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El acetaldehido es el principal metabolito del etanol y es un compuesto bioldgico
muy activo. Esta molécula es capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica vy
modificar el contenido de monoaminas en el cerebro. Recientemente ha sido
implicado en muchos efectos téxicos del etanol. Este estudio se llevd a cabo para
determinar las alteraciones en el ciclo sueno vigilia de la rata y en el contenido de
serotfonina y noradrenalina en varias regiones del cerebro después de la
administracion aguda y cronica de acetaldehido. Se utilizaron ratas macho de la
cepa Wistar las cuales se implantaron con siete electrodos para la realizacién de
registros polisomnogrdficos. Los grupos experimentales fueron administrados con
acetaldehido a varias dosis para tratar de establecer una curva dosis respuesta. Otro
lote de ratas fue sacrificado a diferentes tiempos después de la administracion de
acetaldehido para analizar el contenido de serotonina, noradrenalina y dcido 5-
hidroxiindolacético en diferentes regiones del cerebro. En general, los resultados
mostraron que el acetaldehido disminuyd significativamente el tiempo total de vigilia,
incrementd el sueno de ondas lentas y disminuyd el sueno de movimientos oculares
rdpidos. La disminucidon del sueno de movimientos oculares rdpidos se observd
inmediatamente después de la aplicacion de acetaldehido y durante las primeras 12
h de registro, es decir a lo largo del periodo de luz. Por el contrario, el sueno de ondas
lentas se incrementd hasta 12 h después de la inyeccidn de acetaldehido y a lo largo
del periodo de oscuridad. El andlisis neuroquimico mostré que el acetaldehido
incrementé significativamente el contenido de acido 5-hidroxiindolacético vy la tasa de
recambio (5-hidroxiindolacético/serotonina) en el bulbo y puente. Estos resultados
sugieren que el acetaldehido modifica el metabolismo de serotonina el cual ha sido
implicado en la aparicién y mantenimiento de los episodios de suefio de movimientos

oculares rdpidos a lo largo de todo el ciclo sueno vigilia.



ABSTRACT

The acetaldehyde is the first product formed in the ethanol metabolism and it is
very active biological compound. This molecule is able to cross the blood-brain barrier
and it can modify the monoamine contents in the brain. Several reports have
suggested it plays a role in the effects of ethanol on the brain. The aim of this study was
to determine the modifications in the sleep-wake cycle and changes of serotonin and
noradrenaline concentrations in several regions of the rat brain after acute and chronic
acetaldehyde administration. Male Wistar rats were used for this study and the animals
were implanted with seven electrodes for the polygraphic recordings. For the
neurochemical analysis the rats were sacrificed at different times after the
acetaldehyde administration. The contents of serotonin, noradrenalin and 5-
hydroxyindolacetic acid were analyzed in several brain regions. Results showed that
acetaldehyde significantly decreases the time spent in wakefulness, increases the time
spent in slow wave sleep and decreases the rapid eye movements sleep. The decrease
of rapid eye movements sleep was immediately observed after acetaldehyde injection
and along the light period. By confrast, the increase of slow wave sleep was detected
along the dark period. The neurochemical analysis showed that acetaldehyde
significantly increases the 5-hydroxyindolacetic acid content and 5-hydroxyindolacetic
acid/serotonin ratio at the bulb and pons. These results suggest that acetaldehyde
modifies the metabolism of serotonin which has been implicated in the onset and

sustaining of the sleep episodes occurring along the sleep-wake cycle.



. INTRODUCCION

El sueno es un estado conductual de reposo el cual presenta diferentes
niveles de control, desde los genes y los mecanismos intracelulares hasta las
redes neuronales centrales incluyendo aquellas que confrolan el movimiento,
despertares, funciones autondmicas, conducta y cognicion.

A partir de la década pasada, una explosidon remarcable de nuevos
descubrimientos ha permitido construir un panorama mucho mds completo de
los mecanismos genéticos, la neurofisiologia celular y las redes subcorticales
qgue subyacen a la neurobiologia del sueno. Los ritmos biolégicos estdn
determinados genéticamente, por lo que se presentan adn cuando los
individuos se encuentren aislados del medio ambiente. Algunas senales
externas sincronizan a los organismos vivos con el medio ambiente, a estas
senales se les llama sincronizadores. El mds estudiado es el ciclo nictameral, o
de sucesion de luz y oscuridad, provocado por la rotacidn de la tierra en un
periodo de 24 horas. Este ritmo geoldgico, probablemente como una presion
de seleccioén, dié lugar en los organismos a ritmos biolégicos internos con un
periodo similar al natural, los cuales son conocidos como circadianos (Hiriart,
1998).

Descubrimientos recientes indican que los mecanismos moleculares que
controlan  los ritmos  circadianos  estdn  altamente  conservados
flogenéticamente (Allada y cols, 2001; Reppert y cols, 2001). La conservacion
tanto molecular como conductual de los ritmos circadianos sugiere que el
sueno proporciond una ventaja selectiva en los mamiferos ancestrales para
poder persistir. La prolongada pérdida de sueno afecta, entre ofras cosas, el
control de temperatura, el metabolismo y la funcién inmune, pudiendo

producir en condiciones extremas hasta la muerte. Con todo lo anterior



podemos darnos cuenta de la importancia que tiene este proceso y fodos los
niveles de organizacion que participan o que son influidos directa o
indirectamente por el sueno (Rechtschaffen y Bergmann, 2002).

Desde que comenzaron los primeros frabajos para conocer mdas a fondo
el origen y funcidon del sueno, se han empleado diversos enfoques y
metodologias. Uno de los primeros trabajos que surgieron para tratar de
describir los mecanismos de este fendmeno fue la postulaciéon de la Teoria
hipnogénica del sueno. Esta teoria fue propuesta por Pieron en 1913 (citado
por Borbely y Tobler, 1989), y demostrd que el liquido cefalorraquideo de perros
privados de sueno era capaz de incrementar el sueno cuando se administraba
en perros controles. De esta forma, Pieron postuld que durante la vigilia
prolongada se acumulaba cierta sustancia en el liquido cefalorraquideo a la
que nombrd hipnotoxina y que era la responsable de la generacion del sueno.

Debido a esta necesidad para dormir, se han formulado varias hipdtesis
que tratan de explicar que es el sueno. Las primeras hipdtesis de los
neurofisidlogos consideraron al sueno como un estado pasivo opuesto a la
vigilia. Con el descubrimiento del sistema reficular activador ascendente
(Moruzzi y cols, 1949), la vigilia pasé a ser explicada en términos de un
incremento en la actividad de este sistema, y el sueno, en términos pasivos del
sistema. Sin embargo, esta teoria requeria solamente un sistema para explicar
la sucesidn de la vigilia hacia el sueno. Estas teorias fueron inicialmente
aceptadas de manera muy amplia, pero desde entonces el panorama ha
cambiado drdsticamente. El descubrimiento que el suefo podia ser inducido
por la estimulacion eléctrica de diferentes partes del cerebro fue el primer

punto de atague contra la teoria pasiva del sueno.



Posteriormente, para probar la existencia de un sistema activo inductor
del sueno fue necesario producir estados de insomnio por medio de lesiones
en el cerebro. Von Economo describié estados de insomnio en un grupo de
pacientes afectados por encefalitis letdrgica y con lesidon del drea predptica
del hipotdlamo anterior. Bremer en los anos treintas, secciond entre el bulbo y
la médula (encephale isolé) del cerebro de gatos y observé que el animal se
mantenia con una actividad cerebral normal y en el que se alternaban los
periodos de sueno y de vigilia (ref. ver Velayos y cols, 2003). El siguiente paso
de esta directriz fueron las transecciones del tallo cerebral inmediatamente por
debajo del sistema reticular activador ascendente. La transeccién del ndcleo
pontino medio produjo un incremento definitivo en la conducta y en el registro
electroencefalografico caracteristico de la vigilia (Batini y cols, 1958). Estos
descubrimientos postularon asi la existencia de estructuras especializadas en la
generacion del sueno localizadas en el tallo cerebral inferior. De esta forma, en
1960 la mayoria de los neurofisidlogos aceptaron la hipdtesis de la existencia
de mecanismos inductores de sueno los cuales pueden activamente disminuir
la actividad del sistema reticular activador ascendente. La teoria activa del
sueno fue apoyada por los trabajos realizados en gatos, en los que se observd
que la estimulacion eléctrica de un drea bien definida en el diencéfalo
producia sueno conductual y electrogrdfico (Herndndez-Pedn, 1962).

Aungue no existe una teoria global comprobada que explique el ciclo
sueno vigilia, se han realizado varios estudios en diferentes grupos de
vertebrados para caracterizar la presencia o ausencia de sueno de ondas
lentas (SOL) y sueno de movimientos oculares rapidos (sSMOR) y para realizar un
comparativo con la arquitectura del sueno conocida en roedores y humanos.

Los peces y anfibios pasan por periodos de reposo acompanados de un



descenso en la respuesta ante estimulos del entorno. Sin embargo, no se ha
podido demostrar que existan diferencias claras entre el sueno vy la vigilia de
estos grupos. Los reptiles presentan caracteristicas conductuales propias del
sueno v los resultados de los registros electroencefalogrdaficos son similares al
SOL de los mamiferos y en algunos casos se han registrado episodios breves de
un estado muy parecido al SMOR (Garau y cols, 2005). Las aves fienen periodos
alternados de ambas fases de sueno, aunque los periodos de SMOR son muy
POCOS y ocupan una pequena parte del tiempo total de sueno. Por el
contrario, todos los mamiferos presentan los dos tipos de sueno bien
desarrollados. Con excepcidn de especies muy primitivas, como el equidna, en
donde la presencia de sSMOR ha estado bajo discusidon (Siegel, 1995).
Actualmente no podemos considerar una teoria pasiva o activa para
determinar los procesos que determinan la aparicidon de los diferentes estados
en el ciclo sueno vigilia, sin embargo existe una gran cantidad de evidencias
gue han permitido el conocimiento de la activacién o inactivacidon de muchos

grupos neuronales en varias regiones cerebrales a lo largo de este ciclo.



Il. ANTECEDENTES
A. Generalidades del ciclo sueno-vigilia

Para definir el sueno tfenemos que describir las variaciones en la actividad
eléctrica cerebral. En la actualidad, un registro de sueno debe considerar al
menos, los siguientes pardmetros: electroencefalograma (EEG) o actividad
cortical, electrooculograma (EOG) para registro de movimientos oculares y
electromiograma (EMG) para registro de tono muscular. Otros pardmetros que
pueden registrarse son la frecuencia cardiaca y respiratoria asi como la
presencia de actividad en regiones especificas del cerebro como las ondas
ponto-geniculo-occipitales (PGO). A partir de los datos del EEG se puede
obtener un andlisis del espectro de frecuencia. Este andlisis utiliza una funcién
matemdatica llamada Transformacién de Fourier para convertir los datos del
EEG y clasificarlos en 4 bandas de frecuencia: a) ritmo delta (0.5 - 3.9 Hz), b)
ritmo theta (4 — 7.9 Hz), c) ritmo alfa (8 = 12.9 Hz) y d) ritmo beta (13 - 20 Hz).

El ciclo sueno vigilia del humano consiste de seis etapas (Rechtschaffen y
Kales, 1968) que se caracterizan de la siguiente manera:
a) Vigilia: en el EEG se observan frecuencias mezcladas de ritmos alfa y beta.
Generalmente el tono muscular esta elevado y no se presentan movimientos
oculares rapidos.
b) Sueno de ondas lentas | (SOL I): El EEG presenta actividad de bajo voltaje
(50-75 uV) y una frecuencia entre 5 y 7 Hz, ocasionalmente aparecen ondas
con amplitud mayor que 200 uV.
c) SOL II: se presentan los llomados husos de sueno, los cuales presentan
frecuencia de 12-14 Hz, duracion minima de 5 segundos y estdn formados por

6-7 ondas.



d) SOL Il y e) SOL IV: estas dos etapas varian de acuerdo a su duracion y se
caracterizan por la presencia de ritmo delta.

f) Sueno de movimientos oculares rapidos (SMOR): el EEG presenta actividad
de bajo voltagje, similar a la vigilia, con presencia de movimientos oculares y
atonia muscular.

La investigacién bdsica del sueno se ha llevado a cabo principalmente
en ratas y gatos. El fendbmeno del sueno en la rata ha sido subdividido
solamente en las siguientes fases: SOL y sSMOR. Tanto el SOL como el sMOR
presentan patrones conductuales, electrofisioldgicos y bioquimicos diferentes.
Durante el SOL la actividad cerebral esta constituida por ondas de gran
amplitud (150-250 uV) y baja frecuencia disminuyendo la actividad muscular,
mientras que el SMOR se caracteriza por tener un EEG de ondas rapidas y bajo
voltaje (50-150 uV) presentando ademds atonia muscular. En la vigilia los
animales presentan conductas tipicas de su especie asi como una actividad
electrogrdfica de bajo voltaje (30-50 pV) junto con un elevado tono muscular.

Oftros pardmetros electrofisioldgicos que se presentan durante el ciclo
sueno vigilia incluyen a los movimientos oculares, registrados por el EOG, los
cuales disminuyen en frecuencia durante el SOL y aparecen abruptamente
formando rafagas durante el SMOR. La actividad muscular es un pardmetro
evaluado por medio del EMG. Esta actividad se observa elevada en la vigilia,
se reduce durante el SOL y desaparece totalmente durante el sSMOR; sin
embargo, durante esta Ultima fase se presentan fuertes sacudidas musculares
en las extremidades, conocidas como mioclonias. Algunas funciones como la
respiracion y el ritmo cardiaco disminuyen su frecuencia al fransitar de la vigilia

al SOL hasta presentar arritmias durante el sMOR. Incluso, la temperatura



corporal también sigue un ritmo asociado con la vigilia y el sueno (Orem, 1980;
Orem y cols, 2002).

