28,5+1,2%;a.:

29,6+0,4% y3: 28,3+1,3%.
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Durante el periodo de sueiio NREM, las potenciaativas del grupo PCS fuerohn
24,315,4%;0: 36,5+1,2%;a: 22,8+2,8% yp: 16,3+1,9%. Para el grupo BDL de 6 semanas, las
potencias relativas durante el NREM fuerén 17+2%; 0: 29,6+0,5%; a: 29,6+1,4% vy f:
23,4+1,9%. Para el grupo BDL de 10 semanas, lasnp@ats relativas durante el suefio NREM

fuerond: 14+0,9%:;0: 27,8+0,8%;u: 32+,07% y3: 25,9+1,4%.
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Figura 33. Numero de despertares durante el suefi®CS, BDL de 6 semanas y BDL de 10 semanas).
Se analizo cualitativamente el electroencefalogramgln los diferentes estadios (WK, REM, NREM)teiosmente
se realizo un analisis cuantitativo del nimero d@siciones de estadios de suefio (REM y NREM)aaliestiespierto
(WK) para determinar el nimero de despertares.\asres son la media, junto con el error estandara media del
namero de ratas analizado. Las figuras muestramiehero de despertares durante el suefio en ratasyFRIH. de 6 y
10 semanas. PCS= modelo de encefalopatia hepaticapastomosis porto-cava; BDL= Modelo de encefattp
hepética por ligadura biliar; 6 sem= 6 semanas delacion; 10 sem= 10 semanas de evolucién.

Durante el periodo de suefio REM, las potenciastivata del grupo PCS fueroi:
23,515,8%0: 36,4+1%;a: 22,7+3% yB: 17,2+2%. Para el grupo BDL de 6 semanas, lanpae
relativas durante el REM fuer@n 16,5+2,5%;9: 30,9£1,6%;a: 28+2,1% yp: 24,4+2,6%. Para el
grupo de 10 semanas, las potencias relativas & cavecal durante el suefio REM fueren

13,2+0,7%9: 28,4+0,9%: 31,9+1,2% \B: 26,4+1%.
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5. Modelos SHAM y PCS tratadas con sildenafilo frete a modelos SHAM y PCS no tratadas

con sildenafilo

En el andlisis de suefio durante la noche los med&HAM se duermen 7+1 veces durante
la noche y los PCS 11,6+1 veces. Respecto a loglomdxpuestos al sildenafilo, el grupo SHAM
se duerme 14+2 veces y los PCS con sildenafilo 14t2s, observandose que el grupo SHAM y
PCS con sildenafilo se duermen 7 (51%) y 2,7 (18)886es mas durante la noche que los modelos

gue no recibieron sildenafilo respectivamente. (Mgura 34).
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Figura 34. Numero de veces que se duerme durantehache (SHAM y PCS con sildenafilo, SHAM vy
PCS sin sildenafilo).Se analizo cualitativamente el electroencefalografreccionandolo desde el momento en el
gue se apagan las luces, hasta nuevamente el idéioiclo de luz. Posteriormente se realizo unliargcuantitativo
del nimero de transiciones de estadio despierto)(8\stadios de suefio (REM y NREM) para determasaveces en
gue se dormian durante el registro nocturno. Ldsnes son la media y el error estandar de la medBhnimero de
ratas analizado. Los valores estadisticamente Saiivos se indican con un asterisco (*p<0.05).sLéguras
muestran el nimero de veces que duermen duramedae en ratas SHAM, SHAM Sild, PCS y PCS Sild.MSHA
modelo de intervencion simulada control; SHAM Siltedelo de intervencion simulada control en tragmd con
sildenafilo; PCS= modelo de encefalopatia hepatioaanastomosis porto-cava; PCS Sild= modelos deftopatia
hepéatica por anastomosis porto-cava en tratamieoto sildenafilo

De manera similar, el grupo SHAM no expuesto alesibfilo duerme 50+12 minutos
durante la noche y los modelos SHAM expuestos deer68+48 minutos, observando que el
grupo de SHAM con sildenafilo duerme 118 (70%) rtosumas que el grupo SHAM sin
sildenafilo. Por el contrario, respecto a los moddPCS, el grupo no expuestos al sildenafilo

duerme 187+43,91 minutos y los PCS expuestos 140a2@itos, observando que el grupo
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expuesto al sildenafilo duerme 46 minutos (24,76t¢nos durante la noche que las no expuestas.

(Ver Figura 35).

En el andlisis de proporcion de fases durante eficGmocturno, las SHAM con sildenafilo
tienen 7t4% de suefio REM, y las no expuestas @trslfilo un 1,8+1%, observando que las
SHAM con sildenafilo tienen un 5% mas de sueficase REM que las no expuestas al sildenafilo.
Respecto a los modelos PCS, las expuestas al dildetrenen un 15+1% de suefio en fase REM, y
las no expuestas un 20,7+3%, observando que lascB&Sildenafilo tienen un 5,6% menos de
suefio en fase REM que las no expuestas, sin embargorcentaje de suefio REM siguen siendo
significativamente mayor en el grupo PCS expuédssidenafilo (p<0,05) que en el grupo SHAM.

(Ver Figura 36).
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Figura 35. Tiempo dormido durante la noche (SHAM yPCS con sildenafilo, SHAM y PCS sin
sildenafilo). Se analizo cualitativamente el electroencefalografmaccionandolo desde el momento en el que se
apagan las luces, hasta nuevamente el inicio dab ale luz. Posteriormente se cuantifico el tienepominutos que
duraban en estadios de suefio (REM y NREM) durdntegéstro nocturno. Los valores son la media, fubn el
error estandar de la media del niumero de ratas a@adb. Los valores estadisticamente significatsesdican con un
asterisco (*p<0.05). Las figuras muestran el tiengmomido durante la noche en minutos en ratas SHBNAM Sild,
PCS y PCS Sild. SHAM= modelo de intervencion sidaukeontrol; SHAM Sild= modelo de intervencion siatdd
control en tratamiento con sildenafilo; PCS= modele encefalopatia hepatica por anastomosis poriar#®CS
Sild= modelos de encefalopatia hepética por anaegisnporto-cava en tratamiento con sildenafilo
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Figura 36. Proporcion porcentual de suefio REM durate la noche (SHAM y PCS con sildenafilo,
SHAM y PCS sin sildenafilo).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesggUn los diferentes estadios
(WK, REM, NREM) para posteriormente analizar cuatittamente la proporcion de suefio en fase REMatal del
tiempo dormidas durante la noche. Los valores somédia, junto el error estdndar de la media dene@o de ratas
analizado. Los valores estadisticamente significatise indican con un asterisco (*p<0.05, **p<0.0Lps figuras
muestran el porcentaje de suefio REM con respedierapo dormido durante la noche en ratas SHAM, RHgd,
PCS y PCS Sild. SHAM= modelo de intervencién sidauleontrol; SHAM Sild= modelo de intervencion siaud
control en tratamiento con sildenafilo; PCS= modele encefalopatia hepatica por anastomosis poriard@CS
Sild= modelos de encefalopatia hepética por anaegisnporto-cava en tratamiento con sildenafilo

Analizando la proporcion de suefio NREM, las ratd&\M expuestas al sildenafilo tienen
un 90,6+4% de suefio en fase NREM, y las SHAM naiesias tienen un 98+1%, observando que
las SHAM con sildenafilo tienen un 7,5% menos defisuen fase NREM que las SHAM sin
sildenafilo. Respecto al grupo de PCS, las expsiedtaildenafilo tienen 85+1% de suefio en fase
NREM vy las no expuestas un 79+3%, observando qu@%C con sildenafilo tienen un 11% mas
de suefio en fase NREM que las no expuestas, siargmtel sildenafilo no llega a recuperar el
porcentaje de suefio NREM obtenido en el grupo SHAMS sigue observandose una diferencia
significativa entre ellos (p<0,05), aunque menassada que antes del tratamiento (p<0,01). (Ver

