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l. Resumen:

Se ha repor’cado que la administracion sistémica del MK—BOi (antagonista
no competitivo del receptor a NMDA) en ratas, provoca incrementos
signhcicativos sobre e patron de locomocio'n, asi como un aumento en la
liberacion de clopamina en a]gunas regiones cerebrales como nucleo
accumbens, 4rea ventral tegmental y cuerpo estriado.

For otro lado) en las dltimas décadas muchos de los efectos neurotoxicos
Producidos por la ingestion de etanol han sido atribuidos al aceta]dehfdo, que
es e Principa] metabolito Producido después de la ingestion de etanol.
Actualmente, se conoce poco sobre la forma espechcica en que el
acetaldehido actta sobre el sistema nervioso ccntra], sin embargo, se ha
demostrado que es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica Yy
permanecer en el cerebro de la rata hasta 120hrs clcspués de una inycccic’m
intraperitoncal. Ademas, se ha sugcrido que el acetaldehido ejerce algdn tiPo
de control sobre la transmisién dopaminérgica a través de la formacion de
otros compuestos con la doPamir\a, los cuales eventualmente Podrian
modificar el contenido de doPamina y su metabolismo. Con la finalidad de
evaluar el efecto del aceta]dehfdo, el MK~80? Yy la co- administracion de
ambos Férmacos, sobre el Patrén de locomocion Yy el metabolismo de
doPamina, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar seParaclas en cuatro

diferentes grupos exPerimcnta!cs: 1) Control (salina 1ml ip); 2) MK -8o1

(ijg/kg ip); 5) ACH (ZOO mg/kg ip); 4) MK -801 mas ACH (doncle el



MK -801 se administré 20 minutos antes que o ACH). [ patron de
locomocién fue evaluado con un aparato de campo abierto, después de %0
minutos de habituacion y se cuantificaron el numero de movimientos
horizontales, y ambulatorios o estcreotipias durante 1 hora cada 5 minutos.
il ensayo neuroquimico se realizé con cromatograﬁ'a de li’quiclos de alta
resolucio’n) en dos regiones del cerebro de la rata: cuerpo estriado y corteza
frontal. Los resultados mostraron que el grupo tratado con MK—SOI
Presenté un incremento signi{:icativo en el Patro’n de locomocion. n
contraste, no se observaron diferencias signhcicativas en las Prucbas de
locomocién después de la administracion de acetaldehido. Sin cmbargo, el
grupo administrado con ambos farmacos mostré una disminucion 5igni1cicativa
en la locomocién, comParada con el grupo de solo MK—BOL For otro !ac]o, el
analisis ncuroqu:’mico mostré un incremento en el contenido de doPamina en el
cuerpo estriado Yy la corteza frontal después de la administracion de MK~8O i,
aunque el incremento se revirti6 con 200 mg/kg de acetaldehido. n
conclusio’n, estos resultados nos indican que el acetaldehido provoca un
efecto antagonico sobre las alteraciones en el patron de locomocion y los
cambios en el contenido de doPamina inducidos por MK~8O i, Probablemcnte

interfiriendo con el metabolismo de la doPamina.



” Abstract:

Alterations in motor activity related to dopamine changes in some brain
regions_have been described as consequences of those modifications
Producecl by systemic administration of MK«‘SO] (a nor\~competitive
NMDA receptor antagonist) in rats. Acetalde!ﬂgdc, the main metabolite of
ethano], has been imP]icatcd in different alterations in the Ccntral Nervous
Sgstem after ethanol ingestion. Acctaldchyc{e_might exert some control on
doPamincrgic transmission through the formation of other comPouncls with
doPamine, which eventua“g may modhcy doPamir\e content and its metabolism.
]n order to evaluate such hypothesis, in the present studg we used Wistar rats
to evaluate the effect of aceta]dehycle on locomotor alterations and clopamir\e
metabolism cl'langes induced Bg MK~8OI. Our results show that MK~80]~
treated group had a signhcicant increase in the locomotor activitg. |n contrast,
we did not find signhcicant differences in locomotion test after acetalde%gde
administration. [Jowever, the group administered with both clrugs showed a
signhcicant decrease in locomotor activity comParecl with MK~801 alone. The
neurochemical analysis showed an increase in dopamine content in the
striatum and frontal cortex after MK~SOI administration though; the increase
was reverted by 200 mg/ i(g of acctaldehﬂée. ]n conc!usion, these results
indicate that ACH can be Producing an antagonio]ike effect on locomotor
alterations and cloPamine content changcs induced }33 MK~80i, thus
modulating the MK~80i~induccd hgpcr‘ocomotion b}j intechring with

doPamine metabolism.



]”./\nteccdcntcs

i. Control del movimiento
a) Gcncralidadcs sobre locomocion

(Ina de las caracteristicas esenciales de la vida animal es la caPacidad para el
clcsplazamiento de un sitio a otro. [T n términos muy gencra]cs, el objctivo de
moverse, es obtener los recursos necesarios o evitar situaciones adversas. | a
forma de locomocion de un animal estd determinada de acuerdo a las
caracteristicas fisicas y biolc')gicas del medio ambiente que lo rodea, del tamaio,
la arquitectura o mor‘Fo]ogfa, asi como su historia Fi]ogenética (Osenkop Yy
Kavaliers) i996>. Aunquc se han desarrollado muchas formas diferentes de
locomocién, como la natacién, el dcsplazamiento a gatas, el vuelo y la ambulacion,
una caracteristica comtn a todas ellas es la generacion de movimientos ritmicos y
alternativos en el cuerpo y los miembros. Su caracter ritmico hace que la
locomocion parezca una accion cstereotipacla constituida por repeticiones de los
mismos movimientos. | n eFec’co, esta caracteristica repetitiva Permite que la
locomocion sea controlada de manera automatica en el sistema nervioso sin
intervencion de centros suPcriorcs. No obstante, la locomocion suele tener lugar
en ambientes imPredecibles. For lo tanto, el movimiento de locomocién debe ser
modificado de manera continua, habitualmente de forma sutil, para aclaPtar el
Patrc’m de movimiento estereotipado al ambiente inmediato (Fearson y (Gordon,
2000)

Dentro de los factores biolégicos, que ComPctcn alos rocdores, como las ratas
de la cepa Wistar utilizadas en este ’crabajo, existen a!gunos que deben ser
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tomados en consideracién cuando van a realizarse exPerimentos de locomocion
(Tabla i). Esto se debe Principa]mente a que todos ellos Pueden hacer una gran
diferencia en los resultaclos) y es fundamental determinar que las variables en
todos los individuos sean minimizadas, de tal modo que no interfieran en la

interpretacio’n de los datos que se obtienen exPcrimentalmente.

T abla 1. Factores biolégicos que afectan la actividad locomotora

Especie o cepas

Diferencias individuales

[~ dad

Sexo

[F stado rcProductivo

[ stado alimenticio y presencia de alimento
[~ stado de salud e inmunidad

Presencia de ecto y enclopara'sitos

Ritmos circadianos

Ritmos anuales y estacionales

T omado de Kavalicrs Yy Ferrot~5fﬂa|, 1996.

La metodologx’a y las variables de Procedimiento son muy imPor’cantcs cuando se
habla de mediciones de actividad locomotora (Tab!a Z). La mayoria de esos
factores estan relacionados con la biologl’a del animal en estudio y todos ellos
Pueclen afectar la actividad motora (Tablai). Asimismo, las manipulaciones y
Pre~tratamientos utilizados en el laboratorio tambi¢n parecen tener un gran
imPacto sobre los niveles de actividad locomotora. El estrés y la ansiedad
asociados con e comcinamiento, inclugendo las camaras donde viven, el contacto
humano y la limPicza, Puedcn limitar o modificar sustancialmente la actividad

(como por ejemp!o, la induccion de estereotipias). [~ stos efectos conductuales,



quizé en parte, estén relacionados con el tiPo de casas (camaras donde viven) y
variaciones en diversos factores: 0 El ambiente fisico como temperatura,
humedad relativa, calidad e intercambio de aire y agua, ruido y vibraciones,
entrada de estimulos olfatorios, incluidas feromonas, etc. (i) [T | ambiente social,
inclugc Prescncia o ausencia de individuos del mismo sexo o del opuesto,
densidad de Pob!acio’n) condiciones reProc{uctivas y de desarrollo. @i El
ambiente nutricional, inc]uyendo modificaciones de dieta, disponibi]idad de

alimento y horarios de alimentacion (Kavalicrs Yy Fcrrot—Sinal, 1996)

T abla 2. [Factores mctoclolégicos Yy de Proccdimicntos que afectanla

actividad locomotora.

Manipu]acic’m Yy Prc-tratamicntos

Niveles de estrés y ansiedad

(Caracteristicas de las camaras donde viven

ManiPu]acio'n Previa

Aclimatacion

Experiencia anterior con los aparatos de exPerimentacio'n
(Condiciones ambientales durante la medicién de actividad
]ngesta Yy horarios de aguay alimento

Kitmos cnclo’genos

Tomado de Kavaliers Y Ferrot—Sina|, 1996.

| a medicion de la actividad motriz es fundamental para obtener informacion
cuantitativa y cualitativa sobre la conducta gencra] del animal. | os cambios en la
locomocion  tienen consecuencias sobre la medicién de otros aspectos
imPor’cantes de la corxduc’caJ desde la conducta csPonténca o) Patrones
conductuales espechcicosJ hasta conductas aPrendidas o condicionadas. La

imPor’cancia de medir la actividad motora, teédricamente se basa en la suPosicién
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de que la actividad espontanea representa un estado de excitacién o “un nivel de
excitabilidad no esPechCico” en el animal (Ossenkopp y Kavaliers, 1996).

[ a medicién de la actividad locomotora es de importancia para muchas areas
dentro de la investigacion en conducta animal basica asi como en la investigacion
biome¢dica humana.