En la rata, la transicion de SOL a vigilia tiene una duracién corta y consiste
en una disminucidon de la amplitud e incremento en la frecuencia de las ondas
registradas en el EEG, precedida de un incremento abrupto del tono muscular;
por otra parte, la transicién de vigilia a SOL no muestra una clara sincronizacion
ininferrumpida del EEG, sino que estd marcada por la aparicion episédica de
ondas en huso. Las ondas lentas aparecen generalmente uno o varios minutos
después de la presentacion de los husos. La transicion de SOL a sMOR estd
marcada por un periodo corto, durante el cual el EEG estd todavia
sincronizado, aun sin indicios de atonia muscular pero con la presencia de
ondas PGO de gran amplitud. Cuando el sMOR estd completamente
desarrollado, la desincronizacidon cortical es evidente y el tono muscular se

abate tfotalmente.

B. Vigilia

En general, los animales en vigilia presentan caracteristicas conductuales
particulares como cabeza erguida con respuestas rapidas a estimulos del
medio ambiente, ojos abiertos y ritmo respiratorio rédpido e irregular. La fase de
vigilia en los mamiferos se divide en activa y pasiva. En la activa los animales
presentan conductas tipicas de su especie y en la pasiva los animales
permanecen quietos con los ojos abiertos y alertas a los estimulos significativos
del medio ambiente por lo que presentan un umbral bajo para responder a
cualqguier estimulo sensorial (Jouvet, 1967).

La vigilia activa en la rata se caracteriza por una actividad de frecuencia

variable en un rango de 11.5 a 30 Hz con un voltaje medio que varia de 30 a 50



uv. La vigilia pasiva se distingue por el contrario por un ritmo rdpido y de bajo
voltaje. En el EMG se presenta una gran actividad, es decir, la amplitud se
observa con un voltaje elevado. En el EOG se puede observar una cantfidad
elevada de movimientos oculares debido a la exploracion continua del medio

ambiente y a los estimulos percibidos (Jouvet, 1967).

C. Sueno de Ondas Lentas (SOL)

EL SOL presenta patrones conductuales claramente definidos, la rata se
encuentra echada, la pupila se contrae y es muy rara la presencia de
movimientos oculares rdpidos. Se ha observado que la respiracion se torna
profunda y lenta, mientras que la presidn arterial disminuye y el umbral para
reaccionar a los estimulos se encuentra elevado en relaciéon con el estado de
vigilia (Orem y cols, 2002; ref. ver Harris, 2005).

El registro de las oscilaciones electrogrdaficas del SOL se caracteriza por los
husos de sueno y el ritmo delta sincréonico con frecuencias de 1 a 4 Hz
Conforme avanza el sueno, estos husos se entremezclan con oscilaciones
electrogrdficas lentas (> 1 Hz) de alto voltaje (100 a 250 uv) que predominan en
la corteza frontal, nUcleo reticular taldmico, hipocampo y formacién reticular
pontfina y mesencefdlica (Jouvet, 1967; Nunez- Molina y Amzica, 2004). En el
registro del EMG, la actividad muscular disminuye en comparacion con la
observada en la vigilia y esta disminucidén se acentua conforme avanza el
tiempo en el cual el animal permanece en esta fase. El registro del EOG

presenta una actividad esporddica y lenta.



D. Sueno de Movimientos Oculares Rapidos (sMOR)

Durante este estado, aparecen movimientos rdpidos de los ojos, orejas,
vibrisas y extremidades, la respiraciéon se vuelve irregular y con periodos cortos
de apnea (Orem y cols, 2002). La posicidn caracteristica que adopta la rata se
denomina de “ovillo”. Una de las caracteristicas electrofisiolégicas del sSMOR es
la actividad cortical que se presenta. Estudios pioneros (Derbyshire y cols, 1936)
clasificaron los cambios eléctricos durante la vigilia y el sueno en gatos no
anestesiados y observaron periodos de actividad cortical rdpida de bajo
voltaje, similar a la que aparece durante la vigilia, pero en momentos en los
que el sueno parecia mas profundo. Estas oscilaciones electrogrdficas
corticales desincronizadas (20 a 30 Hz) y de baja amplitud, paraddjicamente
similares a las de la vigilia, son caracteristicas del sSMOR. Unos segundos antes
de finalizar el SOL aparecen de manera fdsica, espigas de gran amplitud
conocidas como PGO. Cuando el sMOR esta completamente desarrollado, las
espigas PGO aparecen como potenciales individuales o agrupados como

potenciales de pequena amplitud, la desincronizacién cortical es evidente y el

tono muscular se abate totalmente (Hess y cols, 1953).

E. Neuroquimica del ciclo sueno-vigilia

A lo largo de la historia se ha realizado una gran cantidad de estudios
para tratar de determinar las estructuras neurales y los sistemas neuroquimicos
involucrados en la regulacion del sueno vy la vigilia. Los trabajos pioneros de
Moruzzi y Magoun (1949) demostraron que la estimulacion eléctrica de la
formacion reticular en animales dormidos blogqueaba la actividad cortical
lenta sincronizada y la sustituia por un estado desincronizado de bajo voltaje

asociado con la vigilia. Estas observaciones llevaron a una hipdtesis, la cual



proponia que un sistema ascendente, localizado dentro de la regidon de la
formacidn reticular podria ser el responsable de la aparicion de la vigilia y el
control del estado conductual. Los estudios actuales han proporcionado
evidencia extensa acerca de la regulacion del estado conductual, el cual es
modulado por una serie de interacciones que involucran multiples sistemas
neuronales neuroquimicamente distintos localizados a lo largo del cerebro.
Hasta la fecha se conocen varias moléculas de naturaleza peptidica con
propiedades hipnogénicas, las cuales se han denominado “factores
inductores de sueno” (ref. ver Garcia-Garcia y Drucker-Colin, 1999). Sin
embargo, en esta seccion solo nos enfocaremos en los sistemas de
neurotransmision relacionados hasta ahora, con la regulacion del ciclo suefo-

vigilia.

Noradrenalina (NA)

El locus coeruleus (LC) es un nlcleo pontino par compuesto
exclusivamente de neuronas noradrenérgicas. Aungue existen otros ndcleos
noradrenérgicos, la mayoria de la investigaciéon sobre la regulacion
noradrenérgica del estado conductual se ha concentrado en el LC. Este
nucleo es el sitio principal de proyecciones eferentes a la mayoria de las
estructuras  del cerebro anterior que son inervadas por neuronas
noradrenérgicas (Foote y cols, 1983). Las neuronas del LC exhiben actividad
dependiente del estado, es decir las tasas de disparo mds altas se observan
durante la vigilia, tasas mdas bajas durante el SOL y el cese casi completo de la
tasa de disparo durante el SMOR (Aston-Jones y cols, 1981). Inclusive, los niveles
extracelulares de NA son linealmente proporcionales con la actividad neuronal

de LC (Berridge y Abercrombie, 1999).



Existe un gran numero de reportes los cuales sugieren que las neuronas
noradrenérgicas del LC son un elemento principal en la regulacion de la vigilia
y los despertares. Incluso, varios reportes han proporcionado evidencia sobre
un importante papel de las neuronas noradrenérgicas del LC en la regulacion
circadiana del estado de alerta y el desarrollo cognitivo durante la vigilia
(Aston-Jones, 2005). El LC contribuye a la iniciacién y mantenimiento de un
estado conductual (vigilia) y de actividad neuronal apropiado para la
coleccién de informacion sensorial. Por ofro lado, dentro de la fase de vigilia,
este sistema modula la coleccion y procesamiento de informacion sensorial
saliente, por medio de una diversidad de acciones dependientes de la
concentracién dentro de circuitos corticales y subcorticales (ref. ver Berridge y
Waterhouse, 2003b). Ademds, se ha observado que el mantenimiento de la
funcién del LC depende de la exposicion a la luz, lo cual esta mediado por un
circuito indirecto desde el nucleo supraquiasmdatico hasta el LC (Gonzdlez y
Aston-Jones, 2006).

La NA se enlaza a dos diferentes clases de receptores denominados a y
adrenérgicos. A su vez, estos pueden subdividirse en varios subtipos: a1, a2, B1,
B2 y Ba. Los receptores adrenérgicos son los cldsicos receptores acoplados a
proteinas G. Los receptores B- son postsindpticos y no se ha podido diferenciar
su efecto fisiologico. Los tipo a1 son postsindpticos y los fipo o2 son
presindpticos, de tal forma que es facil entender el efecto autorregulador de
los receptores a2 y el efecto excitador de los tipo a1 (Weiner y Molinoff, 1989).

Los estudios farmacoldgicos que utilizan diversos agentes para manipular
la neurotransmisidon noradrenérgica, también han aportado evidencia acerca
del papel de la NA en la regulacion del sueno vy la vigilia. La microinyeccion de

yohimbina, un antagonista oa2-adrenérgico, origina un incremento en la



actividad del LC e indices conductuales y electrograficos de vigilia (Berridge y
cols, 1991). También se ha observado que la infusidon intracerebroventricular
(ICV) de NA, el agonista ai-adrenérgico fenilefrina o el agonista B-adrenérgico
isoproterenol producen incrementos similares en la vigilia (Berridge y cols,
2003a). La aplicacién de metoxamina, que tiene un efecto estimulante sobre
los adrenoreceptores-au, disminuye el SMOR en ratas (Pellejero y cols, 1984). La
inactivacion bilateral del LC por medio de la infusion de clonidina, un agonista
az-adrenérgico, produce un incremento significativo en la frecuencia lenta del
EEG y sedacion (Berridge y cols, 2000). Las drogas que estimulan la liberacion o
bloquean la recaptura de NA incrementan o prolongan la vigilia y son usadas
para tratar la hipersomnolencia. El modafinil es la mds usada recientemente y
al parecer también incrementa la neurotransmision mediada por NA (Gallopin
y cols, 2004).

Todos estos estudios farmacoldgicos han sugerido que las neuronas

noradrenérgicas en el LC juegan un papel en la regulacion de la vigilia.

Serotonina (5-HT)

Las neuronas serotonérgicas estan distribuidas a lo largo de los ndcleos del
rafe (grupos de neuronas que se extienden desde el mesencéfalo hasta la
medula) y proyectan ampliamente a lo largo de todo el cerebro. A finales de
los anos 60°s, este neurotransmisor se involucrd en la generacién de sueno a
partir de los trabajos pioneros de Jouvet (1969). En el inicio se considerd que
participaba Unicamente en la regulacidon del SOL debido al insomnio
observado después de la lesidon de los nUcleos del rafe.

El papel funcional de la 5-HT en relacion al ciclo sueno-vigilia ha sido

ampliamente estudiado en gatos y ratas. En ambas especies, la tasa de



disparo de las neuronas serotonérgicas y la concentracion de 5-HT extracelular
en el rafe dorsal es consistentemente mds alta durante la vigilia, disminuye
progresivamente a lo largo del SOL y alcanza su minima concentracion
durante el sSMOR (Jacobs y cols, 1991; Portas y cols, 2000; Levine y cols, 1992).
Lo anterior sugiere que este sistema tiene participacion en el mantenimiento
de la vigilia, la regulacién del tono muscular y en la regulaciéon de algunos de
los eventos fdsicos del sMOR. La actividad tonica de las neuronas
serotonérgicas durante la vigilia suprime los eventos fdsicos y su inactividad
durante el SMOR permite que la actividad eléctrica de alto voltaje (espigas
PGQO) se propague desde el puente hasta el tdlamo vy la corteza (Wu y cols,
2004). Esta hipdtesis ha sido apoyada por algunos estudios farmacoldgicos; se
ha observado que la administracion sistémica de agonistas serotonérgicos
como 8-OH-DPAT y RU 24969, incrementa la vigilia y esto es probablemente
por medio de acciones sobre receptores serotonérgicos postsinapticos (Dzoljic
y cols, 1992). Asimismo, la activacion de ofro tipo de receptores serotonérgicos
por medio de CGS 12066B, CP 94,253 y m-clorofenilbiguanida origina
incrementos similares en la vigilia (Dugovic y cols, 1989; Ponzoni y cols, 1993).
De acuerdo con la hipdtesis que el sistema serotonérgico estd involucrado en
la vigilia, se ha observado que la reduccidon en la neurotransmision
serotonérgica produce sedacion. Asi, la administraciéon de los antagonistas
ritanserina y GR 127935 reduce la vigilia e incrementa el SOL (Dugovic y cols,
1989).

El origen de los cambios sobre la concentracion de 5-HT en los nUcleos
del rafe alo largo del ciclo sueno vigilia aun no estd claramente definido, pero
existe evidencia que la disminucion de la neurotransmisiéon serotonérgica

durante el SOL esta mediada por la activacidén de una entrada inhibitoria en el
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nucleo rafe dorsal (Gervasoni y cols, 2000). Sin embargo, aun gueda por
determinar si el cese de la descarga de las neuronas serotonérgicas es el
resultado de un incremento en el tono GABAérgico (Nitz y Siegel, 1997) o de

una disfacilitacion de las entradas excitatorias.