Figura 37).
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Figura 37. Proporcién porcentual de suefio NREM durate la noche (SHAM y PCS con sildenafilo,
SHAM y PCS sin sildenafilo).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesggln los diferentes estadios
(WK, REM, NREM) para posteriormente analizar cuatittamente la proporcién de suefio en fase NREMadal del
tiempo dormidas durante la noche. Los valores somédia, junto el error estandar de la media dainefo de ratas
analizado. Los valores estadisticamente significatise indican con un asterisco (*p<0.05, **p<0.0Lps figuras
muestran el porcentaje de suefio NREM con respédienapo dormido durante la noche en ratas SHAMABISIld,
PCS y PCS Sild. SHAM= modelo de intervencion sidauleontrol; Sham Sild= modelo de intervencion sadal
control en tratamiento con sildenafilo; PCS= modele encefalopatia hepética por anastomosis poriard@CS
Sild= modelos de encefalopatia hepatica por anastsporto-cava en tratamiento con sildenafilo

En el analisis del suefio durante el dia, los maed8lHAM expuestos al sildenafilo pasan
261+31 minutos dormidas, y las PCS con silden&#8,5+27 minutos. Respecto a los grupos no
expuestos al sildenafilo, las SHAM pasan 368x53umois dormidas y las PCS 320+55 minutos,
observando que los grupos SHAM y PCS con sildengfilsan 107 (29%) y 47 (15%) minutos de

tiempo menos dormidas durante el dia que las nadaa con sildenafilo respectivamente. (Ver

Figura 38).
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Figura 38. Tiempo dormido durante el dia (SHAM y ES con sildenafilo, SHAM y PCS sin
sildenafilo). Se analizo cualitativamente el electroencefalografmaccionandolo desde el momento en el que se
encienden las luces, hasta nuevamente el iniciocttdd de oscuridad. Posteriormente se realizo urélsis
cuantitativo del tiempo en minutos que duraban stadios de suefio (REM y NREM) durante el registoond. Los
valores son la media junto el error estandar denledia del nimero de ratas analizado. Las figuragstran el tiempo
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dormido durante el dia en minutos en ratas SHAMABHSIld, PCS y PCS Sild. SHAM= modelo de intendnci
simulada control; SHAM Sild= modelo de intervencgmulada control en tratamiento con sildenafildC®= modelo

de encefalopatia hepatica por anastomosis port@c®LCS Sild= modelos de encefalopatia hepaticagm@astomosis

porto-cava en tratamiento con sildenafilo

En el analisis proporcional de fases durante disuaéurno, las SHAM con sildenafilo tiene
20,315% de sueio en fase REM y las SHAM sin silfilend,8+1%, observando que las SHAM
con sildenafilo tienen un 12,4% mas de suefio em RESM que las no expuestas al sildenafilo.
Respecto a los modelos PCS, los expuestos al aflitetienen un 16,7+1% de suefio en fase REM,
y los no expuestos al sildenafilo un 23,8+5%, olmedo que las PCS con sildenafilo tienen un 7%

menos de suefio en fase REM que las no expuests-igtra 39).
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Figura 39. Proporcion porcentual de suefio REM durate el dia (SHAM y PCS con sildenafilo, SHAM

y PCS sin sildenafilo).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesggin los diferentes estadios (WK,
REM, NREM) para posteriormente analizar cuantitathente la proporcion de suefio en fase REM del tihliempo
dormidas durante el dia. Los valores son la mediato el error estandar de la media del nimero d&as analizado.
Los valores estadisticamente significativos secardlicon un asterisco (*p<0.05). Las figuras muested porcentaje
de suefio REM con respecto al tiempo dormido duraehtda en ratas SHAM, SHAM Sild, PCS y PCS SHRAN=
modelo de intervencion simulada control; SHAM Siltredelo de intervencion simulada control en tratamo con
sildenafilo; PCS= modelo de encefalopatia hepatioaanastomosis porto-cava; PCS Sild= modelos deftopatia
hepéatica por anastomosis porto-cava en tratamieoto sildenafilo

Respecto a la proporcion de suefio en fase NREMtdued dia, las ratas SHAM expuestas
al sildenafilo tienen un 79,65% del suefio en fAH®EM, y las no expuestas un 92+1%,
observando que las SHAM con sildenafilo tienen 2% menos de suefio en fase NREM que las
SHAM sin sildenafilo. Respecto al grupo de las Pl@Sexpuestas al sildenafilo tienen un 83,2+1%

de sueio en fase NREM, y las no expuestas un 76&b%grvando que las PCS con sildenafilo



tienen un 7% mas de suefio en fase NREM que lasitadlas (Ver Figura 40).
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Figura 40. Proporcion porcentual de suefio NREM durate el dia (SHAM y PCS con sildenafilo,
SHAM y PCS sin sildenafilo).Se analizo el electroencefalograma cualitativamessgiin los diferentes estadios
(WK, REM, NREM) para posteriormente analizar cuatittamente la proporcion de suefio en fase NREMadal del
tiempo dormidas durante el dia. Los valores somkdia, junto el error estandar de la media del nfonge ratas
analizado. Los valores estadisticamente significatise indican con un asterisco (*p<0.05). Las fagumuestran el
porcentaje de suefio NREM con respecto al tiempoidiar durante el dia en ratas SHAM, SHAM Sild, PGZCH
Sild. SHAM= modelo de intervencidon simulada cont®HAM Sild= modelo de intervencion simulada coh&a
tratamiento con sildenafilo; PCS= modelo de enagfatia hepatica por anastomosis porto-cava; PC8=Sihodelos
de encefalopatia hepatica por anastomosis port@aeavtratamiento con sildenafilo

En el analisis de despertares durante el suefigrupb SHAM con sildenafilo presentan
20+7 despertares, las PCS con sildenafilo 22,7speat¢ares, los modelos SHAM no expuestos al
sildenafilo 17,7+3 despertares y las PCS no expaestsildenafilo 17,2+2 despertares, observando
que el grupo de SHAM y PCS con sildenafilo tiener2iB (11,5%) y un 5,5 (24%) mas despertares

gue las SHAM y PCS sin sildenafilo respectivaméxer Figura 41).
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Figura 41. Numero de despertares durante el suef&KIAM y PCS con sildenafilo, SHAM y PCS sin
sildenafilo). Se analizo cualitativamente el electroencefalogramguin los diferentes estadios (WK, REM, NREM).
Posteriormente se realizo un andlisis cuantitatilgd nimero de transiciones de estadios de suefiM(REREM) a

69



estadio despierto (WK) para determinar el nimerodéspertares. Los valores son la media, junto coerer
estandar de la media del nimero de ratas analizads.figuras muestran el nimero de despertaresrtarael suefio
en ratas SHAM, SHAM Sild, PCS y PCS Sild. SHAM=ehaode intervencidn simulada control; SHAM Sild=dato
de intervencion simulada control en tratamiento csifdenafilo; PCS= modelo de encefalopatia hepatmar
anastomosis porto-cava; PCS Sild= modelos de etopgitia hepatica por anastomosis porto-cava eratrdento con
sildenafila

En el analisis cuantitativo del electroencefalogrardurante el periodo de vigilia los
modelos SHAM sin sildenafilo presentan una freciemedia dominante (MDF) de 9,5+0,3 Hz y
los modelos SHAM con sildenafilo de 10,2+0,1 Hzr&hie los periodos de suefio NREM, la MDF
de los modelos SHAM sin sildenafilo fue de 9,384 y para los modelos SHAM con sildenafilo
de 10+0,2 Hz. Durante los periodos de sueifio REN¥D& de los modelos SHAM sin sildenafilo

fue de 7,4+0,8 Hz, y para los modelos SHAM conesiifilo fue de 10,2+0,1 Hz.