[ neste trabajo de investigacion se utilizé un aparato que esPcchCicamcnte mide
la locomocion Y se conoce como Prucba de campo abierto. [ sta es una de las
Pruebas mas amP]iamente utilizadas en el analisis de la conducta animal. [7J
aparato de campo abierto consiste en un espacio amP]io abierto que esta
limitado por cuatro Paredcs altas, las cuales impic{cn la huida de los animales (en
este aparato normalmente se utilizan roedores). Normalmentc el animal es
colocado en & aParato por un tiempo cletcrminaclo, durante el cua], se Pueden
hacer mediciones directamente por un observador si e equipo no es
automatizado. [ n este disefio cxperimcntal, se utilizé un aparato de campo
abierto automatizado. [ ste tiPo de mcjoras en los instrumentos, fueron
disefiados con el afan de eliminar los Prob]emas asociados con la observacion
directa del investigadorJ y es capaz de simplhcicar el Procesamiento de datos ysu
analisis. | a mayoria de estos instrumentos utilizan ragos con luz imcrarroja, y las
interrupciones que se hacen sobre el haz de luz cuando el animal se mueve, son
Procesaclas y cuantificadas con exactitud. A‘gunos de estos instrumentos tienen
los haces de luz éispuestos en varias zonas del campo abicr’co, lo que Pcrmite
obtener diferentes tipos de movimiento, por ejcmplo) movimientos horizonta]es,

verticales Yy ambulatorios o estereotipados. [~ stos métodos automatizados son



capaces de medir un mayor nimero de variables y ademas eliminan la influencia o
P Y Y

Predisposicién del observador de la situacion exPerimeﬂtaL reduciendo los
errores sistematicos que comenten los observadores. | ambién incrementa la

adquisicio’n y el analisis de los datos haciéndolo mas facil Yy répiclo el proceso.

b) Farticipacic’m de los sistemas cloPaminérgico Yy glutamatérgico

en el control del movimiento
| as conductas ac}aPtativas) tanto aprencliclas como csponténcas, consisten en
secuencias de micro movimientos cjccutaclos por un grupo de musculos cercanos
y relacionados (Moore y (Grace, 2002). f“lag evidencia de que la iniciacion y
c-jecucio’n de movimientos inclivicluales, tales como los movimientos orales
involucrados en la alimentaciér\, asi como todos los movimientos relacionados en
esa secuencia conductual, dependen de redes neuronales que se encuentran
dentro del cuerpo estriado (CE) (Matsumoto Yy cols., 1999). | a iniciacién y
secuenciacion motriz estd modulada de manera imPor’cante por la transmisién
clo[:)aminérgica en el CE, lo cual es evidenciado por las alteraciones que se
Proclucen con la denervacion dopaminérgica sobre la iniciacion Yy secuenciacion
del movimiento. Sin embargo, los efectos antagonicos sobre los receptores Di
Pueclen afectar la secuenciacion per se (se expresan movimientos individuales
pero no secuencia]es). Consistcnte con esto, la estimulacion de los receptores
D] promueve la consumacion de secuencias conductuales tales como el

acicalamiento (Mo”og y \/\/adclington, i98+>. For otro laéo, el b]oqueo de los



receptores D2 altera la iniciacion de movimientos, mientras que su estimulacion
provoca rePeticiones de conductas simples como olfateos y masticaciones.

| os circuitos fronto-estriatales corresponden a una de las vias del cerebro mas
impor’cantes relacionadas con el control de la locomocic’m, la imPulsiviclacl, la
atencion y la emocion. (Jno de los cjes de este circuito son las Progccciones
cloPaminérgicas dentro del las arecas estriatales y mesolimbicas ((Carlsson Yy
Carlsson) 1990). | a neurotransmision dopaminérgica ha sido estudiada en
relacion  al movimiento debido  a que con las alteraciones en el tono
doPaminérgico se evidencian claras alteraciones sobre la locomocion.

Adcmés de la inervacion clopaminérgica de la sustancia nigra (SN) y el area
ventral tegmental (A\/T), los ganghos basales reciben entradas glutamatérgicas
Predominantemente de la corteza PrcFrontal} asi como del hipocampo, talamo Y
aml'gclala (Carlsson Yy Car]sson S 990).

Actualmente, se cree que los sistemas dopaminérgico y glutamatérgico
interacttian intimamente en las neuronas csPinales medias de los ganglios basales
para el control de la conducta. Far’cicularmcntc se Piensa que hay una interaccion
en la semalizacion Yy regulacién entre los receptores dopaminérgicos Di 5/0 D2
y el receptor ionotro’Pico a glutamato NMDAg AMFA (Carlsson, 2001).
Fara que la locomocion se lleve a cabo, se rcquierc de acciones coordinadas
entre estructuras corticales y subcorticales (Mink y Tl‘nach, 1993%). | os ganglios
basa]es, que inc]ugen (CE), g!obo Pélido, nucleo subtalamico Yy <5N>,jucgan un
Papel muy importante en la modulacion de las dltimas salidas corticales de

neuronas motoras. La sustancia nigra compac’ca (5Nc> es la fuente Principal de



entradas ascendentes doPaminérgicas al CE dorsal. Las neuronas

GABAérgicas estriatales expresan receptores a dopamina Di y D2.

ii. E]ccctos del MK—8OI sobre el receptor NMDA, la DA Yy

la locomocion.

Hog en dia se sabe que el sistema glutamatérgico tiene un Pape] muy imPortante
en algunos desordenes neurolégicos. Los reccPtores de glutamato Pueden ser
divididos en dos amP]ias categorias: los receptores ionotrépicos) que activan
directamente los canales ionicos, y los me’cabotro’Picos) que lo hacen de forma
indirecta a través de segundos mensajeros. De los receptores ionotrépicos nos
enfocaremos en este trabeijo esPcchCicamcnte en el receptor N—mctil—D—aPar’cato
(NMDA).

E_l receptor NMDA tiene tres Propiedades exccpcionales. n Primer 1ugar, el
receptor controla una canal de cationes de alta conductancia (50 P5> que es
Permeab]e a (CA”, asi como a Na® ya K En segundo lugar, |a apertura del
canal requiere g]icina extracelular como cofactor; el canal sélo funciona en
Presencia de glicina. [T n condiciones norma]cs) la concentracion de glicina en el
liquido extracelular es suficiente como para Permitir que el canal del receptor
NMDA funcione de manera eficaz. I ntercer !ugar, este canal es el tnico cuya
apertura depende tanto del vo]tajc de membrana como de un transmisor c]ufmico
(Kandel Yy Siegelbaum, ZOOO).

E_n los canales activados por NMDA, una Partfcula bloqueaclora extrinseca, e

MgZ+ extracelular, se une a un sitio del poro del canal abierto Yy actda como un
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taPén, bloqueando el HLjO de corriente. Durante el Potencial de membrana en
reposo (~65mV), el MgZ+ se mantiene unido fuertemente al canal. Pero cuando la
membrana es clcspolarizada, el Mg2+ es expulsado del canal por repulsiém
electrostética, lo que Pcrmite la entrada de Na* y Ca2+. For ello solo ﬂugc una
corriente maxima a través del canal del tipo NMDA cuando se dan dos
condiciones: hag g]utamato presente y la celula esta clespolarizacla. E_] receptor
NMDA tiene también la interesante Propiedad de que es inhibido por un
farmaco alucino’geno) la fenciclidina FCF (conocido como Po]vo de émgel) y por
el MK—BOL que se unen a un sitio dentro del poro del canal abierto distinto al
del enlace del MgZ+. il bloqueo de los receptores NMDA Produce sintomas
que recuerdan las alucinaciones asociadas con la esquizo?renia, mientras que
a]gunos farmacos antipsicéticos aumentan e ﬂt{jo de corriente a través de los
receptores NMDA. [ sto ha llevado a la l’lipo'tesis de que la esquizogrenia
Podria imPlicar un defecto de la funcion del receptor NMDA (Kandel Yy
Siegelbaum, 2000) y un mal funcionamiento en gcncra] de la via glutamatérgica
corticoestriatal asociada a este receptor (Girace, 1991). Asimismo, se ha
rePortado que con la administraciéon de agonistas al receptor NMDA se
Proclucen efectos ansioliticos, ataxicos y anticonvusivos (Koekg co‘s., 1988).

El receptor NMDA parece tambiénjugar un PaPc] imPortantc en la modulacién
de los procesos de aPrendizaje Yy la conducta motriz. Se ha comProbaclo que la
administracion sistémica de antagonistas del receptor NMDA induce

alteraciones en el aprendizaje espacia! (Morris 5(:0!5., 1986), en la consolidacion
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de la memoria (Mele y cols., 1996) y cambios sobre el patrén de locomocion (Al-
Katib ¢ cols., 2001).

Por otro lado, con ayuda de los modelos farmacologicos con agonistas y
antagonistas del receptor NMDA se ha demostrado que ¢stos estan
involucrados en la modulacion de una gran variedad de respuestas conductuales.
(no de los antagonistas mas utilizados para los estudios de locomocién ha sido
la. (5K, 109)-(+)-5-metil-10,1 1-dihidro-5[1-dibenzo[a,d]ciclohepten-5, 10-

imina, también conocida como dizocilpina o MK«SO] que tiene un peso molecular

de 537.37¢ y una formula molecular de Ciéf‘liﬁN~C‘H‘H’O4’. Este

Compuesto fue uno de los Primeros antagonistas no comPetitivos del receptor
NMDA descritos que se Pudicron usar /1 vivo. Como otros antagonistas no-
comPetitivos (eg. la 1<e’camirxa>J tiene un mecanismo de accion b]oqueador dentro
del canal ionico, evitando la entrada de Ca2+ y Na’, lo cual impidc la activacion
del receptor.

[a sido ampliamente repor’cac}o que la administracion de MK~8OI s induce hipeﬁ
locomocion, conducta estereotipa&a y ataxia en roedores (Liﬁequist y cols.,
1991; Dai y cols., 1995; Andiné Yy cols., 1999; ALKatib y co]s., 2001; Cook Yy
co]s., ZOO4~). Asimismo, la administracién in situ de MK -801 en NAc Yy CE_
ventra], ha demostrado provocar también incrementos en la actividad locomotora
de ratas (Maldonado~]rizarr3 y Kc“cg, 1994).

For otro lado y de manera muy interesante se ha rcPortado que la hipercinecia
inducida por el MK~8OI Puecle eliminarse o atenuarse de manera imPortante con

la disminucion de la DA endégcna después de la administracion sistémica de
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antagonistas para el receptor de DA (Lapin y Kogawski, 1995), o

administracion de DA directamente en el nicleo accumbens (Nac) (Willins y
cols., 199%; Shridhar y cols., 1996). [ stos hallazgos sugieren que los principales
efectos conductuales del MK ~801 son dependientes de la DA, Ademas, se ha
demostrado que el MK -801 produce tanto un incremento en el metabolismo de
la DA como en su contenido en regiones cerebrales especificas (Dai y cols,,
1995; Al-K hatib y cols,, 2001; Svensson y cols., 1991). De igual manera,
existen algunos estudios que han reportado incrementos en la tasa de disparo de
las neuronas dopaminérgicas del AVT (Zhang y cols., 1992; Murase y cols,,
1993). Debido a esto, se ha supuesto que el MK=801 tiene un Papel activo

sobre la DA, Particu]armente en algunas estructuras mesolimbicas (S}ﬂricnﬂar y

cols. 1996; Qing-Shan, 1997).

iii. E_tanol
a) Alcoholismo

E_l alcoholismo ha sido histéricamente un Problema de salud Publica en todo el
mundo. E_l abuso de esta droga socialmente consumicla) admitida Yy lega]iza&a
Puede provocar adiccion fisica y Psico!égica, siendo una de las Principales causas
de accidentes automovi]isticos, violencia, dcsintégracién Familiar, abandono de
trabajo, dafios en la salud Yy muerte, en aque“os Pal’ses donde su consumo es alto.
Se Puede decir con ésto, que el alcoholismo representa uno de los Principales

Problemas sociales, econdmicos y de salud Pt’)blica en todo el mundo (Diamond y

(Gordon, 1997; Brailowskg y (sarcia, 1999).
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[T n términos estrictos el abuso del alcohol solamente se c{iagnostica cuando se
ha establecido la ausencia de la depcnclencia fisica. | a actividad escolar y el
rendimiento laboral Pucden verse afectados por los efectos de la bebida o de la
intoxicacion. |~ | sujeto Pueclc beber en situaciones peligrosas (condudir, manejo
de méquinas intoxicado). [ stos Pacientcs Pucclen continuar bebiendo a pesar
de que saben los Problemas sociales o interPersonales que cllo les acarrea
(vio]encia, abuso de {:ami]ia) etc) (SC}"IUCkﬂZ y cols. 2004).

| as observaciones en el hombre, han Pcrmiticlo clasificar los estadios del
alcoholismo en varias fases ((Contreras y cols. 1988):

Fase pre-alcohdlica sintomatica: el individuo bebe para librarse de

tensiones, pero acaba por hacerlo diario y requicre cada vez de mayores
dosis (tolcrancia), para lograr su objetivo.