Acetilcolina

En los Ultimos anos ha sido bien documentada la importancia del sistema
colinérgico en la generacion del sueno, principalmente en el sMOR. La
acetilcolina fue involucrada en la regulaciéon del sueno a partir de los trabajos
de Herndndez-Pedn (1962). Estos primeros reportes demostraron que la
estimulacion de diferentes dreas del cerebro con cristales de acetilcolina
originaba la presencia de SOL y SsMOR. Los nuUcleos tegmentales
pedunculopontinos  (PPT) vy laterodorsales (LDT) contienen neuronas
colinérgicas que estdn involucradas en la regulacion del estado conductual.
La actividad en estas neuronas es mayor durante la vigilia y SMOR (es decir,
cuando los patrones de disparo corticales estdn desincronizados) y muy baja
durante el SOL (Steriade y cols, 1990). Las neuronas del PPT y LDT proyectan
hacia el tdlamo, donde se ha observado mediante estudios con microdidlisis
que los niveles de acetilcolina son elevados durante la vigilia y el sMOR
(Williams y cols, 1994). Existe ofra poblacién de neuronas colinérgicas que
proyectan principalmente hacia la corteza e hipocampo. Las fluctuaciones en
los niveles extracelulares de acetilcolina en la corteza e hipocampo son
similares a los observados en el tdlamo a lo largo del ciclo sueno vigilia
(Marrosu y cols, 1995).

Los receptores colinérgicos han sido divididos en dos tipos: los

muscarinicos y los nicotinicos. Estos términos se refieren a los efectos de la
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muscaring, sustancia proveniente de un hongo (Amanita muscaria) y que tiene
efectos similares a los de la nicotina contenida en el tabaco. La muscarina, en
general, estimula los receptores colinérgicos, mientras que la nicotina primero
los estimula y después los desensibiliza. Los receptores muscarinicos estdn
subdivididos en Mi, M2, M3, M4, Ms y los nicotinicos en Nn, Nm. En el cerebro,
estos receptores se localizan en corteza, cuerpo estriado, hipocampo, tdlamo,
hipotdlamo, cerebelo, mesencéfalo, medula, puente, substancia nigra, LC,
septum (Taylor y Brown, 1989).

Los estudios farmacolégicos que manipulan la  neurotransmision
colinérgica han ofrecido gran cantidad de evidencia para establecer el papel
de la acetilcolina en el control del sueno y la vigilia. La microinyeccién de
agonistas muscarinicos no selectivos como oxotremorina, cis-metil-dioxolano y
carbacol o la anticolinesterasa neostigmina en la formacién reticular pontina
medial produce sMOR (Veldzquez-Moctezuma y cols, 1989; Baghdoyan y cols,
1997). Algunos de estos efectos pueden ser bloqueados con atropina, un
antagonista muscarinico no selectivo. De acuerdo con estas observaciones,
se ha descrito que algunos antagonistas muscarinicos como quinuclidinil
benzilato y metoctramina reducen el sMOR e incrementan la vigilia,
posiblemente a través del bloqueo de receptores muscarinicos tipo M2 (Imeri y
cols, 1994; Coleman y cols, 2004).

Las neuronas colinérgicas también participan en la atonia muscular del
SMOR a través de las vias descendentes que reducen el tono muscular. Las
neuronas del PPT, LDT y dreas adyacentes utilizan acetilcolina y oftros
neurotransmisores para activar a las neuronas de la médula medial
responsables de la atonia (Morales y cols, 1987). Estas neuronas medulares

subsecuentemente liberan glicina durante el SMOR en las neuronas motoras

22



espinales y del tallo cerebral, de esta manera producen hiperpolarizacion e

inhibicion (Curtis y cols, 1968).

Acido Gama Amino Butirico (GABA)

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso
central y se ha establecido que la activacion de algunos receptores para
GABA favorece el SOL y sMOR. Las benzodiacepinas (triazolam, diacepam,
clonacepam) y barbitlricos (pentobarbital) incrementan la senalizacién
GABAérgica interactuando con el complejo receptor GABAA y de esta forma
promueven el sueno (Gauthier y cols, 1997; Gottesman y cols, 1998). Aunque
estos fadrmacos han sido usados extensivamente para el tratamiento del
insomnio, provocan varios efectos laterales que incluyen alteraciones en la
arquitectura del sueno, presencia de rebote en el insomnio, problemas en la
memoria y sindrome de abstinencia. En los anos noventas, fue intfroducido un
nuevo grupo de hipndticos no benzodiacepinicos para el fratamiento del
insomnio. En roedores y humanos, estos nuevos fdrmacos reducen la latencia
al sueno e incrementan el tiempo total en SOL (Gottesman y cols, 1998).

La influencia mds especifica del GABA sobre los mecanismos del sueno ha
sido estudiada principalmente por medio de la accién de sus agonistas. Lancel
y cols. (1996, 1997) encontraron un incremento de SOL y sSMOR después de la
aplicacién de los agonistas de GABA, muscimol y gaboxadol. Incluso, se ha
observado que en el drea hipotaldmica posterior existe un incremento en la
liberaciéon de GABA durante el SOL (Nitz y Siegel, 1996). Las neuronas del
hipotdlamo anterior, activas durante el sueno, son GABAérgicas e inervan
multiples regiones promotoras de la vigilia, incluyendo el LC, rafe dorsal,

PPT/LDT y posiblemente neuronas hipocretinérgicas del hipotdlamo lateral.

23



Estas neuronas GABAérgicas pueden regular el sueno por medio de la
inhibiciéon de estos sistemas involucrados en la vigilia y los despertares (Sherin y
cols, 1998). Otros datos sugieren que neuronas GABAérgicas del tallo cerebral
pueden ser responsables de la inhibicion de las neuronas serotonérgicas y
noradrenérgicas durante el sMOR. Nitz y Siegel (1997a, 1997b) mostraron
concentraciones altas de GABA durante el SMOR en el nUcleo del rafe dorsal y
en el LC. Estos datos sugieren que la inhibicion GABAérgica de estas dreas
monoaminérgicas podria ser suficiente para la aparicion de episodios de

SMOR.

Histamina

Varios estudios inmunohistoquimicos han mostrado que la histidina
descaboxilasa, y por lo tanto las neuronas histaminérgicas, estdn localizadas
en el hipotdlamo posterior de ratas y gatos (Watanabe y cols, 1984; Senba y
cols, 1985).

Las neuronas histaminérgicas del nucleo tuberomamilar proyectan
ampliamente en el cerebro y tienen un papel importante en el mantenimiento
de la vigllia. De manera similar a las neuronas del LC, las neuronas
histaminérgicas muestran una actividad dependiente del estado. Asi, las tasas
de disparo y la liberacion de histamina son mds altas durante la vigilia,
menores en SOL y permanecen casi inactivas durante el sSMOR (Saper y cols,
2001). Sin embargo, en contraste con los grupos neuronales monoaminérgicos,
las neuronas histaminérgicas estdn activas en la cataplexia (sintoma asociado
con la narcolepsia en el cual el fono muscular se pierde) a un nivel similar o

mayor que en la vigilia (John y cols, 2004). Por lo que se puede plantear que la
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actividad de las neuronas histaminérgicas esta relacionada con el
mantenimiento de la vigilia.

Algunos estudios han demostrado que la administracién de histamina y
drogas que incrementan la neurotransmisiéon histaminérgica incrementan la
activacion cortical y la vigilia ademds de que reducen el SOL y SMOR (Monti y
cols, 1986). En confraste, la inyeccién intraperitoneal (IP) de mepiramina, un
antagonista de los receptores H1, incrementa el SOL y el sMOR, asimismo
disminuye la vigilia (Lin y cols, 1988). Estos estudios sugieren que el sistema
histaminérgico en el hipotdlamo juega un papel muy importante en los
mecanismos de la vigilia y sus acciones estdn reguladas por medio de los

receptores H1 (Goodwin y Gren, 1985).

Hipocretinas

Los neuropéptidos excitatorios relacionados con el control del sueno vy
mds recientemente descubiertos son las hipocretinas 1y 2, también conocidos
como orexinas A y B. Estos péptidos son exclusivamente sintetizados por
neuronas en el hipotdlamo lateral y posterior. Dichas neuronas proyectan
ampliamente a nUcleos histaminérgicos, noradrenérgicos y serotonérgicos y de
esta forma juegan un papel importante en la regulacion del sueno y la vigilia
(De Leceaq, 1998). Estas moléculas fueron originalmente relacionadas con el
sueno cuando se encontré que la pérdida de neuronas hipocretinérgicas
estaba relacionada con la narcolepsia humana. La mayoria de los
narcolépticos con cataplexia exhiben una pérdida de aproximadamente el
90% de neuronas que sintetizan hipocretina (Thannickal y cols, 2000).

Recientemente se observdé en registros in vivo que las neuronas

orexinérgicas descargan durante la vigilia, cuando el tono muscular es alto;
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disminuyen la descarga durante la vigilia pasiva y en ausencia de movimiento
y virtualmente cesan la tasa de disparo durante el sueno, cuando el tono
muscular es bajo o ausente. Durante el sSMOR permanecen relativamente
silentes e incrementan su disparo antes del final del episodio de sMOR y de
esta forma “anuncian” el regreso de la vigilia y del tono muscular (Lee y cols,
20095).

La expresion de c-fos junto con la determinacion de los niveles de
hipocretinas en el liquido cefalorraquideo, sugieren que estas neuronas estdn
mds activas durante la vigilia, particularmente durante periodos de alta
actividad locomotora (Estabrooke y cols, 2001). Se ha observado que la
administracién de hipocretina-1 y 2 en el ventriculo lateral, el LC o el tallo
cerebral incrementa la vigilia y la actividad conductual mientras que suprime
el SOL y sMOR (Hagan y cols, 1999). Dada su inervacion y excitacion de ofros
“sistemas de vigilia”, las neuronas orexinérgicas parecen tener un papel

principal en la estimulacion y mantenimiento de la vigilia.

Adenosina

La adenosina es otro neurotransmisor que ha sido involucrado en la
regulaciéon del sueno. Se ha descrito que la vigilia prolongada incrementa la
concentracién de adenosina mientras que los niveles disminuyen durante la
subsiguiente recuperacion del sueno (Porkka-Heiskanen y cols, 1997). La
administraciéon exdégena de adenosina o de fdarmacos agonistas de los
receptores para adenosina, originan un aumento de SOL y retraso de sMOR
tanto en ratas como en humanos. Por ofro lado, fdrmacos antagonistas de
adenosina, como las metilxantinas (cafeina, teofilina), reducen el sueno

(Schwierin y cols 1996). Se ha demostrado que la adenosina inhibe |la actividad
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de las células del complejo PPT/LTD (Rainnie y cols, 1994). Este hecho sugiere
que el efecto inductor de sueno de la adenosina depende en parte de la

inhibicion de los sistemas colinérgicos que regulan la vigilia y el SMOR.

F. Metabolismo del Etanol y Acetaldehido

El acetaldehido (ACH), es una molécula altamente reactiva, tiene un olor
iritante y es soluble en agua y etanol. Es utilizado en la industria para la
manufactura de paraldehido, dcido acético y perfumes. En seres humanos,
existen concentraciones de ACH enddgeno minimas, muy por debajo de las
que se alcanzan en higado, sangre y cerebro después de la ingestion de
etanol y se ha determinado que es mucho mds téxico que el etanol con una
dosis letal media (DLso) de 1930 mg/kg por via oral en ratas (Smyth y cols, 1951).

El ACH es el primer metabolito del etanol, es un compuesto
bioldgicamente muy activo y recientemente se ha especulado que juega un
papel muy importante en los efectos toxicos provocados por la administracion
de etanol. Aunque muchos érganos muestran propiedades enzimdticas para
la degradacién del etanol, la mayor parte de este (mds del 90%) se metaboliza
en el higado y del 2-10% es eliminado por pulmones y rinones (Lieber, 1997).

El primer paso en el metabolismo enzimdtico fundamental del etanol estd
mediado por la enzima citosdlica alcohol-deshidrogenasa, la cual cataliza la
conversion de etanol a ACH y estd acoplada con la reduccion de nicotin-
adenosin-dinucledtido (NAD* — NADH). El siguiente paso del metabolismo estd
mediado principalmente por la accién de la aldehido-deshidrogenasa. Esta
enzima rapidamente convierte el ACH a acetato. La aldehido-deshidrogenasa
también usa NAD* como cofactor en la oxidacién del ACH. Finalmente, la

acetato-tiocinasa metaboliza al acetato en acefil coenzima A que se
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incorpora al ciclo de Krebs para formar CO2 y H2O o bien es utilizada para la
sintesis de dcidos grasos u ofros constituyentes (Figura 1) (ref. ver Hunt, 1996).
Aparte del aparato enzimdtico mencionado, existen otros dos sistemas
que catalizan la conversidn de etanol a ACH: el citocromo P450 y la catalasa
(Warner y Gustafsson, 1994; Aragon y cols, 1992; Lieber, 1997). El citocromo
P450 es un complejo enzimdtico involucrado en la detoxificacién de drogas y
toxinas en el higado y puede expresarse en varias formas. La forma mas
involucrada en el metabolismo del etanol es el citocromo P450 2E1. Este
cifocromo ha sido identificado en el cerebro y puede ser enconfrado en
neuronas y glia (Hansson y cols, 1990). La catalasa funciona como regulador
de los niveles de peroxido de hidrogeno y se ha demostrado que en presencia
de este compuesto, el etanol puede ser oxidado hasta ACH in vitro por accioén

de la catalasa (Keilin y Martree, 1945).