En el andlisis cuantitativo de las potencias nedatidel EEG, se obtienes unas potencias
relativas durante el periodo de vigila en el gr@bAM sin sildenafilo dé: 15,3+£1%;0: 32+1,6%;
a: 27,7x1% yp: 24,7+1,9%. La potencias relativas para el grupd® con sildenafilo durante

vigilia fuerond: 11+0,8%:;0: 31,7£2%;a: 30,4+1,9% \p: 26,7+0,7%.

Durante el periodo de suefio NREM, las potenciagivek del grupo SHAM sin sildenafilo
fuerond: 18,2+2%:;6: 29,2+1%;a: 28,3+1,5% yB: 24+2%. Para el grupo SHAM con sildenafilo,
las potencias relativas durante el suefio NREM fuérd.1,3+1%;0: 31,2+3%;a: 31,3+3% Yp:

26+0,5%.

Durante el periodo de sueifio REM, las potenciastiveta para el grupo SHAM sin
sildenafilo fuerons: 17,4+2%;0: 29,2+1%;a: 26,4+2% yp: 22+2%. Para el grupo SHAM con
sildenafilo las potencias relativas durante el Riakrond: 10,6+1%:;6: 28+1%;a: 35,2+2% yp:

26+0,3%.



En el andlisis cuantitativo del electroencefalograhe los grupos PCS, durante el periodo
de vigilia los modelos PCS sin sildenafilo presentaa frecuencia media dominante (MDF) de
8%0,6 Hz y los modelos PCS con sildenafilo de 9,848z. Durante los periodos de suefio NREM,
la MDF de los modelos PCS sin sildenafilo fue d&t@,5 Hz, y para los modelos PCS con
sildenafilo de 9,7+0,1 Hz. Durante los periodossdeiio REM, la MDF de los modelos PCS sin

sildenafilo fue de 8+0,6 Hz, y para los modelos PGS sildenafilo fue de 9,7+0,1 Hz.

En el andlisis cuantitativo de las potencias nedatidel EEG, se obtienen unas potencias
relativas durante el periodo de vigila en el grl@s sin sildenafilo d&: 23,2+5,6%9: 35,9+1%;
a: 23,4+3% yB: 17,4+2%. La potencias relativas para el grupo B@ssildenafilo durante vigilia

fuerond: 16,8+2,8%9: 30,3+2,5%: 26,3+2% yf: 26,4+2%. (Ver Tabla 3).

Durante el periodo de suefio NREM, las potenciagivals del grupo PCS sin sildenafilo
fuerond: 24,3+5%;0: 36,5+1%:;a: 22,8+2,8% yp: 16,3+1,9%. Para el grupo PCS con sildenafilo,
las potencias relativas durante el suefio NREM fuérd5,8+2%;0: 29,8+1%;a: 28,6£2% Yyp:

25,6%1,7%. (Ver Tabla 3).

Durante el periodo de sueiio REM, las potenciasivatapara el grupo PCS sin sildenafilo
fuerond: 23,5+5,8%0: 36,4+1%;a: 22,7+3% yp: 17,2+2%. Para el grupo PCS con sildenafilo las
potencias relativas durante el REM fuetorl5,2+2%6: 30,4+1%:;a: 28,2+2% yp: 26x1%. (Ver

Tabla 3).



Potencias Relativas (%)

PCS
Ondas| Vigilia Suefio REM Suefio NREM
o 23,43 22, %3 22,82,8
B 17,42 17,2£2 16,3t1,9
0 35,91 36,41 36,51
) 23,2t5,6 23,5:5,8 24,3t5

PCS Sildenafilo
Ondas| Vigilia Suefio REM Suefio NREM

a 26,3+2 28,2+2 28,62
B 26,4+2 26+1 25,6:1,7
0 30,3t2,5 30,4t1 29,81
5 16,8+2,8 15,22 15,82

Tabla 3. Porcentaje de Potencias Relativa®CS con sildenafilo y PSC sin sildenafilo)Se analizo el
electroencefalograma cualitativamente segun losréiftes estadios (WK, REM, NREM) para posterioremanglizar
cuantitativamente el porcentaje de las potencidatireas de las diferentes ondas de actividad bicteilea cerebral.
Los valores son la media, junto con el error estndk la media del niUmero de ratas analizado. ldaanuestra el
porcentaje de las potencias relativas durante lgilid, el suefio REM y el suefio NREM en ratas PCBCH
sildenafilo. PCS= modelo de encefalopatia hepajima anastomosis porto-cava; PCS sildenafilo= modette
encefalopatia hepatica por anastomosis porto-cavdratamiento con sildenafilog= alfa; p= beta; 6= theta; o=
delta.

6. Modelo SHAM y PCS tratados con zolpidem frente wdelos SHAM y PCS no tratados con

zolpidem

En el analisis de suefio durante la noche, el gBlf{M no expuesta al zolpidem se duerme
7+1 veces durante la noche, y los expuestos aidssip 7,5+3 veces, observando que el grupo
SHAM con zolpidem se duermen 0,5 veces (7%) maandeirla noche que las SHAM que no
recibieron zolpidem. Respecto a los grupos PCSndoexpuestos al zolpidem se duermen 11,6+1
veces Yy las expuestas al zolpidem 10+3 veces, s que las que recibieron tratamiento con
zolpidem se duermen 1,1 veces (10%) menos duramigche que las que no recibieron medicacion

(Ver Figura 42).
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Figura 42. Namero de veces que se duerme durante h@che (SHAM y PCS con zolpidem, SHAM y
PCS sin zolpidem) Se analizo cualitativamente el electroencefalografrecionandolo desde el momento en el que
se apagan las luces, hasta nuevamente el iniciezidil de luz. Posteriormente se realizo un angl@iantitativo del
namero de transiciones de estadio despierto (WK3tadios de suefio (REM y NREM) para determinavéses en
gue se dormian durante el registro nocturno. Loenes son la media, junto con el error estandarlaenedia del
namero de ratas analizado. Las figuras muestraniehero de veces que duermen durante la noche tas 1AM,
SHAM zolp, PCS y PCS zolp. SHAM= modelo de intefsarsimulada control; SHAM zolp= modelo de intersién
simulada control en tratamiento con zolpidem; PQ8edelo de encefalopatia hepatica por anastomosi®mava;
PCS zolp= modelos de encefalopatia hepatica postmmaosis porto-cava en tratamiento con zolpidem.

En el analisis del tiempo dormido durante la nodbg,modelos SHAM no expuestos al
zolpidem durmieron 50,312 minutos, y los expuesialpidem 7643 minutos, observando que
el grupo de SHAM con zolpidem duerme 25,7 minut&3,8%) mas que el grupo SHAM sin
zolpidem. Respecto a los grupos PCS, las no exqmiasizolpidem duermen 187,2+43 minutos, y
las expuestas al zolpidem 121,9+38 minutos, obadvaue el grupo PCS expuesto al zolpidem

duerme 65,3 (35%) minutos menos durante la nocadaguno expuestas. (Ver Figura 43).
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Figura 43. Tiempo dormido durante la noche (SHAM yPCS con zolpidem, SHAM y PCS sin
zolpidem). Se analizo cualitativamente el electroencefalografnaccionandolo desde el momento en el que se
apagan las luces, hasta nuevamente el inicio d#bae luz. Posteriormente se realizo un andlisiantitativo del
namero de transiciones de estadio despierto (WK3tadios de suefio (REM y NREM) para determinaiegigo en
minutos que duraban en estadios de suefio (REM yWNIRIErante el registro nocturno. Los valores sonmadia,

Tiempo (minutos)
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junto con el error estandar de la media del nim#gaatas analizado. Las figuras muestran el tiemponido durante

la noche en ratas SHAM, SHAM zolp, PCS y PCS &MAM= modelo de intervencion simulada control; SHAM
zolp= modelo de intervencién simulada control eatdmiento con zolpidem; PCS= modelo de encefalagatpatica
por anastomosis porto-cava; PCS zolp= modelos defatopatia hepatica por anastomosis porto-cavaraétamiento
con zolpidem.