Fase crucial: Se deteriora la Pcrsonaliclacl, cambia constantemente de
actividad y empieza a beber desde la mafana. [ sta fase Puede estar
relacionada con la suPcracién de la caPacidad del organismo para
metabolizar el etanol.

[Tase crénica: aparecen manifestaciones de alteraciones Fisio!égicas Yy

neurolo’gicas croénicas.
| a caracteristica esencial del abuso de sustancias consiste en un Patrén
desadaptativo en el consumo de éstas, manifestado por consecuencias adversas
y recurrentes relacionadas con el consumo rePetido de sustancias. Fara que
Pueda aplicarse un criterio de abusoJ el Problcma relacionado con la sustancia

debe haberse Producido rePetidamente durante un Periodo con’cinuado de 12
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meses o bien debe ser Persistente. | a chcndcncia Fisiolégica del alcohol, en la
cual se presentan todos los sintomas del abuso pero con mayores rePercusiones,
es claramente identificada debido a la aParicién de fenémenos como la tolerancia
y el sindrome abstinencia (Schuckitg cols. 2004).

| a abstinencia alcohslica se caracteriza por la aparicio’n de sintomas que se
presentan clesPués de 4 a 12 horas de haber disminuido signhcicativamcnte la
ingesta de alcohol tras un consumo Prolongado‘ Debiclo a que la abstinencia de
alcohol Puede ser intensa, los sujctos con chcndcncia Pueden continuar
consumiendo alcohol, a pesar de las consecuencias adversas, para evitar o aliviar
los sintomas de abstinencia. Algunos sintomas de abstinencia Pucclen Persistir
durante meses, a intensidades menores como por ejemP]o, las alteraciones en el
patron sucﬁo~vigi‘ia. (Ina vez presente el patron de uso compulsivo del alcohol,
los sujctos con dependencia Pueden dedicar mucho tiempo al consumo de
bebidas alcohdlicas y con frecuencia este alto consumo continua a pesar de la
demostracion de las consecuencias adversas fisicas o Psicolégicas como
depresio’n, Pérdida de memoria, enfermedades hepéticas u otras secuelas(
Schuckit y cols. 2004).

| a abstinencia alcohdlica se caracteriza por la Prescncia de un sindrome
caracteristico que se desarrolla después de interrumpir o reducir el uso
Prolongaclo de grandes cantidades de alcohol. ]:__1 sindrome de abstinencia
inclugc dos o mas de los siguientes sintomas: hiperac’cividad autondmica
(sudoracion o Pu!saciones por encima de 100); aumento del temblor distal de las

manos; insomnio; nausea o vomito; alucinaciones visua]es) tactiles o auditivas
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transitorias; agitacion Psicomotora; ansiedad y crisis (Bruﬂnzeel y cols. 2004).
| a abstinencia Puecle provocar un malestar clinicamente signhcicativo o un
deterioro de la actividad laboral, social y de otras areas imPortantcs de la
actividad del sujeto. | os sintomas se alivian con frecuencia tras la administracién
de alcohol u otros dcpresores del sistema nervioso central, y ¢éstos se presentan
cuando las concentraciones de alcohol en la sangre disminuyen bruscamente
(entre +yiz horas) de haber intcrrumpic{o o reducido la bebida. Debido ala vida
media corta del alcoho], los sintomas de abstinencia alcanzan su mayor intensidad
durante el segundo dia de abstinencia y mcjoran de forma marcada al cuarto o
quinto dia. Sin embargo, a los sintomas de abstinencia pucclen seguir sintomas
de ansiedad, insomnio y disfunciéon autondmica en distintos graclos de intensidad
durante Periodos de 3 a 6 meses (Bruijnzee] y cols. 2004).

| a ingestion rcPetida de dosis altas de alcohol Puede afectar casi todos los
organos, especia]menteJ el sistema digestivo, el sistema cardiovascu]arJ el sistema
nervioso central (SNC> y sistema nervioso Pcri{:érico (SNF) Los efectos
gastrointes’cina]cs inc]uyen gastritis y dlceras de estomago o duodeno y cerca del
15% de los grandes consumidores de alcohol presentan cirrosis hepética y
Pancreatitis. También se ha observado un aumento de la Proporcién de cancer
de esélcago, estomago y otras partes del tubo digcstivo.

| a neuroPatl’a Perhcérica, que también Puedc ser Provocada por alcoholismo, se
identifica por debilidad muscular, Parestesias Yy disminucion de la sensibilidad
Perhcérica. Dentro de los efectos mas Persistentes del sistema nervioso central se

inclugen deficit cognoscitivo, deterioro grave de la memoria y cambios
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clcgenerativos en el cerebelo. El efecto mas devastador sobre el sistema
nervioso central es el trastorno amnésico Persistente. I~ ste trastorno, también
lamado sindrome de K orsakoff, se presenta en alcohdlicos de muchos afios yes
su principa] caracteristica es el grave deterioro de la capacidad para procesar

nUevos ClatOS cn la memoria.

b) E_tanol ysus efectos sobre el SNC

| etanol provoca diversos efectos sobre el SNC Sin embargo, una de las
Principa]cs dificultades para su estudio es el hecho de que la adiccion al alcohol
Puccle tener diferentes efectos de un individuo a otro; entre un sistema de
neurotransmision y otro asi como un efecto sobre una regio’n del cerebro u otra.
For esta razén no existe un modelo ideal para el estudio de la adiccion al alcohol

etanol (Brai]owskg Yy Garcx’a, i 999).

E_l alcohol es una droga socialmente Permitida que clcprime los mecanismos
inhibitorios del SNC y tiene un efecto dosis~dependicnte. n el hombre Yy
otros anima]es, la cantidad de drogas encontradas en sangre esta relacionado
directamente con diversos cambios fisicos y Psico]égicos (Brailowskg, 1995).

El Primer sitio de accion del etanol es a nivel membrana‘; por lo tanto, existen
alteraciones en su cornciguracién lo cual provoca a su vez cambios en los
receptores Yy otros eventos que se llevan a cabo en la membrana celular. Todos
esos cambios en las Propicdades fisicas de la membrana quizé sean mecanismos
adaptativos por la presencia del alcohol en e SNC (Basa]ingappa y

Sahebarao, 1993)
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[T n ratas, a]gunos de los fenomenos conductuales modificados después del
consumo de etanol son las Propiedades de reforzamiento Positivo, la conducta de
acicalamiemto, reﬂejos, actividades motora Yy exPioratoria, emociones, agresivi&ad
y habilidades de aprenc{izajc condicionadas. ]gualmcnte, cada uno de estos
factores Pucde estar influenciado por estrés, ritmos biolégicos, la concentracion
o el grado del a]cohol, las vias de administracion, las diferencias entre los
individuos (Peso) tamafo, esPecics>, factores genéticos, caracteristicas
Prenatales, entre otras, que Pueden proveer una gran variedad de resPuestas
(Fa”ares Y cols., 1991 )

El etanol altera la mayoria de los sistemas de neurotransmision y
neuromodulacion. Su accidn Puedc provocar desde aumentar o disminuir las
concentraciones de neurotransmisores debido a cambios en biosintesis,
degradacién, transPor’cacio’n, hasta la desensibilizacion o activacion de sus
diversos receptores (Nevo Yy Hamon, 1995; Diamoncl Y GordonJ ]997). En la
mayoria de los casos, las monoaminas y oPioidcs son moduladores relacionados
en las modificaciones conductuales Provocaéas por el etanol; la activacion
Catecolaminérgica esta involucrada en los efectos estimu]antes, mientras que los
efectos depresores, abstinencia del alcohdl y &cpcndencia fisica estan
asociados con procesos GABAérgicos. | os efectos neurotoxicos estan
relacionados con el sistema glutamatérgico, mientras que los Problemas de
memoria y algunos de locomocién se atribugen a los sistemas co!inérgico Yy
glutamatérgico (Nevo y Hamon, 1996, Diamond Yy Gordon 1996; Tabbakmcg

[Hoffson 1996).
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Se ha rcPortaclo que los efectos aguclos del etanol sobre la membrana neuronal
son diferentes a los que ocurren durante la ingestion crénica (Bassalingappa,
199%; Tabakog, i996). E_] etanol en altas dosis ya corto Plazo Presenta un
Pencil Farmaco]égico y conductual muy similar al de las benzodiaccpinas Yy
barbitaricos, Provocanclo una serie de efectos caracteristicos como: anestesia,
sedacién, hipnosis y anticonvulsion (Bannister y co]s.) 1986; Suclak y cols.,
1986; Charness y co]s.J 1989; Samson Yy Harris, 1997_).

Mucha de la evidencia existente sugiere que el etanol aumenta la funcion de
algunas sinépsis neuronales excitatorias lo cual, aparentemente se debe a la
deprcsio’n en el control de los mecanismos inhibitorios del cerebro. n los ultimos
afios la atencion se ha focalizado sobre los neurotransmisores que
fundamentalmente provocan dichas actividades neuronales: GADPA (sistema
inhibitorio) y glutamato (sistema excitatorio) (Hobbs y cols., 1996). Sin
embargo, los efectos sobre dichos sistemas dependen de los tiemPos de
administracion o ingestion. (n ejcmplo que apoya esta teorfa, se ha realizado en
ratas con alta (HAS) Yy baja sensibilidad al etanol (LAS) [T n estos
experimentos se ha observado que ademas de presentar diferencias
conductuales, tambié¢n difieren en sus respuestas ncuroquimicas al etanol. | os
niveles de g]utamato clisminugen signhcicativamcnte en las ratas TWAS dcspués
de la administracion de etanol, mientras que en las ratas L AS el etanol provoca
un aumento retrasado de los niveles de g]utamato, en comparacién con su grupo
control. [~ stos cambios apoyan la teoria de los aminoacidos excitadores,

Particu]armente el g]utamz;a’coJ que toma parte en la determinacion genética de la
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sensibilidad al etanol y apoya la hipétesis de que el etanol e_jerce sus efectos en
parte por la alteracion de la neurotransmision glutamatérgica (Dahchourg co!s.)
2000)

[1a sido demostrado que el etanol a corto Plazo es capaz de suPrimir los efectos
excitatorios del glutamato, inhibiendo el ﬂujo ionico de Ca2+ en los receptores
NMDA (Lovinger9 cois.J 1989) y desde !uego, se regeja en la disminucién de la

actividad excitatoria g]utamatérgica (Hobbs y cols., 1996).