(o)
ADH ! ALDH
CH3- CH2- OH + NAD CH3- CH + NADH

—
Etanol " Acetaldehido "

NAD NADH NAD NADH
(o] Acetato o
1l I Ciclo
CH3-C- O msssmlp> CH3- CH- S~ CoA ==l de Krebs
Acetato Acetil CoA
Tiocinasa

Figura 1. Esquema del metabolismo fundamental del etanol. La enzima citosdlica alcohol-
deshidrogenasa (ADH) cataliza la conversion de etanol hasta acetaldehido, esta reaccién esta
acoplada con un aceptor de hidrogeno NAD que es reducido hasta NADH. Después el
acetaldehido es transformado a acetato a través de la aldehido-deshidrogenasa (ALDH)
utilizando NAD como cofactor. Finalmente, la acetato-tiocinasa metaboliza al acetato en acetil
coenzima A.
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Se ha propuesto que el ACH derivado del metabolismo del etanol en el
higado penetra desde el torrente sanguineo hasta el cerebro con dificultad
debido a la presencia de la aldehido-deshidrogenasa en la barrera
hematoencefdlica (Zimatkin, 1991). Para sobrepasar dicha barrera metabdlica
son necesarias concentraciones muy altas de ACH (>100 uM) (Tabakoff y cols,
1976). Estas concentraciones probablemente se alcanzan cuando se inyectan
dosis altas de ACH por via IP; incluso, se han observado niveles muy altos de
ACH en ratas inyectadas con etanol después de la inhibicién de la aldehido-
deshidrogenasa (Jamal y cols, 2003). Por otro lado, en pacientes alcohdlicos
cronicos se han detectado niveles de ACH tan altos como 30 uM (Hatake y
cols, 1990), mds aun existe un reporte de individuos japoneses con niveles de
ACH en sangre equivalentes a 548 uM (Watanabe y cols, 1985).

Existe discusion acerca de la capacidad del ACH para atravesar la
barrera hematoencefdlica, sin embargo, en varios estudios se ha comprobado
la formacion de ACH a fravés del metabolismo de etanol directamente en el
cerebro. La evidencia experimental apunta hacia la oxidacién central del
etanol por medio del sistema catalasa-H202 como un factor importante para
explicar los efectos neurotdxicos observados después de la administracion de
etanol. Se ha demostrado que el etanol es metabolzado a ACH en
homogenizados de cerebro de rata (Aragon y cols, 1992) asi como en cultivos
de tejido neuronal (Hamby-Mason y cols, 1997) por medio de la actividad
peroxidativa de la catalasa. Otras vias podrian estar también involucradas en
el metabolismo del etanol y en la produccion de ACH en el cerebro. Un
estudio reciente reportd la presencia de alcohol-deshidrogenasa dentro de
regiones muy especificas del cerebro de la rata como cerebelo, hipocampo y

corteza, estos datos sugieren que esta enzima podria estar contribuyendo a la
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produccion de ACH en estas dreas (Martinez y cols, 2001). En conclusion, el
ACH puede acumularse en el cerebro después de la inyeccion de dosis altas y

mediante el propio metabolismo del etanol localizado en el cerebro.

G. Efectos del Acetaldehido en el cerebro

En general se ha asumido que los efectos conductuales y neuroquimicos
descritos después de la ingesta o administracion de alcohol son debidos a la
accién per se del etanol en el sistema nervioso central. Sin embargo, desde
hace varios anos muchos estudios han postulado el papel que podria tener el
ACH sobre algunos de los efectos provocados por el etanol, no obstante aldn
no se ha establecido por completo la participacion que tiene este metabolito.

La mayoria de los estudios de locomocion han reportado efectos
depresivos después de la administracion periférica de ACH. Holtzman vy
Schneider (1974) fueron los primeros en medir efectos depresivos locomotores
en el primer minuto después de la administracion intravenosa de ACH. Estudios
posteriores han mostrado que los efectos depresivos del ACH aparecen con
dosis mayores que 50 mg/kg de peso (Quertemont y cols, 2005). Las
inyecciones IP de ACH inducen depresion locomotora dosis-dependiente en
ratones de las cepas C57 y CD1. Incluso, se demostrdé que ratones pretratados
con cianamida, un inhibidor de la aldehido-deshidrogenasa, presentan
disminucion en los niveles de actividad locomotora después de la
administracion de 2-3 g/kg de etftanol (Quertemont y cols, 2004). Estos
resulfados muestran claramente que el incremento en la concentracién de
ACH en sangre y cerebro ocasionado por la inhibicidon de la enzima aldehido-

deshidrogenasa potencia los efectos depresivos locomotores del etanol.

30



Estos resultados indican que el ACH es principalmente una droga
depresora y que podria de esta forma contribuir con los efectos sedantes y
depresores del etanol. Sin embargo, existe controversia por los efectos que se
presentan ya que estos dependen de la via de administracion. De esta forma,
el ACH parece ser principalmente depresor cuando se inyecta
periféricamente, mientras que es un estimulante cuando se perfusa
directamente en el cerebro. Se ha observado que el ACH administrado en los
ventriculos laterales incrementa la actividad locomotora. Las infusiones ICV de
ACH pueden producir un patréon de activacidon motora a  dosis
moderadamente bajas, inclusive, el ACH induce incremento en la conducta
exploratoria (Correa y cols, 2003). Este resultado es similar al efecto producido
por la administracién ventricular de etanol. AUn no existe una explicacién para
comprender las discrepancias observadas en los resultados. Claramente se
necesitan mds estudios para entender las diferencias en los efectos
observados después de la administraciéon central o periférica de ACH.

La intoxicacién por alcohol induce un amplio rango de efectos sobre Ia
memoria, desde defectos en la memoria a corto plazo después del consumo
de cantfidades moderadas de etanol hasta lagunas o completa incapacidad
para formar recuerdos a largo plazo. A nivel molecular, se ha sugerido que el
etanol dana la memoria a través de la inhibicién de la potenciacion a largo
plazo (LTP, siglas en ingles). El LTP es un incremento duradero de la eficacia
sindptica y es a menudo descrito como la base molecular potencial de la
memoria (Goosens y Maren, 2002). Varios estudios han mostrado que el etanol
inhibe de manera dosis-dependiente el LTP tanto in vivo como in vitro (Blitzer y
cols, 1990). Existen muy pocos estudios que han investigado el papel del ACH

en el desajuste de la memoria inducido por el etanol. Quizd el mds significativo
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es el publicado por Abe en 1999, en donde se muestra que el ACH, al igual
que el etanol, inhibe in vivo la induccién de LTP en el giro dentado de la rata.
Este efecto fue visible después de la administracion tanto IP como ICV de ACH,
lo que indica que el ACH tiene un efecto directo sobre el cerebro y ademds
que tiene la capacidad de danar directamente la memoria.

Varios modelos animales han sido desarrollados para probar los efectos
reforzadores de las drogas sobre la misma adiccion; sin embargo, los
protocolos de auto-administracién de las drogas y el condicionamiento por un
lugar son actualmente los mds usados. Debido a la especulacion que el ACH
tiene un papel importante en el abuso del alcohol, se han realizado varios
estudios para fratar de asignar un papel determinante del ACH sobre el
reforzamiento de la adiccidn y la conducta de ingesta alta de etanol. Los
primeros estudios reportaron que las ratas podian auto-administrarse ACH (1-5%
v/v) directamente en los ventriculos cerebrales (Brown y cols, 1979). También se
ha demostrado que la administracién periférica de ACH induce la auto-
administracién en ratas (Myers y cols, 1984), lo cual contradice la hipdtesis
comunmente aceptada que la acumulacion de ACH en sangre es altamente
aversiva. Estos estudios han demostrado que la auto-administracién de ACH es
mucho mds fdcil de establecer que la auto-administracidon de etanol,
indicando que el ACH es un reforzador de la adiccién mads fuerte que su
precursor el etanol. Recientemente, se propuso que el ACH es un reforzador de
la adiccion 1000 veces mds potente que el etanol cuando se auto-administra
en el drea ventral tegmental (Rodd-Hendricks y cols, 2002). Dicha regién del
cerebro esta involucrada en las acciones reforzadoras del etanol sobre la
adiccién. Las propiedades reforzadoras del ACH también han sido estudiadas

y confirmadas en modelos de condicionamiento por el lugar. Smith y cols
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(1984) reportaron que mdultiples infusiones ICV de ACH producen preferencia
condicionada por el lugar, sugiriendo que el ACH administrado cenfralmente
puede producir efectos reforzadores positivos. De igual forma, se ha descrito
que las ratas también exhiben una fuerte preferencia por un lugar o un
estimulo que ha sido asociado con inyecciones IP de ACH (20-50 mg/kg)
(Quertemont y De Witte, 2001). En conclusidén, el acetaldehido muestra
principalmente propiedades reforzadoras de la adiccion en ratas no
importando la ruta de administracion, ya sea sistémica o central.

Se ha sugerido que el ACH puede ejercer algunos de sus efectos
conductuales a fravés de algunas alteraciones en la actividad y metabolismo
de neurotfransmisores; sin embargo esto permanece sin esclarecerse. Existen
muy pocos reportes actuales que describan el efecto del ACH sobre el
contenido de monoaminas. Los primeros experimentos revelaron que la
administraciéon aguda indujo una disminucion significativa de NA (Thadani y
Truitt, 1977) y de 5-HT (Duritz y Truitt, 1966). No existe evidencia que indique que
el ACH interactlUa significativamente con la neurotransmision GABAérgica o
glutamatérgica. Mediante la medicion de los niveles extracelulares de
aspartato, glutamato y GABA se observé que no habia alteraciones después
de la administracion de ACH (Ward y cols, 1997). El sistema mesolimbico
dopaminérgico esta fuertemente involucrado en el desarrollo de la adiccion,
de esta forma se ha intentado especular que las propiedades reforzadoras del
ACH estdn mediadas por un incremento en la liberacion de dopamina dentro
del nUcleo accumbens y ofras regiones limbicas. De acuerdo con esta ideq,
recientemente se mostrd que el ACH incrementa la tasa de disparo de las
neuronas dopaminérgicas del drea ventral tegmental (Foddai y cols, 2004). Se

ha reportado que las ratas se auto-administran ACH en el drea ventral
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tegmental y que esta auto-infusidon se reduce con la administracion de un
agonista de los receptores dopaminérgicos D2 (Rodd y cols, 2004). Estos
resultados sugieren que las propiedades reforzadoras del ACH estdn mediadas
por la activaciéon de las neuronas dopaminérgicas en el sistema mesolimbico.
Existen muchos estudios que describen la accién aguda y crénica del
etanol sobre el ciclo sueno vigilia. Sin embargo, todavia no hay reportes que
muestren detalles acerca de los efectos del ACH sobre los pardmetros de
sueno de la rata y solamente pocos reportes, y obsoletos, han encontrado que
el ACH modifica el contenido de monoaminas implicadas en la regulacion del

sueno (Duritz y Truitt, 1966; Thadani y Truitt, 1977).
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I1l. HIPOTESIS

La administracion de ACH de manera sistémica y en ausencia de etanol,
tendrd efectos significativos sobre el ciclo sueno vigilia de la rata disminuyendo
el sMOR e incrementando el metabolismo de los neurofransmisores

involucrados en la regulacién y mantenimiento de los episodios de sSMOR.

IV. OBJETIVOS
A. General

Establecer si existen modificaciones en el ciclo sueno-vigilia de la rata y
en la concentracién de monoaminas después de la administracion de ACH

por via sistémica.

B. Particulares

Determinar las alteraciones en los tiempos de vigilia, SOL y sueno MOR en

ratas tratadas aguda y crénicamente con ACH.

Evaluar si existe un efecto dosis-dependiente sobre el ciclo sueno vigilia

de la rata mediante la utilizacidn de cuatro dosis de ACH.

Establecer si existen alteraciones en la concentracién de serotonina vy

noradrenalina después de la administracion de ACH.
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V. MATERIAL Y METODOS
A. Animales

Para este estudio se utilizaron 144 ratas macho de la cepa Wistar (280-320
g). Los animales se mantuvieron bajo condiciones contfroladas de luz (12 h luz:
12 h oscuridad) y con libre acceso a comida y agua. Todos los animales fueron
fratados con las medidas necesarias para minimizar el dolor o sufrimiento de
acuerdo con las regulaciones especificadas por el Comité de Uso y Cuidado
Animal del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y también de

acuerdo a los estdndares de los Institutos Nacionales de Salud de México.

B. Implantacién de electrodos

Los animales fueron anestesiados con ketamina (100 mg/kg) por via IP y
fueron colocados en el marco estereotdxico, se realizd una incision para
descubrir el crdneo y fueron implantados electrodos bipolares en la corteza
sensoriomotora izquierda para los registros electroencefalograficos (EEG), en
los mUsculos de la nuca para registrar el electromiograma (EMG) y en el borde
externo de la érbita ocular para registrar los movimientos de los ojos (EOG). Los
electrodos bipolares fueron disenados con alambre de acero inoxidable
cubierto de Teflon (0.005 pulgadas de didmetro) con las puntas descubiertas.
Un electrodo fijado con un tornillo en el crdneo fue usado como una fuente
indiferente o referencia. Previo a la cirugia, los electrodos fueron soldados a
pines y fijados en una estructura rectangular (12 x 6 x 8 mm) la cual fue fijada
al crdneo, durante la cirugia, con acrilico dental. Finalmente, las incisiones en
la piel fueron suturadas y se aplicd gentamicina por via inframuscular como

medida profildctica.
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Las ratas implantadas con electrodos fueron divididas al azar en grupos
agudos y crénicos. El protocolo de estudio agudo fue constituido por los
siguientes grupos:

a) control (n=6) inyectado con solucidén salina

b) ACH-1 (n=6) inyectado con 1 mg/kg de ACH

c) ACH-62.5 (n=6) inyectado con 62.5 mg/kg de ACH
d) ACH-125 (n=6) inyectado con 125 mg/kg de ACH

e) ACH-250 (n=6) inyectado con 250 mg/kh de ACH

El protocolo de estudio crénico estuvo constituido por los siguientes
grupos:
a) control (n=6) inyectado diariamente con solucién salina durante 30 dias
b) cACH-1 (n=6) inyectado diariamente con 1 mg/kg de ACH durante 30 dias
c) cACH-250 (n=6) inyectado diariamente con 250 mg/kg de ACH durante 30
dias.