En el andlisis proporcional de fases del suefiondeirla noche, los modelos SHAM no
expuestos al zolpidem tienen un 1,8+1% de suefiasenREM y las PCS no expuestas al zolpidem
un 20,7+3%, siento esta diferencia estadisticamsgteficativa (p<0,01). Respecto a los grupos
expuestos al zolpidem, las SHAM tienen 30,6+1%syR&S 26,5+4%, observando que durante el
suefio nocturno, las SHAM y PCS expuestas al zaipitlenen un 29% y un 6% mas de suefio en
fase REM que las no expuestas al zolpidem respectnte, siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p<0,001) entreggtopos SHAM. (Ver Figura 44).

En el analisis de la proporcion de suefio en faseNIRos modelos SHAM no expuestos al
zolpidem tienen un 98+1% de suefio en fase NREMSs YICS no expuestas un 79+3%, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p<0,Rgferente a los modelos expuestos al zolpidem,
las SHAM tienen 69,3+1% de suefio en fase NREMsyP&S un 73,4+4%, observando que las
SHAM y PCS con zolpidem tienen un 28,8% y 5,8% msemte suefio en fase NREM que las
SHAM y PCS sin zolpidem respectivamente. Esta disgion es estadisticamente significativa en
el caso del grupo SHAM tratado con zolpidem copeet a los no tratados (p<0,001). (Ver Figura

45).
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Figura 44. Proporcion porcentual de suefio REM durate la noche (SHAM y PCS con zolpidem,
SHAM y PSC sin zolpidem).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesggin las diferentes estadios
(WK, REM, NREM) para posteriormente analizar cuatittamente la proporciéon de suefio en fase REMalal del
tiempo dormidas durante la noche. Los valores somédia, junto con el error estandar de la mediardenero de
ratas analizado. Los valores estadisticamente B@ativos se indican con un asterisco (*p<0.05, #(O01,
***n<0.001). Las figuras muestran el porcentaje gieefio REM con respecto al tiempo dormido duranteolehe en
ratas SHAM, SHAM zolp, PCS y PCS zolp. SHAM= madielimtervencién simulada control; SHAM zolp= madéé
intervencién simulada control en tratamiento cotpiem; PCS= modelo de encefalopatia hepatica pastomosis
porto-cava; PCS zolp= modelos de encefalopatia tiep@or anastomosis porto-cava en tratamiento zolpidem.
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Figura 45. Proporcion porcentual de suefio NREM durate la noche(SHAM y PCS con zolpidem,
SHAM y PSC sin zolpidem).Se analizo el electroencefalograma cualitativamesggun las diferentes estadios
(WK, REM, NREM) para posteriormente analizar cuatittamente la proporcion de suefio en fase NREMadal del
tiempo dormidas durante la noche. Los valores somédia, junto con el error estdndar de la mediardemero de
ratas analizado. Los valores estadisticamente B@uivos se indican con un asterisco (*p<0.05, %01,
***n<0.001). Las figuras muestran el porcentaje sigefio y NREM con respecto al tiempo dormido durknteche
en ratas SHAM, SHAM zolp, PCS y PCS zolp. SHAMdeloale intervencion simulada control; SHAM zolpedalo

de intervencién simulada control en tratamiento coolpidem; PCS= modelo de encefalopatia hepatica po
anastomosis porto-cava; PCS zolp= modelos de eluftda hepatica por anastomosis porto-cava eraimaento con
zolpidem.

En el analisis del suefio durante el dia, los med8BAM no expuestos al zolpidem

duermen 368+53 minutos y las expuestas 302+103 tosnwbservando que el grupo SHAM
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expuesto al zolpidem pasa 66 minutos (18%) de ttempnos dormidas que las no expuestas al
zolpidem. Lo contrario ocurre al analizar el grugm PCS, donde las no expuestas al zolpidem
duermen 320+55 minutos y las expuestas 346+65 osnubservando que las PCS expuestas al

zolpidem pasan 25,5 (7,3%) minutos mas de tiempmidas que las no expuestas. (Ver Figura 46).
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Figura 46. Tiempo dormido durante el dia (SHAM y EZS con zolpidem, SHAM y PCS sin zolpidem).
Se analizo cualitativamente el electroencefalografreccionandolo desde el momento en el que seeeden las
luces, hasta nuevamente el inicio del ciclo de ndad. Posteriormente se realizo un analisis cuatitro del tiempo
en minutos que duraban en estadios de suefio (REREM) durante el registro diurno. Los valores sanmedia
junto el error estandar de la media del nimero d&as analizado. Las figuras muestran el tiempo ddondurante el
dia en minutos en ratas SHAM, SHAM zolp, PCS y 2G5 SHAM= modelo de intervencion simulada contstiAM
zolp= modelo de intervencion simulada control eatamiento con zolpidem; PCS= modelo de encefalagepatica
por anastomosis porto-cava; PCS zolp= modelos defatopatia hepatica por anastomosis porto-cavaratamiento
con zolpidem.

En el andlisis proporcional de fases durante eficudiurno, las SHAM expuestas al
zolpidem tienen un 18,6+1% de suefio en fase RBEE yo expuestas un 7,8+1%, observando que
las SHAM con zolpidem tienen un 11% mas de suefidase REM que las no tratadas con
zolpidem, aunque la diferencia no llega a ser éstiadmente significativa. Referente a los modelos
PCS, los que recibieron zolpidem tienen un 22,3%8%suefio en fase REM, y las que no lo
recibieron un 23,8+5%, observando que las PCS ofmdem tienen un 1,5% menos de suefio en

fase REM que las no lo recibieron. (Ver Figura 47).
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Figura 47. Proporcion porcentual de suefio REM durate el dia (SHAM y PCS con zolpidem, SHAM y
PCS sin zolpidem).Se analizo el electroencefalograma cualitativames&gun los diferentes estadios (WK, REM,
NREM) para posteriormente analizar cuantitativaneetd proporcion de suefio en fase REM del total taehpo
dormidas durante el dia. Los valores son la mediato el error estandar de la media del nimero d&as analizado.
Los valores estadisticamente significativos secardlicon un asterisco (*p<0.05). Las figuras muested porcentaje
de suefio REM con respecto al tiempo dormido durahtda en ratas SHAM, SHAM zolp, PCS y PCS zdlpAMS=
modelo de intervencion simulada control; SHAM zolpedelo de intervencién simulada control en tratmn con
zolpidem; PCS= modelo de encefalopatia hepaticagmastomosis porto-cava; PCS zolp= modelos de aluitia
hepatica por anastomosis porto-cava en tratamieoto zolpidem.

Respecto a la proporcidon de suefio en fase NRENGHEEM expuestas la zolpidem tienen
un 81,3+1% de sueio en fase NREM, y las no expuiest®2+1%, observando que las SHAM con
zolpidem tienen un 11% menos que las SHAM sin deipi. Respecto a las PCS, las expuestas al
zolpidem tienen un 78+3% de suefio en fase NREMs b expuestas un 76+5%, observando que

las PCS con zolpidem tienen un 2% mas de suefimserNNREM que las no expuestas. (Ver Figura

48).
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Figura 48. Proporcion porcentual de suefio NREM durate la dia (SHAM y PCS con zolpidem, SHAM

y PSC sin zolpidem) Se analizo el electroencefalograma cualitativamesaigin los diferentes estadios (WK, REM,
NREM) para posteriormente analizar cuantitativaneefg proporcion de suefio en fase NREM del totaltidehpo
dormidas durante el dia. Los valores son la megdiato el error estandar de la media del nimero d&as analizado.
Los valores estadisticamente significativos secardlicon un asterisco (*p<0.05). Las figuras muested porcentaje
de suefio NREM con respecto al tiempo dormido derahtlia en ratas SHAM, SHAM zolp, PCS y PCS &M=
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modelo de intervencion simulada control; SHAM zolpedelo de intervencién simulada control en tratmn con
zolpidem; PCS= modelo de encefalopatia hepaticagmastomosis porto-cava; PCS zolp= modelos de aluitia
hepéatica por anastomosis porto-cava en tratamieoto zolpidem.