c) [ fectos del etanol sobre los sistemas glutamatérgico,
dopaminérgico Yy sobre la locomocion.
| os modelos animales han sido unas herramientas muy imPortantcs para el
estudio sobre los mecanismos de accion del etanol (Deitrich, 199%). Hog en dia,
con el desarrollo de nuevas técnicas celulares y moleculares es Posib!e la
identificacion de funciones celulares tan csPechCicas como el Hujo 16nico,
concentraciones de neurotransmisores, identificacion y cuantificacion de
receptores, con las cuales se han analizado los efectos que provocan el etanol y
otras drogas a un nivel mas esPechCico.
[ | etanol, a través de sus acciones sobre el sistema nervioso central, se sabe que
provoca una gran variedad de efectos conductuales en roedores.
| a respucsta clasica de administracion sistémica agucla de etanol de dosis altas es
una C}epresic’m dosis—-c‘epencliente en la actividad motora. [T n ratones, el etanol
muestra un efecto bifasico sobre la locomocion, mostrando efectos estimuladores o

c{epresivos sedantes depenc{iendo de la dosis (con dosis bajas Yy altas

20



respecitivamente) Yy el tiemPo después de la administracion. (Little, 2000). For
ejemplo, la administracion iP de dosis bajas de etanol ha mostrado incrementos
signhcicativos sobre la locomocién en ratones (Correa Yy cols., 2001). De manera
inversa, cuando el etanol es administrado a dosis altas, se induce una supresio'n enla

ocomocién e incoordinacion motora (Crabbe y cols., 1982).

l\/ Acctaldchido

a) Gcncra|idadcs sobre acetaldehido

El acetaldehido (ACT‘D, es una molécula altamente reactiva, tiene un olor
irritante y es soluble en agua y etanol. s utilizado en la industria para la
manufactura de Paraldehido, 4cido acético y Perfumes. E_rx seres humar\os,
existen concentraciones minimas de ACH cndo’geno, muy por debajo de las que
se alcanzan en hl'gado, sangre y cerebro después de la ingestio’n de etanol yse ha
determinado que es mucho mas téxico que el etanol con una dosis letal media
(DL5O> de 9%0 mg/kg por via oral en ratas (Smgtlﬂ Yy cols, 1951 )

E] ACH es el Primcr metabolito del etanol. s un compuesto
biolo’gicamente muy activo y recientemente se ha cspeculado ciuejuega un Papcl
muy imPor’cante en los efectos téxicos Provocados por la administracion de
etanol. Aunque muchos organos muestran Propiedades enzimaticas para la
degradacién del etano], la mayor parte de éste (més del 90%) se metaboliza en e
hx’gado y del 2-10% es eliminado por Pu!mones y rifiones ([ieber, 1 997).

E] Primer paso en el metabolismo enzimatico del etanol esta mediado por la

enzima citosdlica alcohoLclesl'\iclrogenasa) la cual cataliza la conversién de etanol
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a ACIT y esta acoplada con la reduccién de nicotin- adenosin-dinuclestido
(NAD" - NADH). El siguiente paso del metabolismo esta mediado
principalmente por la accién de la aldehido-deshidrogenasa. [“sta enzima
rapidamente convierte el A(CIT a acetato. | a aldehido-deshidrogenasa tambi¢n

usa NAD" como cofactoren la oxidacion del ACH.

(o]
ADH Il ALDH
CH3- CH2- OH + NAD '™l  ~[i3_ CH + NADH
Etanol " Acetaldehido "
NAD NADH NAD NADH
(@) Acetato (o)
Il I Ciclo
CH3 -C- O mssmp CH3- CH- S~ CoOA ==y de Krebs
Acetato Acetil CoA
Tiocinasa

f:igura i. isqucma del metabolismo fundamental del etanol. | a enzima citosolica a]co.L:odeshiclrogcnasa (ADH)

cataliza la conversion de etanol hasta acetaldehido. ista reaccién esta acoP[acla con un accPtor de hidrogcno

NAD que es reducido hasta NADfﬂ DcsPués el acetaldehido es transformado a acetato a través de la aldehido-
Clcsl":iclrogenasa (AL DHD) utilizando NAD como cofactor. [Finalmente, la acetato-tiocinasa metaboliza al acetato en

acetil coenzima A

Finalmente, la acetato-tiocinasa metaboliza al acetato en acetil coenzima A, que
se incorPora al ciclo de Krebs para formar COZ Yy HZO o bien es utilizada para
la sintesis de acidos grasos u otros constituyentes (Figura i) (relc. ver Hunt,
1996). Ademas del aparato enzimatico mencionado, existen otros dos sistemas
que catalizan la conversion de etanol a ACfﬂ el citocromo F+5o y la catalasa
(Warnerg Gustanson, 1994 Aragon Yy cols) 1992; Licbcr, 1997). El citocromo

F+5o es un comPICjo enzimatico involucrado en la detoxificacion de clrogas y
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toxinas en ol Hgado y Puec{e expresarse en varias formas. | a forma mas
involucrada en el metabolismo del etanol es el citocromo 450 2[7 1. [ ste
citocromo ha sido identificado en el cerebro y Pucclc ser encontrado en neuronas
Yy glx’a (F]ansson Yy cols, 1990>. La catalasa funciona como rcgulaclor de los
niveles de Pero’xido de hidro’gcno y se ha demostrado que en Presencia de este
compuesto, el etanol Puede ser oxidado hasta ACH n vitro por accion de la
catalasa (Keilin y Martree, 1945).

Se ha propuesto que el AC I derivado del metabolismo del etanol en el hl'gac{o
penetra desde el torrente sanguineo hasta el cerebro con dificultad debido a la
Prescncia de la a]dchido«!cslﬁic}rogcnasa en la barrera hematoencefalica
(/imatkin, 1991). Fara sobrepasar dicha barrera metabolica son necesarias
concentraciones muy altas de ACH (>iOO MM) (Tabakog Yy cols, ]976).
Estas concentraciones Probablemcnte se alcanzan cuando se ingectan dosis
altas de ACH por via ”>, ir\cluso, se han observado niveles muy altos de ACH
en ratas inyec’cadas con etanol éespués de la inhibicion de la aldehido-
deshidrogenasa (Jama] y co]s, 20058). For otro lado, en Pacicntcs alcohslicos
crénicos se han detectado niveles de ACH tan altos como 30 HM (Hatake Yy
co]s, 1990). Aun mas, existe un reporte de inciivicluosjaponcses con niveles de
ACH en sangre equivalentes as48 LIM (Watanabe Yy cols, 1985).

[” xiste discusion acerca de la capacidad del ACH para atravesar la barrera
hematoencefalica. Sin embargo) en varios estudios se ha comProbado la
formacion de ACH a través del metabolismo de etanol directamente en el

cerebro. | a evidencia cxperimcnta] apunta hacia la oxidacion central del etanol
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por medio del sistema cata]asa~HzOz como un factor imPor’cante para exPlicar
los efectos neurotéxicos observados después de la administracién de etanol. Se
ha demostrado que el etanol es metabolizado a ACH en homogcnizaclos de
cerebro de rata (Aragon y cols, 1992) asi como en cultivos de tcji&o neuronal
(Hambg~Mason y co]s, I997> por medio de la actividad Peroxidativa de la
catalasa. Otras vias Poclri'an estar también involucradas en el metabolismo del
etanol yen la Produccio’n de ACH en el cerebro. Uru estudio reciente rcPorto'
la Presencia de a]coho]—deshidrogenasa dentro de regiones muy espcchticas del
cerebro de la rata como cercbc]o, hipocampo Y corteza. E_stos datos sugieren
que esta enzima Poclria estar contribugcnc{o ala Produccio’n de AC ] en estas
areas (Martinez y cols, 2001). [ .n conclusion, el ACH puedc acumularse en el
cerebro clesPués de la inyeccion de dosis altas y mediante e Propio metabolismo

ClCl etano] localizaclo cn Cl CCFC}DFO.

b) F fectos del acetaldehido sobre el SNC

n genera] se ha asumido que los efectos conductuales y neuroquimicos
descritos clespués de la ingesta o administracién de alcohol son debidos a la
accion perse del etanol en el sistema nervioso central. Sin embargo, desde hace
varios afios muchos estudios han Postulado el Papel que Poclrl’a tener el ACf“]
sobre algunos de los efectos Provocaclos por el etanol. No obstantc, aun no se
ha establecido por comp]cto como es la Par’cicipacién que tiene este metabolito.

| _a intoxicacion por alcohol induce un amPlio rango de efectos sobre la memoria,

desde de{:ectos en ]a memoria a corto P!azo después del consumo dc cantidades
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moderadas de etanol hasta lagunas o comP]eta iﬂcapacidad para formar
recuerdos a ]argo Plazo. A nivel celular, se ha sugerido que el etanol afecta la
memoria a través de la inhibicion de la Potemciacic’m a ]argo Plazo (LTF, siglas en
ingles). [l L. TF es un incremento duradero de la eficacia sinéptica y es a
menudo descrito como la base celular Potcncial de la memoria ((Goosens y
Maren, 2002). Varios estudios han mostrado que el etanol inhibe de manera
dosis—dependiente el LTF tanto /n vivo como i vitro (Blitzer y co!s, 1990).
[~ xisten muy pocos estudios que han invcstigado el Pape] del ACTH] en e
desajuste de la memoria inducido por el etanol. Quiza el mas sigﬂhcicativo es el
Publicado por Abc en 1999, en donde se muestra que el ACH, al igual que el
ctano], inhibe /7 vivo la induccion de LTF en el giro dentado de la rata. ™ ste
efecto fue visible después de la administracion tanto sistémica (oral e
intravenosa) como intracerebrovrentricular (]C\/) de ACT_‘], lo que indica que el
ACH €s capaz de afectar al fenomeno LTF direc’camente, al menos 10 veces
mas Potentemente que el etanol.

Varios modelos animales han sido desarrollados para Probar los efectos
reforzadores y adictivos de las érogas; sin embargoJ los Protoco!os de auto-
administracion de las drogas y el condicionamiento por un lugar son actualmente
los mas usados. [Debido a la especu‘acién de que el ACH tiene un Papcl
imPortante en el abuso del a]coho‘, se han realizado varios estudios para tratar de
asignar un PaPel determinante del ACH Los Primcros estudios rePortaron que
las ratas Podian auto-administrarse AC 1 (1-5% v/v) directamente en los

ventriculos cerebrales (Brown Y cols, i979>. También se ha demostrado que la
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administracion Perhcérica de ACH induce la auto-administracién en ratas
(Mgers Yy co]s, 1984). Estos estudios han demostrado que la auto-
administracion de AC ] es mucho mas facil de establecer que la auto-
administraciéon de etanol, indicando que el ACKH] es un reforzador mas fuerte
que su precursor el etanol. Recientemente, se propuso que el ACH es un
reforzador 1000 veces mas Potente que el etanol cuando se auto-administra en el
4rea ventral tegmenta] (Rodd—ﬁendricks y cols) ZOOZ). Dicha region del cerebro
esta involucrada en las acciones reforzadoras del etanol. | as Propiedadcs
reforzadoras del ACH tambi¢n han sido estudiadas Yy confirmadas en modelos
de condicionamiento por el iugar. Smit}ﬂ y cols (1984) reportaron que multiples
infusiones ]C\/ de ACT"] Procluccn Pr@cerencia condicionada por el lugar,
sugiricndo que el ACH administrado centralmente Pucde Proclucir efectos
reforzadores Positivos. De igual forma, se ha descrito que las ratas también
exhiben una fuerte Prchrencia por un !ugar o un estimulo que ha sido asociado
con inyecciones ]F de ACH (ZO~5O mg/kg) (Qpertcmont Yy De Wittc, ZOOI).
n conc]usio’n) el ACH muestra Propicdades reforzadoras en ratas no
imPor’cando la ruta de administracio’n) ya sea sistémica o central.