Las soluciones de ACH fueron realizadas utilizando solucion salina como
vehiculo. Tanto la administracién aguda como la Ultima inyeccion de los
grupos crénicos fueron administradas 10 minutos antes del inicio del registro

poligrdfico de 24 h.

C. Estudios poligrdaficos

Una semana después de la cirugia, las ratas fueron colocadas en cajas
de acrilico (30 x 22 x 22 cm) a prueba de ruidos. Los electrodos fueron
conectados a un poligrafo (Grass 78D) por medio de cables flexibles. A los
animales se les permitid libore movimiento, libre acceso a comida y agua,

ademds estaban sometidos a condiciones controladas de luz-oscuridad (8:00-
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20:00 h luz; 20:00-8:00 h oscuridad). Las ratas fueron habituadas durante 48 h a
estas condiciones del laboratorio. Los diferentes estadios del ciclo sueno-vigilia
fueron calificados por el experimentador, quien no conocia que grupo se
estaba examinando. Los criterios electrofisiolégicos fueron los siguientes: vigilia,
caracterizada por desincronizacion en el EEG y presencia de actividad
muscular acentuada durante los movimientos; SOL, caracterizado por ondas
lentas con un voltaje mayor que 75 uV y disminucion del fono muscular y SMOR
caracterizado por desincronizaciéon en el EEG con la presencia de movimiento
oculares rapidos y aftonia muscular. Todos los registros polisomnograficos
comenzaron inmediatamente después de la inyeccion de solucién salina o

ACH segun el grupo y se extendieron durante las siguientes 24 horas.

D. Cuantificacién de monoaminas

El andlisis neuroquimico fue realizado de acuerdo al siguiente protocolo:
48 ratas fueron inyectadas (8:00 am) con solucién salina (via IP) y ocho ratas
fueron sacrificadas a diferentes tiempos (1, 3, 6, 9, 12 y 24 h después de la
inyeccion) con el objetivo de constituir los grupos control. Otro lote de 48 ratas
fueron administradas (8:00 am) con 250 mg/kg de ACH (via IP) y ocho animales
fueron sacrificados a diferentes tiempos (1, 3, 6, 9, 12 y 24 h después de la
inyecciéon) para formar los grupos experimentales y compararlos con los
controles.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, se extrajo el cerebro y se
disectd el bulbo, puente, mesencéfalo e hipotdlamo de acuerdo a la técnica
descrita por Glowinsky e Iversen (1966). Las muestras fueron inmediatamente
colocadas en hielo, sonicadas en 1 ml de solucién de acido perclérico 0.4 N

con 0.1% (p/v) de metabisulfito de sodio y centrifugadas durante 10 minutos a
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15 000 rom y 4°C. Los sobrenadantes fueron separados y mantenidos en
congelacion a -70°C en espera del andlisis cromatogrdfico. Los contenidos de
NA, 5-HT y dcido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) fueron analizados por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) acoplado con un detector
electroquimico. Se utilizé un cromatodgrafo de liquidos Perkin Elmer LC-250 con
un detector electroquimico Metronm. Los picos detectados fueron integrados
con el software TotalChrom desarrollado por Perkin Elmer. Se utilizaron
columnas analiticas para catecolaminas C18 100 mm x 4.8 mm con un tamano
de particula de 3 um. La fase moévil estaba constituida de una solucidn acuosa
de bufer de fosfatos (0.1 M, pH 3.2) la cual contenia 0.2 mM de octil sulfato de
sodio, 0.1mM de EDTA y 15% (v/v) de metanol. El flujo utilizado fue de 1.2
ml/min y el potencial fue fijaodo a 0.80 V contra Ag/AgCl electrodo de

referencia.

E. Andlisis estadistico

Los grupos control y experimentales usados en los protocolos agudo vy
cronico de estudios poligraficos fueron comparados con una ANOVA de una
via seguido por una prueba post hoc de Tukey. El andlisis de la duracién de
SOL y sMOR cada 3 horas durante 24 horas fue realizado con una ANOVA de
dos vias y medidas repetidas considerando el tiempo vy el tratamiento como
factores. Las comparaciones post hoc fueron hechas utilizando una prueba de
Tukey. El contenido de monoaminas fue analizado con una ANOVA de dos

vias seguido por una prueba post hoc de Tukey.
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VI. RESULTADOS
A. Administracion aguda de ACH y estudios poligraficos

En los estudios de sueno no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos administrados con las dosis bajas de ACH (1, 62.5 y 125 mg/kg) vy el
grupo control. Sin embargo, cuando se administrd la dosis mds alta de ACH
(250 mg/kg) se detectaron varias alteraciones significativas en relacién con el
grupo control, entre ellas una disminucidon del tiempo total en vigilia,
F(4,25)=5.70, p<0.01, un incremento del tiempo total en SOL, F(4,25)=9.70,

p<0.001, y el decremento del tiempo total en sSMOR, F(4,25)=8.10, p<0.001,

(Figura 2).
W Control
1000 - * 0O ACH 250 mg/kg
800 -
*
g 600 -
5
c
S 400 -
200 - *
0 -
\ SOL SMOR

Figura 2. Duracidén de vigilia (V), suefo de ondas lentas (SOL) y suefic de movimientos oculares
rdpidos (SMOR) en registros poligrdficos de 24 h del grupo control y después de la inyeccién
aguda de ACH. Los resultados estdn expresados como la media £ EEM de seis animales por
grupo. El andlisis estadistico fue llevado a cabo con una ANOVA de una via seguida de una
prueba post hoc de Tukey, * p<0.01.
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Para determinar en que etapa del ciclo se presentaron las alteraciones
de las fases del sueno, se compararon los periodos de luz y oscuridad. Durante
el periodo de luz, la administracién de 250 mg/kg de ACH disminuyd el tiempo
total en sMOR, F(4,25)=15.04, p<0.001, el nUmero de episodios de sMOR,
F(4,25)=12.61, p<0.001, y la duracion media de los episodios de sMOR,
F(4,25)=4.15, p<0.01. Incluso, ambas dosis (125 y 250 mg/kg) de ACH
incrementaron significativamente la latencia para presentar el primer episodio
de sSMOR, F(4,25)=49.50, p<0.001.

También se hallaron alteraciones en el periodo de oscuridad; se encontrd
una disminucion significativa del tiempo total en vigilia, F(4,25)=8.98, p<0.001, y
un incremento significativo del SOL, F(4,25)=13.37, p<0.001. Incluso, la duracion
media de los episodios de SOL incremento significativamente, F(4,25)=4.51,
p<0.01. Todos estos efectos solamente se observaron con la administracién de

la dosis mds alta de ACH (250 mg/kg) (Tabla 1).
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Tabla 1

Pardmetros de suefo registrados a lo largo de un ciclo de 12 h luz:12 h oscuridad in ratas Wistar adultas administradas con dosis agudas de ACH

Control ACH 1 mg/kg ACH 62.5 mg/kg ACH 125 mg/kg ACH 250 mg/kg

Fase Fase Fase Fase Fase Fase Fase Fase Fase

Luz Oscuridad Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad
Vv 2745+285 3927+21.0 2803%16.5 4559+23.6 287.7+21.1 379.4+20.0 2338x19.0 395.1+£20.8 261.9+18.7 9793+9209b
(min)
SOL 154+£33 19.4+£ 4.1 224+ 64 40.3+x10.4
lat (min)
SOL 378.8+24.5 279.6%18.1 2200£18.6 371.8+203 297.9+15.1 4250+19.1 281.6%17.6 43491210 3994+ 194b
(min)
SOL 95.7+6.7 612+40 55.2+59 82.7+78 608+ 1.4 89.2+6.3 563129 101.8+4.3 66829
epis
SOL 41+0.5 47+0.3 42+0.5 46+0.2 49+0.2 48+0.2 5.0£0.1 43+0.3 6.1 +0.49
dm (min)
sMOR 55.9+10.8 569 +6.2 114.7 + ]9.2b 277.3 + ]5.0b
lat (min)
sMOR 66.7+6.9 478+ 55 442+ 6.5 60.5+27 42.7+54 612+3.5 43350 233 +3.5P 41177
(min)
sMOR 40.8 + 4.1 28.5+4.2 27.3+3.4 342+1.2 27.5+27 36.7+1.4 31.5+3.2 177+ 2.1k 30.0+45
epis
sMOR 1.6 £0.06 1.7 £0.09 1.6 £0.1 1.8+£0.08 1.5+£0.09 1.7 £0.07 1.4+£0.05 13+0.19 1.3£0.09
dm (min)

Los resultados estdn expresados como las medias + EEM de grupos independientes (n=6). El andlisis estadistico fue llevado a cabo por una ANOVA de

una via seguida de una prueba post hoc de Tukey (p<0.05). 9Estadisticamente diferente del control. PEstadisticamente diferente de todos los grupos. V,
vigilia; SOL, sueno de ondas lentas; SMOR, suefio de movimientos oculares répidos; min, minutos; lat, latencia al primer episodio; epis, episodios; dm,

duracion media de los episodios.



Para tratar de correlacionar los efectos sobre el sueno con las alteraciones en

el contenido de monoaminas, se analizaron el SOL y el SMOR en bloques de 3h alo

largo de todo un estudio de sueno de 24 h. Después de la administracion aguda

de ACH (250 mg/kg). el SOL se incrementd significativamente hasta 12 h después

de la inyeccidn de ACH, es decir se alter6 en el periodo de oscuridad,

F(1,286)=22.15, p<0.001. Por otfra parte, también se confirmd que el SMOR disminuyd

de forma significativa inmediatamente después de la aplicacion IP de ACH vy

durante las primeras 12 h de registro, es decir a lo largo del periodo de luz,

F(1,286)=32.70, p<0.001, (Figura 3).

Minutos

Minutos

SOL —e— control
—o— ACH (250 mg/kg)

50 - *
0 * * *
30 A
20 -
10 A
0 T —
sMOR —e— control
—0— ACH (250 mg/kg)
10 * *
8 * *
6 | *
4 |
2 |
0 ‘ ‘ T ——

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Horas de registro

Figura 3. Efectos de la administracién aguda de ACH (250 mg/kg) sobre el SOL y sSMOR. La duracion
de SOL y sMOR fue evaluada cada 3 h a lo largo de un ciclo 12 h luz:12 h oscuridad. Los resultados
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fueron comparados usando una ANOVA de dos vias medidas repetidas seguida de una prueba post
hoc de Tukey, * p<0.01. La barra negra horizontal representa la fase oscura del ciclo.
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B. Administracion crénica de ACH y estudios poligraficos

Para realizar el protocolo crénico se utilizaron dos dosis de ACH y el criterio
para determinarlas fue a) la dosis con mayor efecto después de la administracion
aguda (250 mg/kg) vy b) la dosis mds baja y con menor efecto en el protocolo
agudo (1 mg/kg). No se encontraron diferencias en el tiempo total de vigilia
después de 30 dias de tratamiento con ACH. Sin embargo, se observd que el
tiempo tfotal en SOL estaba significativamente aumentado en el grupo tratado
durante 30 dias con 250 mg/kg de ACH, F(2,15)=7.44, p<0.01. De igual forma, el
tiempo total en SMOR se encontrd disminuido después de 30 dias de tratamiento
con 1y 250 mg/kg de ACH, F(2,15)=43.76, p<0.001, (Figura 4).

El andlisis por separado de los periodos de luz y oscuridad reveld que durante
la fase de luz el tiempo total en SMOR disminuyo significativamente después de la
administracién créonica de las dos dosis (1 y 250 mg/kg) de ACH, F(2,15)=13.03,
p<0.01, dicha alteracion se debidé a un decremento en los episodios de sMOR,
F(2,15)=13.96, p<0.001. Ambos grupos experimentales presentaron un incremento
en la latencia para presentar el primer episodio de sMOR, pero solamente en el
grupo que recibid 250 mg/kg de ACH se observd significancia estadistica,
F(2,15)=20.90, p<0.001.