En el analisis de despertares durante el suefipyupbd de las SHAM tratadas con zolpidem
tiene 13,8+4 despertares y las no tratadas condeolpl17,7+3 despertares, observando que el
grupo de SHAM con zolpidem tienen 4 despertare%oj29enos que las no tratadas. Al analizar
los grupos PCS, las no expuestas a zolpidem tiéde2 despertares y las expuestas 20,4+4
despertares, observando que los modelos PCS qliéerec tratamiento con zolpidem tienen 3

despertares (15,5%) mas que las no expuestasaahieato (Ver Figura 49).

En el andlisis cuantitativo del electroencefalograta los grupos SHAM, durante el periodo
de vigilia los modelos SHAM sin zolpidem presentara frecuencia media dominante (MDF) de
12+0,3 Hz y los modelos SHAM con zolpidem de 9,3+Blz. Durante los periodos de suefo
NREM, la MDF de los modelos SHAM sin zolpidem fue #1,8+0,3 Hz, y para los modelos
SHAM con zolpidem de 9,3+0,2 Hz. Durante los pes®de suefio REM, la MDF de los modelos
SHAM sin zolpidem fue de 9,7£1,2 Hz, y para los wlod SHAM con zolpidem fue de 9,4%0,2

Hz.

En el analisis cuantitativo de potencias relatidas EEG, durante el periodo de vigilia el
grupo SHAM sin zolpidem se obtienen una potencéativas para las bandas 15,3+1%; 0:
32+1,6%;0: 27,7£1% yp: 24,7+1,9%. Para el grupo SHAM con zolpidem, lagepcias relativas

durante la vigilia fueroi: 21,8+1,4%9%: 26+2%;a: 28,6+1% y3: 23,3+1,5%.
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Figura 49. Numero de despertares durante el suefi®e analizo cualitativamente el electroencefalograma
segun los diferentes estadios (WK, REM, NREM).drosmente se realizo un andlisis cuantitativo démero de
transiciones de estadios de suefio (REM y NREMjaaliesdespierto (WK) para determinar el nimero dspkrtares.
Los valores son la media, junto el error estdndarla media del niumero de ratas analizado. Las igunuestran el
numero de despertares durante la el suefio en r&td&M, SHAM zolp, PCS y PCS zolp. SHAM= modelo de
intervencién simulada control; SHAM zolp= modelo id&ervencién simulada control en tratamiento catpiem;
PCS= modelo de encefalopatia hepatica por anastmmmsto-cava; PCS zolp= modelos de encefalopatipalica

por anastomosis porto-cava en tratamiento con zeipi.

Durante el periodo de suefio NREM, las potenciaativals para el grupo SHAM sin
zolpidem fuerord: 18,2+2%:;6: 29,2+1%;0: 28,3+1,5%;3: 24+2%. Para el grupo de SHAM con
zolpidem, las potencias relativas durante el NREBYdno: 19,8+£1%;0: 27+2,5%;0: 29,4+1% y

B: 23,5+1,9%.

Durante el periodo de suefio REM, las potenciasivatapara el grupo SHAM sin zolpidem
fuerond: 22+5%;0: 29,2+1%;a: 28,6+1,5% \p: 22+2,5%. Para el grupo SHAM con zolpidem, las
potencias relativas durante el periodo REM fuedni20,3+1%:;6: 26,7+2,6%;0: 29+1,6% yp:

23,7+1,9%.

En el andlisis cuantitativo del electroencefalograte los grupos PCS, durante el periodo
de vigilia los modelos PCS sin zolpidem presentaa frecuencia media dominante (MDF) de
9,1+0,6 Hz y los modelos PCS con zolpidem de 85H2,. Durante los periodos de suefio NREM,
la MDF de los modelos PCS sin zolpidem fue de 88+, y para los modelos PCS con zolpidem

de 8,7+0,7 Hz. Durante los periodos de suefio REM)DF de los modelos PCS sin zolpidem fue
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de 8,9+0,4 Hz, y para los modelos PCS con zolpifienie 8,9+0,6 Hz.

En el analisis cuantitativo de potencias relatidas EEG, durante el periodo de vigilia el
grupo PCS sin zolpidem se obtienen una potenciasiviaes para las bandas 23,2+5,6%;0:
35,9+1%; a: 23,4+3% yp: 17,4+2%. Para el grupo PCS con zolpidem, lasnowms relativas

durante la vigilia fueron: 29,7+6%;0: 37,2+1%:;0: 20+2,5% y3: 15,7+0,8%. (Ver Tabla 4).

Potencias Relativas (%)

PCS
Ondas| Vigilia Sueiio REM Sueiio NREM
a 23,43 22, %3 22,82,8
B 17,42 17,262 16,3+1,9
0 35,91 36,41 36,51
) 23,245,6 23,55,8 24,35
PCS Zolpidem
Ondas| Vigilia Suefio REM Suefio NREM
a 20+2,5 20,82 20,52
B 15,#0,8 16,6t0,7 15,4:0,8
0 37,2+1 34,33 37,6:1,3
) 29,6 28,2t6 29,459

Tabla 4. Porcentaje de Potencias Relativa@PCS con zolpidem y PSC sin zolpidem)Se analizo el
electroencefalograma cualitativamente segun losréliftes estadios (WK, REM, NREM) para posteriormanglizar
cuantitativamente el porcentaje de las potencidatiras de las diferentes ondas de actividad bictelea cerebral.
Los valores son la media, junto con el error estande la media del nimero de ratas analizado. Udaanuestra el
porcentaje de las potencias relativas durante tilia, el suefio REM y el suefio NREM en ratas PEE$S zolpidem.
PCS= modelo de encefalopatia hepatica por anast@mpsrto-cava; PCS zolpidem= modelos de encefalapat
hepética por anastomosis porto-cava en tratamieoto zolpidemg= alfa; S= beta; 6= theta; 6= delta.

Durante el periodo de sueiio NREM, las potenciagivels para el grupo PCS sin zolpidem
fuerond: 24,3£5%;0: 36,5+1%;0: 22,8+2,8%p: 16,3+1,9%. Para el grupo de PCS con zolpidem,
las potencias relativas durante el NREM fuebor?29,4+5,9%:;6: 37,6+1,3%;a: 20,5+2% yp:

15,4+0,8%. (Ver Tabla 4).



Durante el periodo de suefio REM, las potenciasivatapara el grupo PCS sin zolpidem
fuerond: 23,5+5,8%:0: 36,4+1%;a: 22,7+3% ypB: 17,2+2%. Para el grupo PCS con zolpidem, las
potencias relativas durante el periodo REM fuedor28,2+6%:;0: 34,3+3%;a: 20,8+2% yp:

16,6+0,7%. (Ver Tabla 4).



DISCUSION




V. Discusion

La encefalopatia hepatica (EH) es un sindrome opsiquiatrico presente en mas de
200.000 pacientes con enfermedades hepaticas afid&sjue conduce a alteraciones en el suefio,
alteraciones cognitivas, motoras y de la conscienEin pacientes con cirrosis hepatica sin
evidencia clinica de EH, la prevalencia de alteraes en el suefio es del 50%, en comparacion con
el 5% en la poblacion general. Ya en 1972, Kuttale(94) estudid las alteraciones en el suefio
nocturno en pacientes con encefalopatia hepatict-pava, evidenciando una reduccion del
tiempo total de suefio y de fases de suefio lentto ja un déficit de suefio REM, y frecuentes

despertares nocturnos en pacientes en etapas texapla encefalopatia.