Se ha sugerido que o ACH Puede ejerccr a]gunos de sus efectos
conductuales a través de algunas alteraciones en la actividad y metabolismo de
neurotransmisores; sin cmbargo ésto permanece sin esclarecerse. [~ xisten muy
pocos rePor’ces actuales que describan el efecto del ACH sobre el contenido
de monoaminas. | os Primeros exPerimentos revelaron que la administracién

aguda indujo una disminucién sigr\hcicativa de NA (T hadani y T ruitt, 1977> y de
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5-HT (Duritz y T ruitt, 1966). No existe evidencia que indique que el ACH
interactla signhcicativamente con la neurotransmision GABAérgica o
glutamatérgica. Mediante la medicién de los niveles extracelulares de aspartato,
glutamato Yy GABA se observd que no habia alteraciones clcspués de la
administracion de ACH (Ward y cols, 1997). El sistema clopaminérgico
mesolimbico esta fuertemente involucrado en el reforzamiento del etanol, de esta
forma se ha intentado averiguar si las Propicdac{es reforzadoras del ACH estan
mediadas por un incremento en la liberacion de DA dentro del nucleo
accumbens Yy otras regioncs limbicas. Dc acuerdo con esta idea) recientemente
sc mostréd que el ACTH incrementa la tasa de clisparo de las neuronas
clopaminérgicas del AV T (Foddai y co!s, 2004). Se ha rcPortado que las ratas
se auto-administran A7 en el area ventral tegmental Yy que esta auto-infusion
se reduce con la administracion de un agonista de los receptores dopaminérgicos
D, (Rodd Yy co]s, 2004). [~ stos resultados sugieren que las Propic&ades
reforzadoras del ACH estan mediadas por la activacion de las neuronas
doPaminérgicas en el sistema mesolimbico.

[~ xisten muchos estudios que describen la accion aguda y crénica del etanol
sobre el ciclo suefio vigilia. Sin embargo, todavia no l‘;ag reportes que muestren
detalles acerca de los efectos del ACfﬂ sobre los Para’metros de suefio de la
rata Y solamente pocos rcPor’ccs, han encontrado que el ACH modifica el
contenido de monoaminas imP!icadas enla regulacién del suefo (Duritzg T ruitt,
1966; Thadani y T ruitt, ]977). Recientemente [ranco y cols. (ZOOé)

Publicaron un articulo en el cual se determine que o ACH provoca disminucion
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del ticmpo total en suefio de movimientos oculares répidos e incremento del
suefio de ondas lentas.

Se ha propuesto que el ACH es resPonsable de a]gunas acciones
ncuro?armacolégicas clcspués de la ingesta de etanol (Hunt, I996>, tales como
un aumento en el clisparo neuronal (Fodai y cols, ZOO‘%}, cambios en los sistemas
de neurotransmision central (Ward Yy cols, 1997, Heap Yy co]s, ]995) Yy a]gur\as
alteraciones neuroﬁsio]o’gicas (Abc y cols, 1999; Franco—f)érez y co!s, 2006).
[~ sta hipo’tesis de que el ACH es en parte responsable de muchas acciones del
ctanol ha sido aun mas apogada por el hecho de que el ACH] es capaz de
atravesar la barrera hematoencéfalica después de la administracion de una sola
dosis (220 mg/kg) por via sistémica (f"]eap y cols, 1995).

| a mayoria de los estudios de locomocion han rePortacJo efectos clcpresivos
después de la administracion Perhcérica de ACH f“]oltzman Yy Sclmeicler(i 974")
fueron los Primeros en medir efectos depresivos locomotores en el Primcr minuto
desPués de la administracion intravenosa de ACH [~ studios Postcriores han
mostrado que los efectos depresivos del ACH aparecen con dosis mayores que

50 mg/i(g de peso (Qpertemont Yy co]s, 2005). | as inyecciones ”D de ACH

inducen depresién locomotora closi5~clcpenclicnte en ratones de las cepas
C57BL6/J Y CD i. lnc‘uso, se demostrd que ratones Pre~tratados con
cianamida, un inhibidor de la a‘dchiclo«lcshiclrogenasa, presentan disminucion en
los niveles de actividad locomotora después de la administracion de 2-3 g/kg de
etanol (Q}Jcr’cemont Y cols, 2004). Estos resultados muestran claramente que el

incremento en la concentracion de AC ] en sangre y cerebro ocasionado por la
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inhibicion de la enzima a!dehfdo&leshidrogenasa Potencia los efectos c{epresivos
locomotores del etanol. E_l hecho de que estos resultados indiquen que el ACH
es Principalmcmte una clroga clcPresora, evidencia la Posibiliclac{ de contribuir con
los efectos sedantes y depresores del etanol. Sin embargo, existe controversia
por los efectos que sec presentan ya que estos dcpcndcn de la via de
administracion. De esta Forma, el ACH parece ser Principalmentc clcPresor
cuando se inyecta Perhcéricamente) mientras que es un estimulante cuando se
Pcmcusa directamente en el cerebro. Se ha observado que el ACH administrado
en los ventriculos laterales incrementa la actividad locomotora. | as infusiones
ICV de ACH puedcn Producir un Patrc’m de activacion motora a dosis
moderadamente bajas, inclusivc, el ACH induce incremento en la conducta
exP]oratoria (Correa y cols, 2003). | ste resultado es similar al efecto Proc{ucic{o
por la administracion ventricular de etanol. Aun no existe una explicacién para
comPrender las discrepancias observadas en los resultados. (Claramente se
necesitan mas estudios para entender las diferencias en los efectos observados
después de la administracion central o Perhcérica de ACH

A pesar de que existen pocos estudios rcspec’co a los efectos del ACH sobre
el contenido de los neurotransmisores, algunos trabajos han demostrado que la
administracion intraperitoneal <1P> de ACH cs capaz de disminuir la
concentracién de DA Yy DOFAC en el cerebro (Warc] Yy co‘s, 1997; fﬂcap Y

cols, 1995).

29



De manera interesante, no existen rePor’ces en la literatura que describan los
efectos del ACH sobre los Patrones de locomocion Yy el metabolismo de la DA
inducidos por MK-801. [ sto es sorprendcnte debido a que a]gunos de los
efectos del ACH en el cerebro parecen antagomizara los del MK~8OI .

| a Principa] relacion entre e ACH y el MK-801 se debe al hecho de que el
glutamato a través de su interaccion con los recePtores NMDA, regu]an la
locomocion y modulan estrechamente la actividad del sistema dopaminérgico
debido a que se encuentran amP]iamente distribuidos en las neuronas
doPaminérgicas de la via mesolimbica. T n esta investigacion se b!oquearon
csPechCicamcnte éstos receptores con el antagonista no comPetitivo MK~80].
[ ste b]oqueo provoca un aumento en la concentracion de DA lo cual se
traduce conductualmente en hipcr]ocomocio’n. For el contrario, el ACH tiende a
disminuir las concentraciones de DA Provocando hipolocomocio’n.

[ ste estudio nos Permitiré Pro{zundizar sobre la forma en que actua el /\C}ﬂJ
utilizando  al MK—SOi como herramienta cxperimcr\ta! ya que su accién
{:armaco]égica Yy conductual ha sido Previamente caracterizada. | _a interaccion del
MK~8OI con el ACH nos sugerira que Proba}jlemcnte este L’J]timo, actua
Principa]mente sobre el sistema doPaminérgico. ]nvestigar los mecanismos del
AC ] es de gran relevancia ya que Puede ser una clave o una aProximacién

imPortante dentro del estudio de la toxicidad del etanol.
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V. Hipétcsis

Se sabe que la administracién sistémica de MK-801 Proc]uce un incremento
en el patro’n de locomocién de la rata, que esta relacionado con un incremento
en los niveles de DA For otro lado se ha observado que altas dosis de
ACH reducen la locomocién asi como las concentraciones de DAL
Tomando en cuenta esto, es Posible que la administracion de ACH revierta
la hipcr]ocomocio’n inducida por el MK%BOI) lo cual, Probablemcntc esté
correlacionado con la disminucién que Produce el ACH sobre la

concentracion y el metabolismo de la DAL
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V. Objctivos:

Gcncra]

Determinar la Posiblc existencia de modificaciones en los patrones de
locomocion de la rata, las concentraciones de DAg sus metabolitos clesPués

de la administracién del ACH, el MK~801 ysu administracion corjunta.

Far‘l:icularcs

i. Determinar la actividad locomotora en ratas administradas con
ACH, MK -801 ,asi como la combinacion de ambos farmacos:
Medir los movimientos horizontales

Medir los movimientos ambulatorios

2. Evaluar los efectos de la administracion de ACf—], MK~80i y
ambos farmacos sobre las concentraciones de DA, DOFAC,

HVAH la relacion DOFAC/DA

2.1 Cuanthcicacién en cuerpo estriado

2.2 Cuanthcicacién en corteza frontal.
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VI. Material y métodos
a) Animales

[” n este estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (250-300 g). T odos
los animales se mantuvieron en camaras de acrl'lico, Provistas con agua y comida
ad libitum. Se mantuvieron Eajo condiciones constantes de temperatura (25 +
3°(), humedad (50 = 10 %), luz (ciclos de luz/obscuridad 12:1 2). T odos los
animales fueron adecuadamente tratados para minimizar el dolor o el malestar de
acuerdo a las rcgulaciones esPcchCicaclas por el comité de uso y cuidado de

animales de nuestra institucioén, asi como de los estandares semalados por los
|nstitutos Nacionales de Sa]ud de México.

Fara la administracion de MK ~801 (5igma chemical Co.J St. | ouis, MO) Yy del
ACH (F]uka Chemie) SteinhcimJ SWitzerlancD se utilizo solucién salina como

vehiculo. | as soluciones de los farmacos se prepararon diariamente y se

administrd | ml/ﬁOO mg, de peso corPoral.

b) Disefio cxPcrimcntal
| os animales se dividieron en 4 grupos exPcrimenta]es. Cada grupo recibio dos
inyecciones separadas por un Pcrioclo de 20 minutos. Se administré Primcro el
MK~8OI debido a que sus efectos conductuales se Prcscntan 20 minutos
después de su administracion sistémica mientras que el ACH presenta efectos

conductuales inmediatamente.
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| os tratamientos o grupos fueron los siguientes:

1) Control (salina/sa]ina% administracion iP de solucion salina a los minutos 10 y
%0 dentro de los 60 minutos totales considerados para los experimcntos

conductual (h=1 i)g ncuroquimico (h=14).

2) ACH (sa]ina/ACH (200 mg/kg)), administracion iP de solucién salina y

ACT"‘] a los minutos 10 y ?0 de los cxperimcntos conductual (h=11) y

neuroqui’mico (n= 14).

3) MK~80] (MK—c‘BO] (0.3 mg/i(g)/salir\a)J administracion iP de MK -801 (O.Z
mg/kg) y solucién salina a los minutos 10 y %0 de los exPcrimentos conductual

<n=] ])5 neuroqux’mico (n= | ‘1—).

4) MK—-BO]/ACH (M-s801 (0.» mg/kg/ACH (200 mg/kg)., administracion iP
de y MK~8OI (O.ng/kg}g ACT"’ (ZOOmg/kg), a los minutos 10 y %0 de los

exPerimentos conductual <n=i i)g neuroqufmico <n= H").