Durante la fase de oscuridad el sMOR continué disminuido, F(2,15)=10.10,
p<0.05, y también se observd una disminucion de los episodios de sSMOR después
del fratamiento con ambas dosis, F(2,15)=4.85, p<0.05. Finalmente, la prueba
estadistica reveld un decremento de la vigilia, F (2, 15)=3.84, p<0.05, y un
incremento del tiempo total en SOL después de la administracion de 250 mg/kg de

ACH durante 30 dias, F(2,15)=5.64, p<0.05, (Tabla 2).
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Figura 4. Duracién de V, SOL y s MOR en registros polisomnogrdficos de 24 h después de la
administracién crénica de ACH. Los resultados estdn expresados como la media + EEM de 6 animales
por grupo. El andilisis estadistico se realizd con una ANOVA de una via seguido por una prueba post

hoc de Tukey, * p<0.01.
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Tabla 2

Par&dmetros de suefo registrados a lo largo de un ciclo de 12 h luz:12 h oscuridad en ratas Wistar
adultas administradas crénicamente con ACH

Control ACH 1 mg/kg (30 dias) ACH 250 mg/kg (30 dias)
Fase Luz Fase Fase Luz Fase Fase Luz Fase
Oscuridad Oscuridad Oscuridad

Vv 263.9+31.9 371.7+x143 2682179 346.6%14.] 237.3+20.6 3092+ 1930
(min)
SOL 143+3.6 29.0+9.0 13.1+2.7
lat (min)
SOL 384.9 +26.1 3002+ 129 3922+15.1 329.8+235 4542+ 19.1 3864.5 + 17.49
(min)
SOL 99.3+6.7 63+28 83.2+52 47.5+42 81.0+7.1 56.6 +8.7
epis
SOL 40%0.5 49+0.3 48+0.4 7.3+£0.9 58+0.6 7.4+0.8
dm (min)
sMOR 59.9+92 86.4+23.4 198.5+ 11.9b
lat (min)
SMOR 71.3+8.2 48.1£5.4 49.6+249  269+419  287+57b 24.1+2.19
(min)
SMOR 440+ 4.8 287 £ 4.1 337+1.69 1904299  180+3.3b 160+ 1.20
epis
sMOR 1.6 +0.05 1.7 £0.09 1.5+ 0.05 1.5+0.1 1.6 £0.1 1.5+0.04
dm (min)

Los resultados estdn expresados como las medias + EEM de grupos independientes (n=6). El andlisis
estadistico fue llevado a cabo por una ANOVA de una via seguida de una prueba post hoc de Tukey

(p<0.05). 9Estadisticamente diferente del control. PEstadisticamente diferente de todos los grupos. V,
vigilia; SOL, sueno de ondas lentas; SMOR, sueno de movimientos oculares rdpidos; min, minutos; lat,
latencia al primer episodio; epis, episodios; dm, duracidén media de los episodios.
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C. Administracion aguda de ACH y contenido de monoaminas

Para analizar el contenido de NA, 5-HT y 5-HIAA (principal metabolito de la
serotonina) se utilizd la dosis aguda de ACH que alterd los pardmetros de sueno
(250 mg/kg). Las regiones analizadas (bulbo, puente, mesencéfalo e hipotdlamo)
se seleccionaron porque alli se localizan los principales nucleos noradrenérgicos y
serotonérgicos, el hipotdlamo recibe importantes proyecciones noradrenérgicas vy
se ha sugerido que participa de manera importante en el mantenimiento de la
vigilia.

Como se muestra en la figura 5, en el bulbo se encontré que las
concentraciones de NA y 5-HT no sufren alteraciones en ninguno de los tiempos
analizados después de la administraciéon aguda de ACH. Sin embargo, el andlisis
cromatogrdfico y estadistico demostrd que el contenido de 5-HIAA, F(1,94)=25.59,
p<0.001, y la relacion 5-HIAA/5-HT, F(1,94)=42.21, p<0.001, se incrementaron
significativamente en las primeras 12 h analizadas.

En el puente, los contenidos de NA y 5-HT no se alteraron significativamente a
lo largo del tiempo después de la inyeccidn del principal metabolito del etanol. De
manera comparable con el bulbo, la concentracidn de 5-HIAA también se
incrementd pero solamente 12 y 24 h después de la inyeccién de ACH,
F(1,94)=8.29, p<0.01. En esta misma estructura se descubrié que la tasa de
recambio 5-HIAA/5-HT también presentdé cambios significativos. Se observd una
tendencia hacia el incremento de la tasa; sin embargo, la ANOVA de dos vias
mostré que la significancia solo se alcanzd 6 y 9 h después de la administracion de

ACH, F(1,94)=18.01, p<0.001, (Figura 6).
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El mesencéfalo fue otfra regidon en la que se analizd el contenido de
monaminas. En esta region se cuantificaron niveles importantes de NA, 5-HT y 5-
HIAA; sin embargo, el andlisis estadistico mostré que no existe ningun indice de
significancia en los tiempos analizados después de la administracion de ACH
(Figura 7).

En el hipotdlamo no se encontraron cambios en los contenidos de las
monoaminas analizadas; no obstante, se observd un incremento no significativo de

NA en las primeras horas después de la inyeccién de ACH (Figura 8).
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Figura 5. Concentracién de NA, 5-HT, 5-HIAA y tasa 5-HIAA/5-HT en el bulbo de ratas control vy
administradas con ACH (250 mg/kg, via IP). * p<0.05 estadisticamente significativo con respecto al
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control en una ANOVA de dos vias seguida de una prueba post hoc de Tukey. La flecha indica el
tiempo de inyeccién IP de solucién salina o ACH segun el grupo.
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Figura 6. Concentracion de NA, 5-HT, 5-HIAA y tasa 5-HIAA/5-HT en el puente de ratas control y
suministradas con ACH (250 mg/kg, via IP). * p<0.05 estadisticamente significativo con respecto al
control en una ANOVA de dos vias seguida de una prueba post hoc de Tukey. La flecha indica el
tiempo de inyeccién IP de solucién salina o ACH segun el grupo.
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Figura 8. Concentracién de NA, 5-HT, 5-HIAA vy tasa 5-HIAA/5-HT en el hipotdlamo de ratas control y
suministradas con ACH (250 mg/kg. via IP). La estadistica revelo que no existen diferencias entre los
grupos. La flecha indica el tiempo de inyeccion IP de solucidn salina o ACH segun el grupo.
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VII. DISCUSION

El alcoholismo es un problema agudo de salud publica a lo largo de todo el
mundo. El consumo de alcohol esta ligado a la ocurrencia de muchas condiciones
patoldgicas como varias formas de cdncer, enfermedades hepdticas, dano
cerebral y alteraciones fetales durante el embarazo. Se ha establecido que el ACH
participa de forma importante en los efectos tdxicos del etanol y muchos de los
estudios sobre el metabolismo del etanol se han llevado a cabo para examinar los
efectos del ACH en diferentes condiciones patoldgicas.

En el presente estudio las ratas se sometieron a inyecciones agudas o créonicas
de ACH y posteriormente se les realizaron estudios polisomnogrdaficos. Asimismo, se
estudiaron las alteraciones en el contenido de NA, 5-HT y 5-HIAA después de la
administracién de una dosis aguda de ACH. En general, el ACH alterd el ciclo
sueno vigilia y el metabolismo serotonérgico, el cual estd implicado en la
regulaciéon de dicho ciclo.

El ACH es el principal metabolito del etanol y es mucho mds toxico que su
precursor ya que presenta una LDso de 1930 mg/kg por via oral en ratas, la cual es
aproximadamente 5 veces mds toxica en comparacion con el etanol (LDso 10257
mg/kg) (Brecher y cols, 1997; Smyth y cols, 1951). A pesar de todas las
controversias, es bien conocido que el ACH puede atravesar la barrera
hematoencefdlica después de una sola dosis periférica. Heap y cols (1995)
detectaron ACH en el cerebro después de una sola dosis IP de ACH (5 mM/kg). De
igual forma, se ha publicado que el ACH es detectable en el cerebro tan solo 10
minutos después de la administracion periférica de 20 hasta 100 mg/kg (Ward y

cols, 1997). Estos estudios han reforzado la hipdtesis que propone a este metabolito
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como un mediador para algunos de los efectos conductuales y farmacoldgicos
del etanol.

Existen muchos estudios que describen que el etanol causa cambios en el EEG y
alteraciones en los pardmetros de sueno (Brower, 2001; Roehrs y Roth, 2001). Sin
embargo, todavia no hay reportes que muestren detalles acerca de los efectos del
ACH sobre el ciclo sueno vigilia. Nuestros resultados muestran que la administracion
aguda de ACH altera el ciclo sueno vigilia disminuyendo el tiempo total en vigilia y
SMOR e incrementando el tiempo total en SOL. Estas alteraciones fueron
observadas solamente cuando se inyectd la dosis mds alta de ACH (250 mg/kg),
probablemente debido a la presencia de concentraciones significativas de ACH
en el cerebro. Algunos estudios han cuestionado la capacidad del ACH para
atravesar la barrera hematoencefdlica y la principal razén para esta duda es la
presencia de actividad enzimdtica de la aldehido-deshidrogenasa en las paredes
de los capilares cerebrales (Eriksson y Sippel, 1977). Se ha demostrado que la
inyeccion de 220 mg/kg de ACH permite a este afravesar la barrera
hematoencefdlica (Heap y cols, 1995), esto sugiere que altas concentraciones de
ACH en sangre pueden saturar la enzima aldehido-deshidrogenasa en los capilares
cerebrales y de esta forma permitile el paso a través de la barrera
hematoencefdlica. Otro estudio senald que el tfratamiento con etanol y disulfiram,
un inhibidor de la aldehido deshidrogenasa, causa un marcado incremento de
ACH en sangre proporcional al incremento de ACH en cerebro (Westcott y cols,
1980). Estos resultados nos dan indicios de que probablemente sea necesaria la
inhibicion o saturacién de la enzima aldehido-deshidrogenasa para detectar ACH

en el cerebro.
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En este trabagjo se encontré que la administracion de 250 mg/kg de ACH
disminuyo el tiempo ftotal en SMOR durante las primeras 12 h o durante la fase de
luz seguido por un incremento significativo del SOL. Estos descubrimientos estdn
correlacionados con un incremento del metabolismo de serotonina el cual fue
observado inmediatamente después de la administracion de ACH. Se puede
proponer que después de la inyeccion de 250 mg/kg de ACH, las concentraciones
de este metabolito en sangre y por lo tanto en cerebro se encontraban mucho
mas alld de niveles fisioldgicos normales. En ratas, se ha demostrado que después
de una inyeccion via IP de ACH (220 mg/kg) existen concentraciones de ACH en
sangre y cerebro que alcanzan los 50 nM (Heap y cols, 1995). Tomando en cuenta
que en este trabajo se administro una dosis similar de ACH (250 mg/kg), se puede
especular que el contenido de ACH en sangre y cerebro podria ser similar al
mencionado en el frabajo previo. Se han realizado varios intentos para determinar
en pacientes alcohdlicos los valores de ACH en sangre y algunos han sido
ineficaces; sin embargo, se han encontrado niveles de ACH hasta 2.5 uM en sangre
de sujetos después del consumo agudo de etanol (Hatake y cols, 1990). En sujetos
alcohdlicos crénicos se han detectado niveles de ACH tan altos como 30 uM
(Panés y cols, 1992), incluso, en Japdn se reportaron dos alcohdlicos con niveles
inusuales de ACH de hasta 548 uM (Watanabe y cols, 1985). Es dificil establecer
esquemas de concentraciones de ACH en sangre y cerebro después de la ingesta
aguda o crénica de ACH, lo que queda claro es que el ACH se acumula después
de la ingesta de etanol y de la misma administracion sistémica de ACH. Los
resultados de este trabajo proporcionan informacién relevante que indica que el

ACH puede alterar las concentraciones de monoaminas en el cerebro y de esta
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forma modificar el patron normal de sueno. Estos hallazgos son similares a los
reportados previomente en donde se indica que el consumo de etanol induce
efectos fundamentales sobre el sueno de pacientes alcohdlicos (Brower, 2001;
Roehrs y Roth, 2001). De esta manera, los resultados de este trabajo pueden
proporcionar informacién adicional acerca de la posible participacion del ACH en
las alteraciones del ciclo sueno vigilia observadas en pacientes alcohdlicos.

Experimentalmente, estudios previos han demostrado que la administraciéon
aguda de etanol en ratas, tanto por via oral como IP, reduce el tiempo total en
SMOR en una forma dosis-dependiente (Hattan y Eacho, 1978; Mendelson y Hill,
1978) e incrementa la latencia para la presencia del primer episodio de sMOR
(Prospero y cols, 1994) asi como el tiempo total en SOL (Hill y Reyes, 1978). En este
estudio se observaron resultados similares después de la administraciéon aguda de
una dosis de ACH (250 mg/kg). Esto nos indica o sugiere que el ACH podria estar
regulando las alteraciones observadas en el ciclo sueno vigilia después de la
administraciéon aguda de etanol.

Por otra parte, existen pocos frabajos experimentales acerca de esquemas
crénicos de etanol y los resultados dependen de la via de administracidon. Ehlers y
Slawecki (2000) describieron que después de seis semanas de exposicion a vapores
de etanol no se presentan alteraciones en los pardmetros de sueno de la rata; sin
embargo, la ingestion de etanol durante dos a fres semanas incrementa
significativamente el fiempo total en SOL durante la fase de oscuridad y suprime
completamente el SMOR durante la fase de luz (Kubota y cols, 2002). En el presente
trabajo, se observd que el ACH administrado crénicamente durante treinta dias

altera el ciclo sueno vigilia de forma similar a lo descrito con el ACH agudo. No
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obstante, un descubrimiento importante fue que la dosis mas baja de ACH utilizada
(1 mg/kg), también disminuye el tiempo total en sMOR bajo un esquema croénico.
Esto sugiere que el ACH podria acumularse en el cerebro después de inyecciones
repetidas de dosis bajas. Sin embargo, son necesarios mds estudios para
determinar los posibles mecanismos de este efecto, incluso es necesario realizar
mediciones de ACH en el cerebro para comprobar si este metabolito del etanol se
acumula después de protocolos cronicos de administracion. Lo que se puede
confirmar es que la disminucidon del tiempo total en sMOR, presentada en los
grupos inyectados con ACH durante treinta dias, no es debida al estrés de la
inyecciéon. Esto se puede comprobar porque no se observaron diferencias
significativas cuando se compararon los grupos control tanto agudo como
cronico. Los efectos del ACH cronico sobre el SMOR fueron mucho mds dramaticos
por que se observé un decremento a lo largo de las 24 h que duraron los registros
polisomnograficos. Estas observaciones sugieren un estado de privacion de sMOR
ocasionado por el ACH crénico y probablemente la presencia de un rebote de
SMOR después del efecto del ACH.