Estudios mas recientes realizados por Blei et(%8) y Cordoba et.al (11) en 1998,
confirmaron que una de las primeras alteracionesottgicas que presentan los pacientes con
enfermedades hepéticas es la alteracion en losgitta suefio y vigilia, con una latencia de suefio
aumentada, un total de tiempo de suefio reducidmayfragmentacién del suefio nocturno con
frecuentes despertares, asociados a episodiosnagokmcia indeseada durante el dia. También
parecen tener desplazado el ritmo circadiano deleswde melatonina en sangre (96), relacionado

con los ritmos de suefo.

En la actualidad, estudios en ratas con encefiopepatica secundaria a derivacion
portocava han descrito niveles de melatonina atesraen la glandula pineal durante el dia,
asociandolo a alteraciones del ritmo circadianolaemactividad motora (97, 98), reduccion del
tiempo total de suefio, deteriorando tanto el tiem@suefio REM como el NREM, junto a una

fragmentacion del suefio con aumento de desperistss alteraciones de la arquitectura del suefio



y la actividad motora en ratas con derivacion mata son similares a las alteraciones del suefio en

pacientes cirréticos.

En el 2012, Llansola M. y col. (108) publicaronestudio donde describen igualmente una
reduccion significativa del suefio REM y del NREMp@ado a un aumento de la fragmentacion
del suefio en ratas con derivacion portocava (PG8)iar a la presente en pacientes con
encefalopatia hepética. También analizaron el pajeeluna dieta hiperamonemica en las
alteraciones del suefio y el curso temporal de lamas en los diferentes modelos experimentales.
Describieron asi que la disminucion del suefio &aasCS ocurria a las 4 semanas, y empeoraba a
las 7 y 11 semanas, y la fragmentacion del suefaparecia hasta las 7 semanas, empeorando a las
11 semanas. Asi mismo, las ratas expuestas a wgta Hiperamonemica mostraban una
disminucién del suefio REM a partir de las 7 semgma® sin cambios significativos en el suefio
NREM ni en la fragmentacion del suefio, concluyenqde las ratas PCS son un buen modelo para
estudiar las alteraciones del suefio en la encefddofepatica, sus mecanismos y administrar

potenciales tratamientos para revertir dichasadtenes.

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de testa es la caracterizacion de las
alteraciones del suefio en los diferentes modeloperementales, se ha analizado
electroencefalograficamente la actividad cerebnaacte el suefio de diferentes modelos de
encefalopatia hepatica en ratas, evidenciandoseméalelos PCS una tendencia al desplazamiento
del ciclo del suefio, aumentando sus tiempos deostefante los periodos de actividad motora y
disminuyendo durante los periodos de descans@&jarflo asi un mayor grado de somnolencia
durante sus tiempos de actividad. Por otra parteeadizar un analisis comparativo, los modelos
PCS presentan una menor proporciéon de suefio NREMeflos modelos BDL y modelos no

encefalopaticos.



De manera similar a los modelos PCS, los modebbs Be 6 semanas presentan una
tendencia a la inversion de ciclo del suefio, modtraasi una mayor somnolencia durante sus
tiempos de actividad; cambios no observados emimdelos BDL de 10 semanas, en los que se
evidencia un deterioro de la continuidad del suedi® aumento del fraccionamiento del mismo
pero sin desplazamiento del ciclo. Referente gotaporciones de fases del suefio, los modelos
BDL de 6 semanas también presentan un comportamgntilar a las PCS, observando una
disminucion de la proporcion del suefio NREM, cardra los modelos BDL de 10 semanas donde

la mayor afectacion que se observa es el decrerdertoproporcion del suefio REM.

Al analizar los efectos de una dieta hiperamonansibre la arquitectura del suefio, se
evidencia una potenciaciéon de la fragmentaciormidsino con un importante aumento del nimero
de despertares, sin un cambio significativo erptaporciones del suefio REM y NREM respecto a

las no expuestas a la dieta.

En la actualidad, varias investigaciones, y enlless elas citadas por Cirelli y Tononi en el
2008, sefialan que el suefio afecta a todo el organig su efecto mas importante lo tiene en el
cerebro (99). De hecho existe ya un consenso daterpe el suefio esta estrictamente relacionado

con la memoria, el aprendizaje y la plasticidadroeal (100, 101, 102).

Aunque la relacién entre memoria, suefio y plasitideuronal es ampliamente aceptada y
ha sido, y esta siendo, profundamente estudiadayi@ no se comprende totalmente (103). Los
investigadores opinan que la consolidacion de lanon@ tiene lugar principalmente durante el
suefio porque, debido a que las mismas redes nés@um utilizadas para el procesamiento de los
factores estresantes agudos, por lo que este prdeesonsolidacién interferiria con una adecuada

codificacion y recuperacion durante la vigilia (104



Hoy en dia existen dos teorias principales queiaipksta relacién. Por una parte, diversas
evidencias apuntan a la hipétesis de la homeostaséptica, esto es, el suefio facilitaria la
disminucién y debilitamiento de las sindpsis pradas durante la vigilia en los multiples procesos
de aprendizaje, con el fin de consolidar lo apdmgero manteniendo la capacidad del cerebro
para seguir aprendiendo. Durante la vigilia se peedun aumento gradual de la fuerza sinéptica lo
gue conlleva un alto coste energético y una satimatel proceso de aprendizaje. El suefio permite
una vuelta a la normalidad de las sinapsis coet;atisminuyendo el consumo de energia
desaturando el sistema para que pueda seguir sgmdnd99, 101). Por otra parte, otras evidencias
parecen apoyar el modelo de consolidacion basadia eeactivacion durante el suefio de las
mismas areas que estuvieron activas en la vidibd)( Segun Urbain (105), esta teoria, a la que él
llama teoria del didlogo hipocampo - neocortical,basa en que el suefio consolida la memoria
reactivando los patrones neuronales dependientegpEndizaje durante el suefio. Esto permite la
reorganizacion y redistribucion de la nueva infacida en un grupo de representaciones
nemotécnicas preexistentes con una transferenoigrgsiva de informacion almacenada en el

hipocampo a las zonas neocorticales (103).

Tradicionalmente, profesionales del suefio han derailo que los dos principales tipos de
memoria: la memoria procedimental (o no declarativaependiente del hipocampo, y la memoria
declarativa, dependiente del hipocampo, se corasvlidspectivamente en el suefio REM y en los
estadios profundos del NREM (103). Es la llamaddaede los procesos duales. Pero, a dia de hoy,
esta teoria se considera excesivamente simpls,gvidencias han dado paso a una diferente teoria
llamada la hipotesis secuencial o doble escaldgursesta hipoétesis los procesos de consolidacion
involucran tanto al suefio NREM como al REM, indepentemente del tipo de memoria. Lo que

lleva a la consolidacién de lo que todavia es wrelldn débil de memoria es la repeticion de los



ciclos de suefio NREM seguido por suefio REM. Pdamdo, el suefio NREM favoreceria una
consolidacion del sistema de memoria y es el suRBdl quien permitiria el adecuado
procesamiento local de consolidacion a nivel sinaptdonde las representaciones de memoria

cortical serian consolidadas mas a fondo (101,.106)

Dentro de las caracteristicas fisioldgicas del sSUdREM, esta que durante este, el cerebro
se encuentra en un momento de anabolismo, es dat&tizando nuevas moléculas (proteinas,
acidos grasos, glucégeno...etc) para restaurar Isumidlo durante la vigilia. ElI gasto energético
originado durante el dia deberia recuperarse estatlo de reposo cuando el organismo presenta
niveles reducidos de consumo de oxigeno, disminud& ritmo cardiaco y descenso del tono
muscular (variaciones fisiolégicas que se dan shimnte el estado NREM). También se ha
observado un consumo menor de glucosa comparadtéaoagilia (107). En base a esto, varias
investigaciones han afirmado que el suefio NREMetiem importante papel en la recuperacion y

restauracion (103) tanto fisica como neuroldgica.