E_squcma de ticmPos de administracion:

Salina Salina

o o
MK-s8o1 ACH Fin
L ] >
Omin 20min 60min
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c) Diagrama:

Solucion salina ACH (oo mg/kg)
+ +
Solucion salina Solucion salina

So]ucién salina ACT'} (200 mg/kg)

+

MK -801 (0.2 mg/kg) MK-801 (0.2 mg/l(g)

A los minutos O y20 del
cxPcrimcnto conductual o

neu roqul’mico

n=11en cac{ajrupo/ \n:’:e” cada grupo

Medicion de movimientos horizontales,
Yy ambulatorios durante 60 minutos cada

5 minutos.

|

Analisis de varianza de medidas

repetidas dos vias Yy Prueba de
signi?icancia de TUKEY

d) [ studio conductual

Cuantipicacién de DA, c{oPacy T"IVAQ
taza ClOPaC/DA en cuerpo estriado Yy

corteza frontal

|

Analisis de varianza de una via una

Prueba de signi{:icancia de TUKEY

T odos los animales fueron habituados a la manipulacio’n humana y al lugar del

experimento, sicte dias Previos a la medicién de movimiento. Antes de comenzar

la cuantificacion todos los individuos fueron sometidos a 30 minutos de

habituacion en el aparato para medir la locomocion. 7| ’ciemPo de cuantificacion

total tuvo una duracio’n dc 60 minutos tomando ]as mediciones de! nimero de

movimientos horizontales, verticales y ambulatorios, cada 5 minutos. | as
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administraciones Farmaco]égicas fueron realizadas como ya se menciond en cada
animal a los minutos 10 y %0 después del inicio del exPerimento que tuvo una
duracion de 60 minutos.

| a locomocion fue evaluada en un aparato oPto~varimc>< (Columbus instruments)
con sensores de movimiento que determinan por interrupcioncs de los haces de
luz, el numero de movimientos ver’cicalesJ horizontales y ambulatorios. E_l aparato
tiene un campo abierto que estd rodeado de cuatro altas Parcdes removibles de
acrilico) donde se coloca al individuo en libre movimiento. Automaticamente, el
aParato da la lectura del nimero de veces que la rata cruzé el haz de luz Y
dependicndo la colocacion del sensor luminoso, y el movimiento de la rata, el

movimiento cuenta como vertical) horizontal o ambulatorio.

Figura 2. Para medir la conducta se utilizé un aparato oPto-varimex que cuantifica espechcicamente
patrones de locomocion {movimientos horizontales Yy ambulatorios). | os animales se colocan en el centro
de la camara translucida Yy la interrupcién en los sensores luminosos, con el movimiento del animal son

cuantificados automatizadamente.
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e) [ studio ncurocluimico
Fara el analisis neuroquimico se utilizaron los mismos tratamientos y el sacrificio
se realizod después de 60 minutos con sus respectivas administraciones a los 10 y
30 minutos. | _as ratas fueron sacrificadas por clecapitacic’m, se extrajo el cerebro
y se disectaron el cuerpo estriado Yy la corteza frontal. Las muestras fueron
inmediatamente colocadas en hielo) sonicadas en 1 ml de solucion de acido
Perclo’rico 04N con 0.1% de metasulfito de sodio y centrhcugac{as durante 10
minutos a 15 rpm Yy 4—9C. Los sobrenadantes fueron seParados Y almacenados en
congelacio’n a —7OQC hasta su analisis cromatogré{:ico. | os contenidos de DA,
DOFAC, HVA, fueron analizados por cromatogragia de lfquidos de alta
resolucion (HFLC) acoplado con un detector clcctroquimico. Se utilizé un
cromato’gralco Ferkin Elmer LC~Z§O con un detector electroqux’mico Metrohm.
Los Picos detectados fueron integraclos con el software Total C}wromc
desarrollado por Fcrkin E]mer. 56 utilizaron columnas analiticas para
catecolaminas (C18 100mm x 4.8mm con un tamafio de Par’cn’cula de Hum. | afase
movil estaba constituida de una solucion acuosa de bafer de fosfatos (O.i M, PH

3.2) la cual contenia 0.2 mM de octil sulfato de sodioJ 0.1mM de EDTAy 15%

(w/v) de metanol. El ﬂujo utilizado fue de 1.2 m]/min y el Potcncial fue Fﬁac]o a
0.80\ contra Ag/AgC‘ electrodo de referencia.
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f Anélisis estadistico.
Fara los datos conductuales, se utilizd un analisis de varianza de dos vias
(ANOVA de medidas rePcticlas>. | as comparaciones subsecuentes de las
condiciones expcrimenta]cs se realizaron con la PrucEa estadistica de Tui«:g.
| os datos neuroqufmicos se analizaron utilizando un analisis de varianza de una

via seguido de una Prueba post hoc de Tukeg.

38



\/” Kcsultados

a) Actividad motora
No se encontraron diferencias signhcicativas en la actividad motora horizontal
cuando se comparo’ el grupo de solucion salina/ACkl con el grupo de solo
solucion sa]ina/salina. [T n  contraste, esta actividad se incremento
signhcicativamcnte en el grupo MK~80]/salina, éste incremento se registré a
Par’cir del minuto 20 y hasta el final de la Prucba de locomocién. [T n cambio, en el
grupo co-administrado con MK—SOI/ACH encontramos una disminucién
signhcicativa en la actividad motora horizontal comParada con el grupo MK—
80]/5alina, (ﬁ§)527>=29.9 P<0.00i>, (Fig. 3A). o el analisis de la actividad
motora horizontal, encontramos que el MK~80] Produce un incremento
signhcicativo que disminuge por la co-administracion de ACT"‘ (7 (3,43)=294
p<0.001 ), (Fig. 2DB).
n la Figura 4 se muestra el efecto del MK~80] y el ACT“] sobre la actividad
ambulatoria. No se observaron cambios signixcicativos después de la
administracion de salina/AC . Sin cmbargo, la actividad ambulatoria se
incremento signhcicativamente en el grupo de MK—BOi/sa]ina, mientras que la co-
administracion de MK~80] con ACf“l reduce signhcicativamentc el efecto de
AC H solo (fF(3,527)=%2.8 p<0.001), (Fig. +A).
El analisis de la actividad total ambulatoria demostro que la ingeccién de MK~

801 incrementa la locomocién, mientras que el ACH Puede moderar la ]’ﬁpen

locomocion inducida por MK -801 (F<5)45)=28.9 P>0.00]), (Fig. 45)
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A —a— Salina/salina —a— Salina/ACH —— MK-801/salina —o— MK-801/ACH
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Figura 3. [ fectos del ACH (200 mg/kg), MK -8o1 (0.2 mg/kg) y su co-administracién sobre la
actividad motora horizontal. A Los animales fueron administrados con sa|ina/salfna, sa]ina/ACH, MK~
801,/salina o MK-801,/AC H y se cuantificaron el nimero de movimientos horizontales cada 5 minutos
por 60 minutos. Los resultados fueron estadisticamente comParaclos usando una Prueba ANOVA de
dos vias con medidas rePetic{as seguic{os por una Prueba de signhticancia Tuke\zj; *estadisticamente
diferente de todos los grupos, p<O.001. b | a actividad total fue cuantificada c{espués de 60 minutos de
la Prucba de locomocion. Los resultados fueron estadisticamente comparaclos utilizando una Prueba
ANOVA de una via seguic{a por un analisis Post~hoc Tukey; *estadisticamente diferente de todos los
grupos, p<O.001. | asflechas indican los ticmpos de administracion.
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A —a&— Salina/salina —a— Salina/ACH —— MK-801/salina —o— MK-801/ACH

Actividad ambulatoria (conteos)

T =
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

T T Tiempo (min)
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2000 +

1000 - I—'-'—|
0

Salina/salina  Salina/ACH MK-801/salina MK-801/ACH

(conteos)

Actividad ambulatoria total

Figura 4. [ fecto del ACH (200 mg/kg), MK-8o1 (0.2 mg/kg) 0 su co-administracion sobre la
actividad ambulatoria. A | os animals fueron administrados con salina/salina, sa]ina/ACH,
MK~80]/sa|ina o MK~8OI/ACT—1 Yy el ntmero de movimientos ambulatorios fueron
cuantificados durante cada 5 minutos por 60 minutosa. Los resultados fueron comParaclos
estadisticamente utilizando una Pureba ANOVA de dos vias con medidas rePetic{as seguida
por una Prueba Post—l‘noc de Tukey; *estadisticamente diferente de todos los grupos, P<O‘OOI.
b. | a actividad ambulatoria total se cuantifics c{esPues de 60 minutos del exPerimento
locomocion. Los resultados fueron comparacios estadisticamente utilizando una Prueba
ANOVA de una via segufc{a por un analisis PostJﬂoc de Tukcy; *estadisiticamente diferente
de todos los grupos, p<O.001. | as flechas indican los tiempos de administracion.
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b) (Contenido de doPamina.

[~ hcontramos que el contenido de doPamina estriatal clisminugé después de la
administracion de sa]ina/ACH. [~ n contraste, el MK ~801 causé un incremento
signhcicativo de este neurotransmisor. | Je manera interesante, el aumento en ese
grupo, fue revertido por la co-administracion de MK 801 y ACH Y
(3,55)=2%4 P<O.OO]>) (Fig. 5). E_l contenido de metabolitos de DA
(DOFAC Yy H\/A) mostraron cambios similares: disminucion de la
concentracion después de la inyeccion de sa!ina/ACH, incremento de los

niveles en el grupo de MK -801 /salina y Preservacién de los niveles basales

clespués de la administracion de MK~80]/ACT‘] (J(»,5 5>=§7.6 P<0.00I y
ﬁﬁ,ﬁ 5)—*—25.7 P<0.00 I, rcspectivamcnte>. La tasa de DOFAC/DA Presenté
alteraciones solamente en el grupo MK~80i/salina, ([ (%,55)=6.9 P<0.0§>, (Fig.

5).
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*
15 -
o +
i}
T 10 = *
[0}
©
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Salina/salina Salina/ACH MK-801/salina MK-801/ACH
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0.5 -

Hg/g de tejido
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DOPAC/DA

0.1
0.08 - T
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Figura 5. Concentraciones de DA, DOFPAC, HVA, y tasa de recambio de DOFAC/DA en €l
[ striado de ratas administradas con salina/salina, salina/ACI] (200 mg/kg), MK-s8o1 (0.2
mg/icg)/salina o MK~801/ACH. | os resultados fueron comParados estadisticamente utilizando una
Prueba ANOVA de una via seguida por un analisis Post-hoc T ukey; *estadisticamente diferente de
todos los grupos, p<0.05; + estadisticamente diferente de los grupos salina/ACH Yy MK~80]/sa|ina,
P<OAOOI‘
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[ n la figura 6 se muestra el contenido de DA y sus metabolitos en la corteza
frontal después del tratamiento con MK-801 y ACI]. No se encontraron
diferencias significativas después de la inyeccion de salina/ACH. [ esta
region cerebral, el contenido de DA se incremento en los grupos MK-
801 /salina y MK-801/ACH (/7 (5,55)=38.2 p<0.001), y el mismo efecto se
observé en el contenido de DOFPAC y HVA enlos grupos MK-801,/salina y
MK=soi/ACH (F (»,55=445 p<o.0oi y  [13)=152 p<0.001,
respectivamente). Finalmente, la tasa de DOFPAC /DA que no presentd

cambios signhcicativos en la corteza frontal.
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Figura 6. (Concentraciones de DA, DOFAC H\/A, y tasa de recambio DOFAC/DA en corteza

frontal de ratas administradas con salina/salina, salina/A(CH, MK-801/salina o MK-801/AC .
| os resultados fueron comParac{os estadisticamente usando una Prueba ANOVA de una via seguicla

de un analisis Post-hoc; **estadisticamente diferentes de los grupos salina/salina Yy salina/ACH,
P<0.00I‘
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VIII. Discusion