Se ha demostrado ampliamente que el etanol altera varios sistemas de
neurotransmision a nivel central afectando su metabolismo (sintesis, liberaciéon vy
tasa de recambio) y que estos cambios son fiempo y dosis-dependientes
(Eisenhofer y cols, 1990; Fadda y cols, 1980; Milio y Hadfield, 1992). En cambio,
existen muy pocos reportes que aborden el efecto del ACH sobre el contenido de
monoaminas en diferentes regiones del cerebro. Se ha reportado que la
administracién de dosis altas de ACH (300 mg/kg) causa disminuciéon significativa

de NA en el cerebro completo (Duritz y Truitt, 1966) y un incremento en la liberacion
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y en la tasa de recambio de NA (Thadani y Truitt, 1977). También se han realizado
trabajos con microdidlisis y administracion de dosis bajas de ACH (20-100 mg/kg).
en donde se han descrito reducciones significativas del contenido extracelular de
dopamina, dcido homovalinico y 5-HT en el ndcleo acumbens de la rata (Ward y
cols, 1997). Incluso, con modelos de inhalaciéon de ACH se han determinado
decrementos de NA y dopamina en la corteza y en el tallo cerebral (Hashimoto y
cols, 1989).

Las neuronas serotonérgicas del nucleo del rafe son mds activas durante la
vigilia, disminuyen su actividad durante el SOL y estdn virtualmente silentes durante
el SMOR (Jacobs y cols, 1991; Levine y cols, 1992). Asimismo, se ha determinado con
microdidlisis en el rafe dorsal y sus dreas de proyeccidon que los niveles de 5-HT son
los mds altos durante la vigilia, intermedios durante el SOL y los mds bajos durante
el SMOR (Portas y cols, 2000). Las mediciones de los niveles del principal metabolito
de la 5-HT, el 5-HIAA, también indican que la tasa de recambio de la 5-HT (5-
HIAA/5-HT) se incrementa en dreas serofonérgicas durante la vigilia en
comparacién con el SOL y el SMOR (Imeri y cols, 1994). La 5-HT es transportada en
el axdén terminal, metabolizada infraneuronalmente hasta 5-HIAA vy finalmente este
metabolito es removido en el espacio exiracelular durante el estado de reposo de
la neurona. De esta manera, se ha asumido que las concentraciones de 5-HIAA en
los homogenados de tejido reflejan directamente la liberacion y metabolismo de 5-
HT. En este estudio se midieron los niveles de NA, 5-HT y 5-HIAA a varios tiempos
después de una inyeccion aguda de ACH (250 mg/kg) con el objetivo de
relacionar las alteraciones observadas en el sueno con cambios en el contenido

de monoaminas en varias regiones del cerebro. En general, después de la
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administraciéon de ACH se enconfré una disminucion significativa de sMOR, altos
niveles de 5-HIAA y una tasa de recambio elevada en algunas de las regiones
analizadas. Estos resultados podrian apoyar la hipdtesis de la existencia de
neuronas sMOR-on y neuronas sMOR-off. Se ha propuesto que las proyecciones
serotonérgicas y noradrenérgicas hacia las neuronas colinérgicas son inhibitorias. Es
decir, cuando la actividad del rafe dorsal y LC (neuronas sSMOR-off) disminuye, se
activan los nucleos colinérgicos (neuronas sMOR-on) relacionados con la
generacion de los episodios de SMOR (Hobson y cols, 1975; Steriade, 1992). En otras
palabras, el elevado metabolismo de 5-HT enconfrado en algunas regiones del
cerebro de ratas inyectadas con ACH, podria estar ejerciendo efectos inhibitorios,
a diferentes tiempos, sobre los nicleos colinérgicos necesarios para la aparicion
del sSMOR. Mds aun, recientemente se ha descrito que el ACH por si solo fiene la
capacidad de disminuir la liberacién de acetilcolina (Jamal y cols, 2005), esta
pérdida de la funcién colinérgica podria también colaborar en la inhibicidon de la
generacion de los episodios de sSMOR.

Los sistemas de neurotransmisidon serotonérgica y noradrenérgica son muy
importantes en la neurobiologia del sueno; sin embargo, los pafrones normales de
sueno dependen de la compleja interaccién de varios sistemas de
neurotransmisién, hormonales y probablemente de algunas moléculas
denominadas factores inductores de sueno (ref. ver Garcia-Garcia y Drucker-Colin,
1999). Algunos datos indican que la administracién de etanol y cianamida, un
tratamiento  que inhibe la aldehido-deshidrogenasa e incrementa la
concentracién de ACH en sangre, ocasiona un aumento significativo de los niveles

de ARNm del factor liberador de corticotropina (FLC) (Kinoshita y clos, 2001). Por
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ofro lado, se ha demostrado en modelos animales que el FLC puede afectar la
calidad del sueno produciendo insomnio y un estado de alerta (Ehlers y cols, 1986).

Todos estos resultados son de relevancia porque nos aportan informacion
adicional acerca de la participacion del ACH sobre los efectos en la arquitectura

del sueno reportados con la ingesta de etanol.
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VIIl. CONCLUSION

La administracion de ACH altera los pardmetros de sueno de la rata
disminuyendo el sSMOR. Estos resultados son similares a los reportados después de la

ingesta de etanol.

El ACH incrementa, principalmente en el bulbo, el metabolismo serotonérgico
el cual esta implicado en la regulacion de sueno. Este incremento podria explicar

las alteraciones observadas en el ciclo sueno vigilia.

No se observd un efecto claro de dosis-dependencia sobre los pardmetros de

sueno después de la utilizacion de cuatro dosis de ACH.

Los resultados indican que el ACH podria estar regulando las alteraciones

observadas en el ciclo sueno vigilia después de la administracion aguda de etanol.
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Abstract

Acetaldehyde, the most toxic metabolite of ethanol, has been implicated in many toxic effects of ethanol. In the present study, we used rats to
investigate the possible changes on the sleep-wake cycle and brain regional concentrations of noradrenaline and serotonin after intraperitoneal
administration of several doses of acetaldehyde. Results showed that acetaldehyde significantly decreases the time spent in rapid eye movements

sleep and wakefulness and increases the time spent in slow-wave sleep. The neurochemical analysis showed that acetaldehyde significantly increases
the 5-hydroxyindolacetic acid content and S-hydroxyindolacetic acid/serotonin ratio at the bulb and pons. These results suggest that acetaldehyde
modifies the metabolism of serotonin which has been implicated in the onset and sustaining of the sleep episodes occuring along the sleep—wake

cyele.
2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywergds: Sleep-wake cycle: Acetaldehyde: Ethanol, 5-HT; NA

1. Introduction

Ethanol causes significant changes in the electroencephalo-
gram (EEG) and sleep pattern disturbance [3,32]. Acetaldehyde
(ACH). the main metabolite of ethanol. has been assessed in
blood and brain in early studies [9.22,31.33.37.43]. However,
the current view is that only low ACH concentrations are found
in blood after ethanol consumption, whereas brain ACH con-
centrations are debated [30]. ACH is the first product formed
in the ethanol metabolism and several reports have suggested it
plays a role in the effects of ethanol on the brain [19,29.34].

There are a few studies about the effects of ACH on the
content of neurotransmitters. It has been demonstrated that
repeated inhalations [13] and intraperitoneal (i.p.) injections
of ACH [5.16,41] decrease noradrenaline (NA) and serotonin
(5-HT) concentrations in the brain. Both NA and 5-HT are
two of the main neurotransmitters involved in sleep regulation
[20]. It has been demonstrated that noradrenergic neurons in
locus coeruleus and serotonergic neurons in raphe nuclel dis-

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5606 38 22; fax: +52 55 5424 08 08,
E-mail celidress: pazlres@servidorunam.mx (C, Paz).

01664328/ — see [ront matler £ 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/.bbr.2006.07.008

play state-dependent neuronal activity, showing high rates of
firing during wakefulness, lower rates during slow-wave sleep
(SWS) and remain almost inactive during rapid eye movements
sleep (REMs) [1,11,27.39].

There are many studies of acute and chronic action of ethanol
on sleep—wake cycle. However, no studies have yet shown a
description about the effects of ACH, the main metabolite of
ethanol, on the sleep parameters and only few reports have
found that ACH modifies the content of the monoamines impli-
cated in sleep generation. For this reason, we suppose that such
monoamines disturbance produced by the ACH administration
could induce changes in the sleep pattern. Therefore, the aim of
this study was to determine the modifications in the sleep—wake
cycle and changes of 5-HT and NA concentrations in the rat
brain after i.p. ACH administration.

2. Materials and methods
2.1. Animals

One hundred and forty-four male Wistar rals (280-320g) were used for this
study. Animals were maintained under eontrolled conditions (12-h light:12-h
darkness) and access to food and water ad libitum. All animals were treated with
suitable measures o minimize pain or discomfort aceording o the regulations
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specified by the Animal Care and Use Committee of our Institution, as well as
following the standards of the National Institutes of Health of Mexico.

Animals were angsthetized with ketamine (100mgfke, ip.; afterwards.
bipolar electrodes were implanted in the left sensorimotor cortex for the elec-
troencephalographic recordings (EEG), in the neck muscles 1o record the elec-
tromyogram (EMG) and in the exlernal edge of the frontal bone o record eye
movements (EOG). The bipolar electrodes were made of stainless-steel Teflon-
eoaled wires (0.005in. diametery with uncoated 1ips. An electrode implanted
with a screw in the skull was used as an indifferent source of reference. The
clectrodes were soldered to pins and fixed to a rectangular plug which was
secured to the skull with dental acrylic. Skin cuts were sutured and gentamicin
was administered as infection proply laxis.

2.3, Polvgraphic studies

One week afler surgery, rals were connecled o a polygraph (Grass7800)
by means of fexible cables, allowing the animals to move freely in a sound-
proof recording cage (30 cm x 22cm = 22cm) provided with free access (o
Tood and water and under controlled light—dark conditions (8:00-20:00h light,
20:00-8:00 h dark). Rals were habituated during 48 h o these laboratory con-
ditions. Saline or ACH solution was intraperitoneally injected during 30 days
(chronic groups) or Lh jacule groups) previous to a 24 h sleep study. For the
chronic protocol, the last injection was administered 1 h before the polygraphic
study. The different states of the sleep—wake cyele were blindly analyzed by a
single experimenter, whom did not know the drugs trealments. using the fol-
lowing electrophysiological criteria; wakelulness (W), chamcterized by EEG
desynchronization and presence of accentuated EMG activity during mowve-
haracterized by slow waves with a voltage higher than 75 pv
sed EMG valtage: and REMs characterized by EEG desynchroniza-
tion withthe presence of rapid eye movements in the EOG and absenceof vol lage
in the EMG.

Rats implanted with electrodes were randomly divided into an acute and a
chronie study protocols. The acute study protocol was constituted by the follow-
ing groups: control (w =) injected with saline solution; ACH-1 (n=1) inj
with 1 mg/kg of ACH; ACH-62.5 (n=6) injecledwith 62.5 mp/ky of ACH; ACH-
125 (n=6)injected with 125 mgfkg of ACH and ACH-250 (n =6) injected with
250mgfkg of ACH. The chronic study protocol was constituted by the follow-
ing groups: control (2 =6) injected daily during 30 days with saline solution;
cACH-1 (n=6)injected daily with 1 mg/kg of ACH during 30 days; cACH-250
(n=16) injected daily with 250 mg/kg of ACH during 30 days.

2.4, Monoamines qua

Meurochemical analysis was done according 1o the following protocal: 48
rats were injected with saline solution (i.p.) and eight animals were sacrificed at
each of the time point, 1. 3, 6.9, 12 and 24 h. in order o constitute the control
groups. While another 48 were administered with ACH (250 mg/kg. ip.)
and eight animals were sacrificed al each of the time point. 1. 3. 6. %, 12 and
24 h, in order to constitute the experimental groups.

Rats wi acrificed by decapitation: the bulb, pons, midbrain and hypotha-
lamus were dissected out according to the Glowinsky and Iversen technique
[12], the respective samples were immediately placed on ice and sonicated
in 1000wl of perchloric acid 04N with 0.1% (w/v) sodiom metibisul phite,
followed by 10 min of centrifugation at 15 000rpm and 4°C. Supernatants
were kept frozen at —70°C unlil chromatographic analysis was performed.
The contents of NA and 5-HT and 5-hydroxyindolacetic acid (5-HLAA) were
analyzed by high resolution liquid chromatography with an electrochemical
detector as it has been described previously [4]. A Perkin-Elmer LC-250
liquid chromatograph with a Metrohm electrochemical detector was used.
Peaks were integrated with TotalChrom software developed by Perkin-Elmer.
We wsed a CI8 100mm x4 8mm Alllech adsorbosphere catecholamine
analylical column with 3 wm of particle size. The mobile phase consisted
of an aqueous phosphate buffer solution (0.1 M, pH 3.2} containing 0.2 mM
sodium octyl sulphate, 0.1 mM of EDTA and [5% (v/v) methanol. Flow rate

was L.2mbmin. Potential was fixed at 0.80% against Ag/ApCl reference
clectrode.

o ane

2.5, Sruti:

Control and experimental groups used in acute and chronic sleep studies
were compared with one-way ANOVA followed by a Tukey's post hoc test.
SWS and REMs were analyzed by a two-way repeated measures ANOVA over
a 24h cycle considering saline and ACH conditions. Subsequent comparisons
within conditions were made using a Tukey's lest. While monoamine contents
were analyzed by a two-way ANOWVA followed by a Tukey's post hoe test.