Basandonos es estas hipoétesis, podriamos en paguiteae la mayor somnolencia de los
modelos PCS y BDL de 6 semanas durante sus perio@osactividad, sin importante
desestructuracion del suefio ni fragmentacién delmmj pero si con un decremento de las
proporciones de suefio NREM en estos modelos, lofaguereceria asi una alteracion en la
recuperacion de la energia fisica y recuperacidto taorporal como neuroldgica (atencion y
vigilia), empeorando indirectamente su somnolemitieante los tiempos de actividad. De igual
manera, teniendo en cuenta que el decremento gedipsrciones de suefio en los modelos BDL de
10 semanas es principalmente de la fase REM, pstir&an manifestar de una forma mas marcada

respecto a los demas modelos encefalopaticos,ltenacén en la consolidacion de la memoria.



Actualmente, no solo el andlisis cualitativo de detividad electroencefalogréfica ha
aportado informacion sobre la actividad bioeléatraerebral. En las Ultimas décadas, el andlisis
cuantitativo del electroencefalograma (QEEG) hdizado también contribuciones importantes en
el ambito de la investigacion. En el EEG cuantitgticada derivacion electroencefalogréfica
representa una mezcla de frecuencias las cuale®empser separadas mediante el procedimiento
matematico conocido como Analisis de Fourier. Pedim del mismo, la sefial EEG de cada
derivacion se transforma del dominio del tiempal@iinio de la frecuencia, y en lugar de tener
oscilaciones de voltaje en funcién del tiempo, esadtan valores de potencia en funcién de la
frecuencia, los cuales surgen de elevar al cuadosdealores de amplitud de cada una de las ondas

en que se ha descompuesto la actividad correspaadiecada derivacion.

Entre las medidas espectrales més utilizadas einvastigaciones clinicas se encuentra la
potencia absoluta y la potencia relativa. La pdgeabsoluta es el area representada bajo la curva
del espectro, mientras que la potencia relativaesgmta el porcentaje de actividad en una banda
respecto a la totalidad de las bandas estudiadesd® las limitaciones de la potencia absoluta, es
su variacion con la edad, lo que hace dificil deaddanto se encuentra dentro de los parametros

anormales para los sujetos en estudio.

Dado que la electrogénesis neuronal esta infludagi@r numerosos factores, incluyendo la
presencia de toxinas circundantes, desbalanceadaditos y cambios en el sistema metabdlico, en
el area de investigacion de la encefalopatia hematl analisis EEG cuantitativo ha tomado un gran
interés en investigacion, mostrando un incrementtag potencias relativas de la actividad theta y
un decremento de las potencias relativas de lagalsaslfa en pacientes con cirrosis que no tienen

evidencia clinica de encefalopatia (109). Marting ¥col. (110) publicaron en el 2014 un estudio



donde se analizé cuantitativamente las alteraciefexdroencefalograficas en pacientes cirréticos
sin encefalopatia hepatica clinica evidente, deigeriilo un aumento del poder de la banda theta y
de su frecuencia dominante media promedio, conolliyasi que el andlisis cuantitativo del EEG
resulta una herramienta Gtil para la evaluacioweifural de la actividad cerebral en la encefal@pati

hepatica y su seguimiento.

Con base a estos resultados evidenciados en iga@enes previas, analizamos
cuantitativamente la actividad cerebral registragael electroencefalograma de los diferentes
modelos animales de encefalopatia hepatica, evatad@ en los modelos PCS un aumento de las
potencias relativas de la banda theta tanto ediayigiomo en fase REM y NREM del suefio,
asociado a un descenso de la potencia relativa danda alfa, comparativamente con los modelos
no encefalopaticos, resultados similares a losigadibs en estudios cuantitativos sobre pacientes

cirréticos sin encefalopatia hepética clinica evide

Esta alteracion de la actividad bioeléctrica ceaxkbe produce también, aunque de una
manera parcial en los modelos encefalopaticosigadura biliar (BDL), evidenciado un aumento
de la potencia relativa de la banda theta en lodefos BDL de 6 semanas, sin alteracion de la
potencia de la banda alfa tanto en vigilia comae@hdiferentes fases del suefio; y un descenso de
la potencia relativa de la banda alfa en los ma&dBIOL de 10 semanas, pero sin alteracion en la
potencia relativa de la banda theta, hallazgoslasies a los evidenciados cuando analizamos los
efectos de una dieta hiperamonémica, donde laaeifer evidenciada es sobre las potencias alfa,

sin repercutir sobre las potencias relativas dmfada theta.

Basados en las alteraciones de la arquitecturaug#io y los hallazgos cuantitativos de la

actividad bioeléctrica cerebral obtenidos en estist y teniendo en cuenta los mecanismos



moleculares responsables de las mismas, hemosadudios efectos neurofisioldgicos de posibles
intervenciones farmacoldgicas que podrian ser rsualtarnativas terapéuticas en un futuro para la

mejora de la calidad de vida de los pacientes noafalopatia hepatica.

La primera intervencién farmacoldgica se ha redbzeon zolpidem, que es un analogo de
benzodiacepinas, pero no una benzodiacepina einei,un farmaco hipnético del grupo de los
llamados Farmacos Z, con una estructura imidazbpida que lo hace parecido a ellas. La
modulacién de la subunidad receptor GABA-A, un tanmplejo de cloro, es la responsable de las
propiedades de los medicamentos sedantes, antisosog) ansioliticos, y miorrelajantes. El sitio
principal de accién del farmaco modulador se enttaatentro de la subunidad alfa del complejo
GABA-receptor que se conoce como el receptor beazedinico u omega. Al menos tres subtipos
de receptor de los acidos grasos omega han sidtfickdos dentro del sistema nervioso central.
Aunque el zolpidem estd quimicamente relacionado les benzodiacepinas o barbituricos, e
interacta con el complejo receptor GABA-benzodiat® no comparten algunas caracteristicas
farmacoldgicas de las benzodiacepinas. En contcastdas benzodiacepinas, que interactian de
manera no selectiva con los tres subtipos de agdsos omega-receptor conocidos, el zolpidem
se une preferentemente a los receptores de acidasosg omega-1l, que se encuentran
principalmente en la lamina IV de las regionesicalés sensoriomotoras, la sustancia negra, el
cerebelo capa molecular, el bulbo olfatorio, el ptajo taldmico ventral, la protuberancia, el
coliculo inferior y el globo pélido. Si bien no assoluta, la selectividad relativa de zolpidem para
el subtipo 1 del receptor omega puede explicarfadta de efectos ansioliticos, relajantes
musculares y anticonvulsivantes a las dosis hipastnormalmente prescritas. Los estudios sobre
el suefio en animales y seres humanos indican gmelm@tem normalmente conserva el suefio
NREM (etapas 3 y 4) y que los cambios de menor rapoia en el suefio REM se producen de

manera inconsistente. El zolpidem se une en un &246 proteinas plasmaticas y su metabolismo



hepatico produce metabolitos inactivos que se &trgrincipalmente en la orina. La vida media

de eliminacion es de aproximadamente 2,2 horasaermes con las funciones hepatica y renal
normales pero sus parametros farmacocinéticosemrmalcon la edad avanzada y con alteraciones
de la funcién hepatica, por lo que se desaconsejagss en enfermos con afectaciones hepaticas

Severas.

Al analizar el efecto del zolpidem en la arquiteatdel suefio de nuestros modelos PCS,
evidenciamos una disminucién de la somnolenciardersus tiempos de actividad, asociado a un
aumento del tiempo de suefio durante su periodcesleadso y un aumento de la proporcién del
suefio NREM, lo que indirectamente favoreceria superacion del gasto energético, recuperacion

corporal y neuroldgica.

Sin embargo, al analizar los efectos del zolpidemla actividad bioeléctrica cerebral
cuantitativamente (EEGQ), observamos que no selarége un aumento de la potencia relativa de
la banda theta, sino que también un decrementa pleténcia relativa de la banda alfa, empeorando

proporcionalmente los efectos de la encefalopa&tfatica en la actividad cerebral.