Los resultados de este estudio mostraron que el ACH €s capaz de revertir
Parcialmente o atenuar los efectos de MK~801 sobre el Patrc’m de locomocion Y
las concentraciones de DA en el estriado de rata, pero no asi en la corteza
frontal. Aunquc en éste estudio se encontro que ACT”] provoca una ligera
disminucion en el Patro’n de actividad cinética Easal) existen algunos reportes en
la literatura que han mostrado el efecto opuesto. Nosotros atribuimos ésta
discrcpancia ala diferencia de dosis y via de administracion utilizada. (omo yase
sabe, el etanol ejerce un efecto }Jhcésico, &epcr\diendo de la dosis, Yy Po&ria ser
que e ACH provoque el mismo efecto metabdlico. Nuestra razon para utilizar
una dosis alta de ACH en los expcrimentos fue provocar el efecto éeprcsivo de
ésta clroga sobre el Patrc’m de locomocién) como ocurre con una cxposicién
agucla de altas dosis de etanol. Se sabe, que la administraciéon de cianamida,
inhibidor del alclelﬂclo«leslﬂiclrogenasa, reduce la locomocion después de la
administracion de etanol CSanchiS{ECgura y co]s., 1999) [ sto sugiere que la
elevacion en la concentracion de ACH en sangre y cerebro, aumenta el efecto
depresor del etanol sobre la locomocion. n relacién a la ausencia de efecto del
ACH sobre la accion de MK~801 en corteza {:rontal, no encontramos ninguna
exp]icacién, aunque la Proporcién de neuronas DA a lo largo del CE es mayor,
en comParacién con la corteza frontal, Puclienclo este hecho explicar de a‘guna
manera los diferentes efectos encontrados.

T omando en cuenta que el ACTH] es una molécula que exhibe caracteristicas

mas toxicas CiUC sSu PFCCUFSOI' etanol, Sl !"Ia sugeri&o qUC PUCdC Scer Cl resPonsable
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de varios efectos Farmacolc')gicos y conductuales del etano]) inclugenclo los
efectos observados sobre locomocién, hipnosis, aversion, consolidacion y
memoria (Hunt, 1996; Qucrtemont Yy cols., 20057 Y b). Como muchos otros
sedantes o drogas depresoras, el etanol tiene un efecto bifasico comPicjo a
través del ticmpo y dosis, y se ha mostrado que posee un importante efecto
estimulante Psicomotor a relativamente dosis bajas (Correa Yy cols., 200%;
Tambour Y cols., 2006) Sin embargo, altas dosis de etanol Produccn efectos
que estan asociados con sedacion, y esta rcPortado, en términos ger\eralesJ
COMO SUPresor o como farmaco que disminuyen la actividad motora (Chucky cols
2006). Asi mismo, el ACH parece ser Principalmcnte una clroga deprcsiva
cuando es administrada sistematicamente, mientras que Puccle actuar como
estimulante cuando se administra directamente en el cerebro (Qucrtemont y
co]s., 2004 Tambour Yy cols., ZOOé) De esta forma ha sido demostrado que la
tendencia de éste efecto tiene una relacion directa con la dosis administrada. n
el presente es’cudioJ empleamos una dosis Farmaco]o’gica de ACH, mas que una
dosis Fisiolégica. [ n esta investigacion se administré una dosis alta de ACH
(ZOO mg/kg), la cual es similar a una dosis rcPortada anteriormente que Probé
tener un efecto a través de la barrera hematoencefalica (ZZO mg/kg) U’]eap Y
co]s., 1995). T n estudios farmacocinéticos se ha considerado el hecho de que la
administracion de bajas de dosis de ACH (20-100 mg/kg) Puedc ser detectada
en el cerebro, solo 10 minutos después de su administracion sistémica (\WWard y
cols., 1997). De acuerdo con algunos reportes Prcvios, nosotros confirmamos

que la administracion sistémica de MK 801 Proclucc un incremento signi{:icativo
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en el Patrén de locomocion (Dai y cols., 1995; ]rhcune y cols., 1995; Cookg cols.,
2004). De hecho, la hiperlocomocic’m inducida por el MK =801 ha sido propuesta
como un modelo expcrimental de Psicosis, ya que presenta a]gunos aspectos
sintomaticos muy similares a esta enfermedad (An&imé y cols.) 1999). | a
exP]icacio’n mas aceptada con respecto a éste efecto sobre la locomocion es que
la inhibicion del receptor NMDA, Proclucc un incremento signhcicativo en la
DA\, contenida en algunas 4reas mesolimbicas ricas en este neurotransmisor,
tales como NACJ \/TA Yy CE_ De este moclo, estos cambios neuroquimicos
encontrados han sido atribuidos tambi¢n a un incremento en la actividad
clopaminérgica en neuronas mesolimbicas (Z!’lang y cols.) 1992. Murase Yy cols.)
1993).

For otro ]aclo, las concentraciones de DA han sido cuantificadas después de la
administracion de AC rePorténclosc que una inyeccion sistémica de ACH
provoca una disminucién en la liberacion de DA en NAC (War& Yy cols., ]997), Yy
en su contenido en el CE (Heap Yy cols., i997>, mientras que en el AVT se ha
observado un incremento en el patrén de disparo de las neuronas
dopaminérgicas (ALKhatib Yy co!s., 2001 ) [T n cuanto a los estudios con e’car\ol,
existen resultados controversiales sobre el contenido de DA clespués de la
administracion sistémica, algunos estudios han demostrado que incrementa el
metabolismo de DA (Fadda y cols., 1980; f"lciclbreclcrg y De Witte, 1993,
Kiianmaa Yy cols., i 995}, mientras que a dosis }Jajas) disminuge (B!anchard Yy co!s.,
]995), o incluso no tiene efecto en los niveles de DA (Dar Yy \/\/oo]cs, i98"r).

Sobre el etanol se sabe que su administracion altera la mayoria de los sistemas
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de neurotransmisién y neuromodulacion (Nevo y Hamon, 1995, Diamond y
Gorclon,l997), Yy que estos cambios son dosis y tiempo dependientes. [~ xisten
a]gunos cjemp]os de disminucion en los niveles de DA (Blanc}ﬂarc{ Yy cols., 199%),
Yy neurotransmision (Buclygin Yy cols.) 2001) después de la administracion de
etanol. T omando en consideracion que la mayor parte del etanol es convertido
en AC I, se ha asumido que al menos una parte de los cambios y alteraciones en
el SNC son debidos al ACH

For otra parte, se han Pub!icado diferentes estudios que demuestran que MK -
801 afectalalocomocion a través de las alteraciones en el sistema dopaminérgico
(Lihequist y cols., 1991; Lapin y Rogawskg, 1995). No obstante, existen muy
pocos estudios con respecto a los efectos de A} sobre estos fendmenos, lo
cual es extrano, ya que el ACT“] Yy el MK~80] parecen afectar la misma via
metabdlica. s imPor’cante analizar, que la DA, es capaz de formar un anillo
ciclico no enzimatico con el ACH, dando origen a un compuesto neuroactivo
lamado salsolinol. Este comPucsto se ha detectado en cerebro humano
(@oquist y cols., 1982> Yy Particularmentc en CE y NACc de ratas de libre
movimiento (Jamal y cols., 200%% Jamal y cols., ZOO§E>. [~ n estudios clasicos se
ha demostrado que el SAL Produce cambios en el metabolismo
catecolaminérgico, el cual inc‘uye la liberaciéon de catecolaminas a]macenadas,
inhibicion de la recaptura de catecolaminas, e inhibicion de enzimas como la
MAO, catecol~O~meti]transmcerasa y tirosin-hidroxilasa (Heikkila Yy co]s., 1971;
(iovine Yy co]s.) 1976; Weiner y Co”ins, 1978). Nosotros observamos que la
ACH revierte el incremento de DA inducido por MK-801 en el estriado. For
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lo tanto, nosotros proponemos que alguna Porcién de DA libre es usada para
formar SAL, y éste compuesto Poc]rl'a estar Produciendo la inhibicion de
a]gunas enzimas para el metabolismo DA, de éste modo, Podria estar
re]clejénclose en una disminuciéon en los niveles DA, y asi, contrarrestar los
efectos de MK -801. Sin cmbargo, para confirmar ésta }'ﬁpo’tcsis, sera necesario
realizar futuros estudios que determinen la Prccisa Par’cicipacio’n de SAL en el
efecto de ACH enla hiperlocomocién inducida por MK—8OI .

[T n resumen, nuestros resultados mostraron que la administracion aguéa de
ACH en ratas, reduce la hiPer]ocomocio'r\ inducida por MK—SO], disminuyen&o
también el metabolismo DA en el estriado, una region rica en DAL

(Como consideracion final, mientras que varios reportes han demostrado que el
etanol inhibe el receptor NMDA (Lovingerg cols., 1989; Diamon Yy (Gordon,
i997>, solo algunos muestran el efecto del ACFI por si mismo en procesos
xcisio]égicos mediados por éste rcccptor, como en el LTF en hipocampo (Abc Yy
co]s., ]999). De forma interesante, nuestros resultados se correlacionan bien
con otros estudios, demostrando que altas dosis de etanol Pueden disminuir la
actividad locomotora inducida por MK~80], confirmando que existe una
interaccion entre las acciones de etanol y MK~8OT (Robledo y cols., 1991), que
parece muy similar a lo que nosotros encontramos en éste estudio trabajando con
el Principa] metabolito del etanol. Nuestros resultados apoyan la hipétcsis de
que ACH modula las alteraciones neuroqufmicas Yy conductuales inducidas por

MK ~801 mediante modificaciones espechcicas en el metabolismo DA.
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IX. Conclusiones

(Coneste trabejo de investigacion se Puecler\ concluirlos siguientes puntos:

A) | a administracion sistémica de ACH es capaz de reducir la

hiPer]ocomocién inducida por el MK~80]. [~ ste cambio es inversamente
Proporciona] a una disminucion del metabolismo dopaminérgico que

debido ala administracién de MK~801 aumenta notablemente.

B) Nuestra alta dosis de ,A\C:]”_iJ al igua! que se ha rePor’cado con ctanol,

clisminuge el Patro’n de locomocion en ratas.