3. Results

I Pr.'."_\'.'_.'."[ studies in acute ACH adm

We did not find any significant differences in sleep studies
when groups acutely administered with the lower doses of ACH
(1, 62.5 and 125 mg/kg) were compared to controls. However,
when we injected 250 mg/kg of ACH we found a significant
decrease of the total time spent in wakefulness recorded over
a 24 h period. F(4, 25)=5.70. p<0.01, while the time spent in
SWS was longer. (4. 25)=9.70, p<0.001, and time spent in
REMs was shorter, F{4. 25)=8.10, p <0.001, when compared to
control group (Fig. 1). Nevertheless, both 125 and 250 mg/kg of
ACH significantly increased the latency to show the first REMs
episode, F(4. 25)=49.50, p < 0.001.

When light and dark sleep periods were compared, we found
a significant decrease of the time spent in wakefulness, Fi4,
25)=8.98, p<0.001, and a significant increase in SWS, Fi{4,
25)=13.37, p<0.00]1 during the dark period only after injec-
tion of highest dose of ACH (250 mg/kg). Although, the mean
duration of SWS episodes increased significantly in the dark
period. F{4, 25)=4.51. p<0.0l. Contrary, during the light
period 250 mg/kg of ACH decreased the time spent in REMs,
Fi4,25)=15.04, p<0.001, the number of REMs episodes, F(4,
25)=12.61,p <0.001, and the mean duration of REMsepisodes,
Fid, 25)=4.15, p<0.01 (Table 1). We analyzed the effects of
ACH (250 mg/kg) on SWS and REMs duration each 3 h along
a 24 h sleep study and found that SWS increased significantly
after 12h of ACH treatment, (1. 286)=22.15, p<0.001. By

m Control
10007 . 0O ACH 280 mgkg
500
8004
700 .
W annd
% 600
£ 3001
= 4004
300
200+ *
L\E:
W SWS REMs

Fig. I. Durationof W, SW 5 and REMs on 24 hpolygraphic recordings in control
group and after acute ACH (250 mp/kg, i.p.) injection. Results ane expressed as
mean £ 5.E.M. of six animals per group. slatistical analysis was carried out by
a one-way ANOVA followed by a Tukey's test; ',r:-::{].[]l.
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contrast, REMs decreased significantly immediately after ACH
treatment, F(1, 286)=32.70, p<0.001 (Fig. 3).

tic ACH admi

tration

We did not find any significant differences in the total time
spent in wakefulness after 30 days of treatment with ACH. How-
ever, the total time spent in SWS was significantly longer in the
group receiving 250 mg'kg of ACH. F(2, 15)=7.44, p<0.01.
The total time spent in REMs decreased after 30 days of treat-
ment with 1 and 250 mg/kg of ACH, Fi(2, 15)=43.76, p<0.00]
(Fig. 2). Both experimental groups presented an increase of the
latency to show the first REMs episode, but only in the group
receiving 250 mg/ke of ACH had statistically significant differ-
ences, F{2, 15)=20.90, p<0.001.

Analysis of light and dark periods revealed a decrease of
wakefulness during the dark period, f{2. 15)=3.84, p<0.05,
while the total time spent in SWS significantly increased, F(2,
15)=5.64, p<0.05, after 30 days of treatment with 250 mg/kg
of ACH. Furthermore, the total time spent in REMs during both
light and dark periods decreased [#(2, 15)=13.03, »<0.01 and
F(2, 15)=10.10, p<0.05, respectively]. while the number of
REMs episodes during the light and dark episodes decreased
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Table 2

Sleep parameters recorded throughout a 12h light: 12 h darkness eycle in adult rats chronically receiving ACH

Control

CACH (1 mgfkg, 30 daysy

C¢ACH (250 mg/kg, 30 days)

Light period Dark period

Light pericd

Dark period Light period Dark period

W imin) 2639 £ 31.9 3717+ 143 268.2 + 179 3466 + 14.1 2373 £ 206 3092 + 193
SWS latency (min) 143 £ 3.6 2004+90 13.1 £ 2.7

SWS (min) 3849 + 261 3002 + 129 3922 + 151 3298 4+ 235 4542 + 1901 3865+ 1740
SWS episodes 993 + 67 63 4+ 28 832+ 52 475 £ 42 810+ 7.1 566 + 8.7
SWS mfd (min) 40+£05 489 +03 4.8 + 0.4 T3+089 58 +06 T4+ 08
REMs latency (min) 599 +£92 B64 £ 234 198.5 & 11.9%

REMs {min) 713 £ 82 481 + 54 496 + 2.4° 269 + 410 287 £ 570 240 210
REMs episodes 440 + 48 2T +4.1 337 4+ 160 19.0 4+ 287 18.0 + 3.38 160 4 1.2
REMs mfd (min) le £ 005 1.7 4+ 008 1.5 4+ 0.05 1.5 £ 0.1 La 4+ 0.1 1.5 4+ 004

Resulls are expressed as mean &+ 5. EM. of a=6 independent experiments. Statistical analysis was carried out by a ong-way ANOVA followed by a Tukey's test

(= 0.05).
b St

cally different from control.

" Statistically different from control and cACH (1 mpfkgy group: W, wakelulness; SWS, slow-wave sleep; REMs, rapid eye movemenls sleep: m/id, episode mean

duration.

[F(2.15)=13.96,p<0.001 and F(2, 15)=4.85, p < 0.05, respec-
tively] at 1 and 250 mg/kg of ACH (Table 2).

3.3 Monoamine contenty

In the bulb, we found that NA and 5-HT contents did not suffer
important changes after ACH administration (250 mg/kg). How-
ever. 5-HIAA and 5-HIAAJS-HT ratio significantly increased.
F(1. 94)=25.59, p<0.001 and F(1, 94)=42.21, p<0.001,
respectively. during the first 12 h (Fig. 4). In the pons, NA and
5-HT contents did not alter significantly after ACH injection.
Mevertheless, the 5-HIAA content only increased after 12 and
24h, F{1,94)=8.29, p<0.01, of ACH injection. We found that
5-HIAA/S-HT ratio showed significant changes at 6 and 9h
after ACH administration, F(1, 94)=18.01, p<0.001 (Fig. 5).
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Fig. 3. Effects of acule adminisiration of ACH {250mg/kg. ip.) on SWS
and REMs in mats. The dumtion of SWS and REMs were assessed every 3h
throughout one 12-h light: 12-h darkness 2. The results were compared sta-
tistically using a two-way repealed measures ANOVA followed by a Tukey's
lesl; ‘Jr:-: 0.01. The horizontal black bars on the X-axis represent the dark phase
of the cycle.
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Fig. 4. Concentration of 5-HT, 5-HIAA and 5-HIAASS-HT ratioin bulb of con-
trol rats and administered with ACH (250 ma/kg, i.p.); "p<0.05. Statistically
significant with respect to control in two-way ANOVA followed by a Tukey's
test. The arrow indicates the ACH or saline solulioni.p. injection time.

By contrast, we did not find any changes on NA, 5-HT and 5-
HIAA contents as well as 5-HIAA/S-HT ratio in the midbrain
and hypothalamus (data not shown).

4. Discussion
Acetaldehyde, the principal metabolite of ethanol, is far more

toxic than ethanol with an LDsp in rats of 1930mg/kg upon
oral administration [2,35]. It is known that ACH can cross the
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control rats and those treated with ACH (250 mg/kg, i.p.); “p < 0.05. Statistically
significant with respect to contral in two-way ANOVA followed by a Tukey's
test. The arrow indicates the ACH or saline solution i.p. injection time.

blood-brain barrier after a single intraperitoneal dose [16.41].
This metabolite has been implicated as a mediator for some
behavioural and pharmacelogical effects of ethanol. There are
some studies indicating that ethanol can cause changes in the
EEG and sleep pattern disturbance [3.32]. However little is
known about the effects of ACH on the sleep—wake cycle.

Our results showed that acute ACH administration alters the
sleep—wake cycle decreasing the total time in wakefulness and
REMs and increasing the time spent in SWS. These alterations
were observed only when the highest dose of ACH was injected
(250 mg/kg). most likely due to the presence of significant con-
centrations of ACH on the brain. Some studies have questioned
the capacity of ACH to cross the blood—brain barrier and the
main reason for this query is the presence of aldehyde dehydro-
genase activity in the cerebral capillary walls [9]. It has been
shown that treatment with disulfiram, an aldehyde dehydroge-
nase inhibitor, causes a marked increase in blood ACH after
ethanol administration, with brain ACH increasing proportion-
ately in relation to blood ACH [43]. This suggests that high
blood ACH concentrations could saturate the enzyme aldehyde
dehydrogenase in the brain capillaries and therefore enable it to
cross the blood-brain barrier.

We found that 250 mg/kg ACH decrease the time spent in
REMs during the first 12 h after ACH administration followed
by a significant increase in SWS (Fig. 3). These findings are
correlated with an increase of 5-HT metabolism observed imme-
diately after ACH administration (Fig. 4). Then, we hypothesize
that after injection of 250 mg/kg ACH, the blood and brain con-
centrations of ACH are probably far above the normal physio-

logical levels. Low ACH concentrations has been found (50 nM)
in blood and brain after a single intraperitoneal injection of
220mg/kg ACH [16]. Taking in account that in our experi-
ments an equivalent dose of ACH (250 mg/kg) was injected, we
speculate that similar ACH concentrations could be assess in
blood and brain. In addition. 2.5 uM ACH levels were found in
blood in healthy subjects after ethanol consumption [ 14]. More-
over, unusual ACH values in blood as high as 548 wM has been
assessed in alcoholic patients [42]. Consequently, our results
provide additional information indicating that 250 mg/kg ACH
can changes the brain monoaming concentrations and therefore
modify the normal sleep pattern. Such finding support previously
results indicating that ethanol consumption induce substantial
effects on sleep in alcoholics [3,32]. Then, these results can pro-
vide information about the possible involvement of ACH in the
alterations of sleep—wake cycle and brain monoamines in alco-
holic patients.

Experimentally, previous studies have demonstrated that
acute ethanol administration in rats, orally or intraperitoneally,
reduces the time spent in REMs in a dose-dependent manner
[15.24] and increases the latency for the first REMs episode
[28], as well as the total time in SWS [17.40]. We observed
similar results with the acute ACH injection. This suggests that
ACH could regulate the alterations observed in the sleep—wake
cycle after acute ethanol administration.

However, the results observed after chronic ethanol admin-
istration are controversial; while 6 weeks of ethanol vapours
exposure did not produce sleep alterations [7]. ethanol ingestion
for 2 and 3 weeks significantly increased the SWS in the dark
period and suppressed REMs during the light period [23].

Our results showed that ACH chronically administered dur-
ing 30 days alters the sleep—wake cycle in the same way that
acute ACH does. Nevertheless. an important finding was that
a low dose of ACH (1 mg/kg) also decreases the total time in
REMs. This suggests that ACH could accumulate in the brain
after repeated injections of low doses. However, more studies
are necessary to determine the possible mechanism of this effect.
We can confirm that the decrease of time spent in REMs in the
groups administered with ACH during 30days is not due to stress
originated by the injection per se since significant differences
on sleep parameters between acute and chronic control groups
were not observed. The effects of chronic ACH on REMs were
much more dramatic because we observed a decrease along 24 h.
These observations suggest a state of REMs deprivation occa-
sioned by chronic ACH and probably the presence of REMs
rebound after ACH effect.

It has been shown that ethanoel affects several central neu-
rotransmission systems [8.10.25,26] and these changes are both
dose and time-dependent. However, very few studies exist about
the effect of ACH per se on the monoamines content in differ-
ent regions of the brain. Reductions on the NA content have
been reported at higher doses of ACH (300mg/kg) [5,38]. At
lower doses of ACH (20-100 mg/kg) studies with microdial-
ysis have shown a decrease on the levels of 5-HT, dopamine
and homovanillic acid [41], as well as a decrease of NA and
dopamine in cortex and brain stem with models of ACH inhala-
tion [13].
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The 5-HT is metabolized to 5-HIAA and this metabolite
is removed to the extracellular space. Therefore, it has been
assumed that 5-HIAA concentrations in tissue homogenates
reflect the 5-HT release and metabolism. In the present study,
we measured the levels of NA, 5-HT and 5-HIAA after a single
injection of ACH (250 mg/kg) at different times in order to relate
the sleep alterations with changes on monoamine content in sev-
eral brain regions. In general, we found a significant decrease
of REMs and high levels of 5-HIAA and 5-HIAAS5-HT ratio
in some of the brain areas analyzed after ACH administration.
These results could support the REM-on and REM-off hypoth-
esis: it has been proposed that serotonergic and noradrenergic
inputs to cholinergic neurons are inhibitory. Accordingly, when
the dorsal raphe and locus coeruleus (neurons REM-off) activity
decreases. the activation of chelinergic nuclei (neurons REM-
on) related to the REMs generation is allowed [18.36]. Thus,
the increased metabolism of 5-HT found in some brain regions
of rats injected with ACH may be exerting inhibitory effects
at different times on the cholinergic nuclei necessary for the
appearance of REMs.

The noradrenergic and serotonergic neurotransmission sys-
tems are very important in the neurobiology of the sleep; how-
ever. the normal patterns of sleep depend on the complex inter-
action of several neurotransmission systems and sleep factors.
Some data suggest that ethanol plus cyanamide, a treatment that
increases the concentration of ACH in blood, originates a signif-
icant increase in corticotrophin-releasing factor (CRF) mRNA
[21]. It has been demonstrated in animal models that CRF can
affect the sleep quality, producing insomnia and a hyperarousal
state [6].

In conclusion, this study suggests that acute and chronic ACH
administration produces effects in REMs; however, the effects
are most likely due to alterations in the metabolism of 5-HT in
those regions with the largest serotonergic neurcnal population.
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