En la actualidad se han descrito multiples etokgja mecanismos fisiopatolégicos
involucrados en el desarrollo de la encefalopatiaatica con diversas hipotesis que comparten el
origen metabdlico de esta entidad y la ausencidesienes neuronales. Una de las diferentes
hipotesis formuladas, es la que implica al amoniatoual proviene del metabolismo bacteriano en
el tracto digestivo que en condiciones normalesoeslucido al higado donde se transforma en urea
excretandose a través de la orina y las heceso€pdcientes con encefalopatia hepatica, hay un

incremento de su concentracion plasmatica queiesava barrera hematoencefalica provocando



un conjunto de alteraciones estructurales y furatemna nivel cerebral.

La hipétesis del GABA o de las benzodiacepinas gedas sostiene que en la encefalopatia
hepatica existe un aumento de neurotransmisoresigieina neuroinhibidor gabaérgico, ya sea por
accion directa del acido gamma-aminobutirico (GABApien por benzodiacepinas enddgenas,
reduciendo el nivel de actividad neuronal. El zd#pn es un agonista del receptor de
benzodiacepina que actla sobre los receptoresidel gamma-aminobutirico (GABA-omega), el
cual, como otros agonistas de este complejo, pisidas respuestas de los receptores GABA,
aumentando los efectos inhibitorios sobre la egiditay actividad neuronal, potenciando asi, las

alteraciones funcionales a nivel de la actividagloeal de la encefalopatia hepética.

Hoy por hoy, se ha reconocido que existen diveraltisraciones a nivel de la
neurotransmision glutamatérgica durante la enge#ftia, entre las cuales se encuentra la via
glutamato—o6xido nitrico-GMPc. Esta via Glu-NO-GMiRodula importantes procesos cerebrales
como la comunicacién intercelular, la liberacion algunos neurotransmisores en algunas areas
cerebrales, los ritmos circadianos, la potenciacidargo plazo y algunas formas de memoria y

aprendizaje (111, 113).

Se ha demostrado mediante estudios de microdiéésebrain vivoque la funcion de la via
Glu-NO-GMPc esta disminuida en el cerebelo de rebasencefalopatia hepatica cronica debida a
anastomosis porta-cava (111). La funcién de estaawmbién esta disminuidavivo en el cerebelo
de ratas con hiperamonemia cronica moderada sio fadpatico (112), indicando que la
hiperamonemia es la responsable de la disminu@&da tlincién de la via y de la menor formacion

de GMPc en encefalopatia hepatica cronica. Laaaitem de la funcidén de la via Glu-NO-GMPc y



la menor formacién de GMPc, el cual es un impoetagtgundo mensajero distribuido por todo el
organismo que tiene un papel crucial en el ceredBaesponsable de algunas de las alteraciones
cognitivas en modelos animales y podria serlo egieptes con encefalopatia hepatica. Los
tratamientos farmacol6gicos que aumentan el GMBdtign restaurar los ritmos circadianos y la

capacidad de aprendizaje de ratas con encefaldpaiédica o con hiperamonemia (113).

Teniendo en cuenta estas alteraciones en la naosatision durante la encefalopatia,
hemos utilizado como segunda alternativa farmadwddgn estudio el sildenafilo, el cual es un
inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa tipo Bzima que actia especificamente sobre la
degradacion del guanosin-monofosfato ciclico (GMRa)inhibicion de esta enzima mantiene los
niveles del GMPc elevados a nivel intracelular. dibenafilo se administra por via oral,
absorbiéndose rapidamente siendo su biodisporadilmbsoluta del 40%. La farmacocinética es
lineal dentro del rango de dosis recomendadasdaiéas concentraciones plasméticas maximas
alcanzadas a los 30-120 minutos de la administiael® ayunas. Una vez en la circulacion
sistémica, el sildenafilo se distribuye ampliamgrdetodo el organismo. Tanto el sildenafilo como
su principal metabolito, el N-dimetil-sildenafilgue tiene la misma actividad que el farmaco nativo
aunque en menor potencia, se une extensament@diaias del plasma (aproximadamente en un
96%). El sildenafilo es metabolizado por las isimaz hepaticas del citocromo P450, siendo

posteriormente metabolizado a compuestos inactjuesse excretan primariamente en las heces.

Al analizar el efecto del sildenafilo sobre nuestnmodelos PCS, evidenciamos que
producen una disminucién de la somnolencia durangetiempos de actividad motora, pero no
mejora el tiempo total de suefio durante su tiengpethjacion ni la fragmentacién del mismo. Por
otra parte, hemos evidenciado en nuestros mod€l&seRpuestos al sildenafilo, una mejoria en la

proporcion del suefio NREM respecto a las no expseki que podria favorecer la recuperacion



de energia fisica, como la recuperacion corporayrolégica (atencion vy vigilia), explicando asi

indirectamente la mejoria de la somnolencia duranseiempos de actividad.

Al analizar cuantitativamente la actividad electrcefalografica (EEGq) de los modelos
PCS tratados con sildenafilo, observamos un decrende la potencia relativa de la banda theta,
asociado a un aumento de la potencia relativa tarda alfa, contrarrestando asi en cierta medida
los efectos de la encefalopatia sobre la activiadléctrica cerebral descrita en estudio previos
(109, 110), convirtiéndolo en una nueva alternatirapéutica que podria ser Util para mejorar los
trastornos del suefio y el deterioro bioeléctricdaycalidad de vida de los pacientes con

encefalopatia hepéatica minima o clinica.



CONCLUSIONES




VI. Conclusiones

1. Las ratas con de encefalopatia hepatica por dé@ivamorto-cava (PCS), presentan un
desplazamiento del ciclo suefio-vigilia, aumentasulsomnolencia durante sus tiempos
de actividad y disminuyendo el tiempo de suefiortaraus periodos de descanso, de

forma similar a las alteraciones del suefio descetapacientes cirroticos.

2. Las ratas con encefalopatia por derivacion porn@gaesentan una disminucion de la
proporcion del suefio NREM, el cual tiene un impudapapel en la recuperacion y
restauracion fisica y neuroldgica, o que contriburydirectamente a su somnolencia

durante los tiempos de actividad.

3. Las ratas PCS presentan un aumento de las poteal@tsas de la banda theta tanto en
vigilia como en suefio, y un descenso de la poteakiea en comparacion con los
controles, reproduciendo las alteraciones descrigas pacientes cirréticos sin

encefalopatia hepética clinica evidente.

4. El tratamiento de las ratas PCS con Zolpidem mejararquitectura del suefio,
recuperando el ciclo suefo-vigila, disminuyendsdenolencia durante sus tiempos de
actividad. Esto va asociado a un aumento del tietofa de suefio durante su periodo
de descanso y un aumento de la proporcion de SWREdM, lo que contribuiria a una

mejor recuperacion fisica y neuroldgica.



5. El Zolpidem favorece el aumento de la potencidikelade la banda theta, y disminuye
la potencia relativa de la banda alfa, empeoraosi@fectos de la encefalopatia hepatica

en la actividad cerebral.

6. El tratamiento de las ratas PCS con Sildenafilooragparcialmente la arquitectura del
suefio, disminuyendo la somnolencia durante lospiisnae actividad, pero sin mejorar
el tiempo de suefio ni su fragmentacién. Sin embarggora la proporcion del suefio
NREM, lo que podria favorecer la recuperaciorcéisi neuroldgica, explicando asi la

mejoria de la somnolencia durante sus tiempos tiledaa.

7. EIl Sildenafilo disminuye la potencia relativa deblanda theta, y aumenta la potencia
relativa de la banda alfa, contrarrestando asi iertacmedida los efectos de la
encefalopatia sobre la actividad cerebral, covidolo en una alternativa Gtil para
mejorar los trastornos del suefio y el deterior@lBiirico en la encefalopatia hepatica

minima o clinica.
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