C) Conﬁrmamos que la administracién de MK~80] induce hiPcrcincsia yun

incremento del metabolismo c{oPaminérgico en( .
D) Nuestros lﬂa”azgos sugieren que o ACH de alguna manera esta

modulando la respuesta ncuroquimica que Procluce el MK~8OI através de

modificaciones en el metabolismo doPaminérgico.
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ABSTRACT
Alterations in motor activity related to dopamine changes in some brain regions
have been described as consequences of those modifications produced by
systemic administration of MK-801 (a non-competitive NMDA receptor antagonist)
in rats. Acetaldehyde (ACH), the main metabolite of ethanol, has been implicated
in different alterations in the Central Nervous System after ethanol ingestion. ACH
might exert some control on dopaminergic transmission through the formation of
other compounds with dopamine, which eventually may modify dopamine content
and its metabolism. In order to evaluate such hypothesis, in the present study we
used Wistar rats to evaluate the effect of ACH on locomotor alterations and
dopamine metabolism changes induced by MK-801. Our results show that MK-
801-treated group had a significant increase in the locomotor activity. In contrast,
we did not find significant differences in locomotion test after ACH administration.
However, the group administered with both drugs showed a significant decrease in
locomotor activity compared with MK-801 alone. The neurochemical analysis
showed an increase in dopamine content in the striatum and frontal cortex after
MK-801 administration though; the increase was reverted by 200 mg/ kg of ACH. In
conclusion, these results indicate that ACH can be producing an antagonic-like
effect on locomotor alterations and dopamine content changes induced by MK-801,
thus modulating the MK-801-induced hyperlocomotion by interfering with dopamine

metabolism.
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INTRODUCTION

The non-competitive N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonist dizocilpine
(MK-801), produces hyperlocomotion, stereotyped behavior and ataxia in rodents’
2.3.4.5.6.7 The MK-801-induced locomotor hyperactivity can be abolished or largely
attenuated by depletion of endogenous dopamine (DA) after systemic
administration of DA receptor antagonists®, or applied directly into the nucleus
accumbens (NAc)® ®.These findings indicate that the major behavioral effects of
MK-801 are DA-dependent. In addition, MK-801 has been shown to produce both,
an increase in DA metabolism and content in some specific brain regions'® # °.
Furthermore, there are some studies that have reported increase in the firing rate
of mesoaccumbal and ventral tegmental area (VTA) dopaminergic neurons'" 2,
Therefore, it has been hypothesized that the MK-801 has an active role of DA,
particularly in some mesolimbic structures® '°.

On the other hand, there is strong evidence suggesting that some effects of
ethanol on the brain could be due to ACH, its main metabolite. ACH has been

proposed to be responsible of some neuropharmacological actions after ethanol

ingestion'®, such as excessive neuronal firing'®>, changes in some central

16,17 18,19

neurotransmission systems and in some neurophysiologic disturbances
Such hypothesis has been sustained regarding that ACH is able to cross the brain
blood-barrier after a single systemic dose administration (220 mg/kg)'”.

Several locomotion studies have reported decreased motor patterns after the
systemic administration of high doses of ACH?*2'. Nonetheless, other reports have
shown different results when the administration has been done directly in the
cerebral ventricles where ACH displays locomotor stimulant properties even at low

doses?. There are only few studies regarding the effects of ACH on the content of

neurotransmitters. For instance, it has been demonstrated that the intraperitoneal
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(ip) administration of ACH is able to decrease DA and DOPAC' "7 concentrations
in the brain.

Interestingly, there are no reports in literature describing the effects of ACH on the
locomotion patterns and DA metabolism induced by MK-801, and this is surprising
since some of the effects of ACH in the brain seem to be antagonistic to those of
MK-801. Therefore, the present study was designed to provide information about
the possible modulatory effect of the main metabolite of ethanol, ACH, on the effect

of MK-801 and its relation with DA metabolism.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and drugs administration. Adult male Wistar rats (250-300 g) were used
throughout the study. Animals were housed in acrylic cages and provided with
water and food ad libitum. The room was maintained under constant conditions of
temperature (25 + 3°C), humidity (50 + 10%), and light (12:12 light/dark cycles). All
animals were treated with suitable measures to minimize pain or discomfort
according to the regulations 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.

Saline solution was used as vehicle for administration of MK-801 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) and ACH (Fluka Chemie, Steinheim, Switzerland). Drug
solutions were daily prepared and ip administered as 1 ml/300 mg of body weight.
Animals were divided into four experimental groups. All groups received two
injections separated by a 20-minutes period: (1) saline/saline, (2) saline/ACH (200
mg/kg), (3) MK-801 (0.3 mg/kg)/saline, (4) MK-801 (0.3 mg/kg)/ACH (200 mg/kg).
We administered MK-801 first due that its behavioral effects have shown 20
minutes after systemic administration whereas, ACH show its behavioral effects
immediately

Locomotion test. For the behavioral assessment, 11 animals per experimental
group were used. All experiments were run between 8:00 am and 3:00 pm under
standard conditions of temperature, lighting and noise. Motor activity (including
horizontal and ambulatory activities), was monitored in a custom-made transparent
Plexiglass box (45 x 45 x 25) inside an Optovarimex (Columbus instrument,
Columbus, OH, USA) under light illumination (200 Lux). The number of light beam
interruptions due to animal movements was automatically recorded and expressed

as activity counts. Rats were habituated to the environmental conditions of the
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room where the locomotion tests were performed since 5 days before the trial day.
Routinely, animals were individually placed on the center of the box and allowed
for a free navigation in the clear Plexiglass box over a 30 min period for habituation
and 1 hr for locomotion test. The locomotion assessment started immediately after
the first drug or vehicle administration. The counts of horizontal, ambulatory and
vertical activity were recorded every 5 minutes during 1 hour. A brief interruption
was made to the second drug or saline administration.

Dopamine quantification. For the neurochemical assessments, additional groups
of animals (a minimum of 14 animals per group) were used under the same
experimental conditions, but in an independent manner of those employed for
behavioral tests. The neurochemical analysis was performed according to the
following protocol. Rats were killed by decapitation and the striatum and frontal
cortex were dissected out according to the technique described by Glowinsky and
lversen?®®. Tissue samples were immediately placed on ice and sonicated in 1000
ul of perchloric acid 0.4N with 0.1 % (w/v) sodium metabisulphite, followed by 10
min of centrifugation at 18,000 g (4°C). Supernatants were kept frozen at -70°C
until the chromatographic analysis was performed.

DA, DOPAC (3,4- dihydroxiphenilacetic acid) and (homovanillic acid) HVA were
analyzed by high resolution liquid chromatography with an electrochemical detector
as has been previously described®. A Perkin-Elmer LC-250 liquid chromatograph
with a Bass electrochemical detector was used. Peaks were integrated with
TotalChrom software developed by Perkin-Elmer. We used a 100 mm x 4.8 mm
Alltech adsorbosphere catecholamine analytical column with 3 um of particle size.
The mobile phase consisted of an aqueous potassium phosphate buffer solution

(0.1 M, pH 3.2) containing 0.2 mM sodium octyl sulphate, EDTA 0.1 mM and 15 %
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(v/v) methanol. Flow rate was 1.2 ml/min. Potential was fixed at 0.80 V against an

Ag/AgCl reference electrode.

Statistical analysis. For behavioral data, we used two-way repeated measures
ANOVA. Subsequent comparisons within conditions were made using Tukey’s test.
The neurochemical data were analyzed using one-way ANOVA followed by post

hoc Tukey’s test.
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RESULTS

Locomotor activity. We did not find significant differences in horizontal activity
when the saline/ACH group was compared with saline/saline group. In contrast, the
horizontal activity was significantly increased in the MK-801/saline group, and this
increase was recorded from minute 20 and up to the end of the locomotion test.
Interestingly, the group co-administered with MK-801/ACH showed a significant
decrease in horizontal activity in comparison with MK-801/saline group,
(F(3,527)=29.9 p<0.001), (Fig. 1A). When the total motor horizontal activity, was
analyzed, we found that MK-801 produced an increase in this parameter that was
diminished by the co-administration of ACH (F(3,43)=29.4 p<0.001), (Fig. 1B).
Figure 2 shows the effects of MK-801 and ACH on ambulatory activity. No
significant changes were observed on ambulatory activity after saline/ACH
administration. In contrast, this marker was significantly increased in the MK-
801/saline group, while the co-administration of MK-801 with ACH significantly
reduced the effect of MK-801 alone (F(3,527)=32.8 p<0.001), (Fig. 2A). The
analysis of total ambulatory activity demonstrated that injection of MK-801
increases this activity, whereas ACH can moderate the MK-801-induced
hyperlocomotion (F(3,43)=28.9 p<0.001), (Fig. 2B).

Dopamine content. We found that the striatal DA content decreased after
saline/ACH administration. In contrast, MK-801 caused a significant increase of
this neurotransmitter, and such effect can be reverted by mean of the co-
administration of MK-801 and ACH (F(3,55)=23.4 p<0.001) (Fig. 3). The DA
metabolites content (DOPAC and HVA) showed similar changes: decreased levels
after saline/ACH injection, increased levels in the MK-801/saline group and

preservation of basal levels after MK-801/ACH administration (F(3,55)=37.6
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p<0.001 and F(3,55)=283.7 p<0.001, respectively). The DOPAC/DA ratio was only
altered in the MK-801/saline group, (F(3,55)=6.9 p<0.05) (Fig. 3).

Figure 4 shows frontal cortex DA and metabolites levels after MK-801 and ACH
treatment. Interestingly, we did not find any significant difference after the
saline/ACH injection. In this brain region, the DA content increased in both MK-
801/saline and MK-801/ACH groups (F(3,55)=38.2 p<0.001), and the same effect
was observed on DOPAC and HVA content in both MK-801/saline and MK-
801/ACH groups (F(3,55)=44.5 p<0.001 and F(3,55)=15.2 p<0.001, respectively).

Finally, the DOPAC/DA ratio did not suffer significant changes in the frontal cortex.
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DISCUSSION

Results of this study show that ACH is able to revert or attenuate the effects of MK-
801 on the locomotive pattern and DA concentrations in the rat striatum, but not in
frontal cortex. Although we found that ACH slightly decreased the basal kinetic
pattern of activity, there are several reports in literature showing an opposed effect.
We attributed such discrepancy to differences in doses and in the administration
route used. Since it is known that ethanol exerts a biphasic effect depending of its
dosages, it is likely that its metabolite ACH might have the same effect. Therefore,
the rationale for the use of a high dose of ACH in our experiments was to evoke
the depressive effect of this drug on locomotion, as it occurs after an acute
exposure of high doses of ethanol. In further support to these considerations, it is
known that cyanamide administration, an aldehyde dehydrogenase inhibitor,
reduces the locomotor activity after ethanol administration®. This suggests that
elevation of blood and brain ACH concentrations raise the locomotor depressive
effects of ethanol. In regard to the lack of effect of ACH on the actions of MK-801 in
frontal cortex, we do not have an explanation, although the proportion of DA
neurons along the striatum, in comparison with that of frontal cortex is larger and
this fact could account for a possible explanation of the differential effects
observed.

ACH, a molecule exhibiting more toxic features than its precursor ethanol, has
been suggested to be responsible of many of the pharmacological and behavioral
effects of ethanol, including locomotive, hypnotic, aversive, reinforcement and
memory effects' 2. As many sedative or depressant drugs, ethanol has a
complex biphasic effect across time and dose, and has been shown to posses an
important psychomotor stimulant effect at relatively low doses®'" . Nonetheless,

higher doses of ethanol produce effects that are associated with sedation and are,
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in general terms, reported to suppress or impair motor activity?’. Therefore, ACH
seems to be mainly a depressive drug when is systemically administered, whereas
it can act as a stimulant when is administered directly in the brain®® 2. Thus, it has
been demonstrated that the trend of its effect is in direct relation with the
administered doses. In the present study, we employed a pharmacological dose of
ACH, rather than a physiological dose. We administered a high single dose of ACH
(200 mg/kg), which is similar to the one previously reported to be effective to cross
the blood brain barrier (220 mg/kg)'’. In pharmacokinetic studies, although of
consideration is the fact that even lower doses of systemic ACH (20-100 mg/ kg)
can be detected in the brain, only 10 minutes after its administration®.

In agreement with several previous reports, we confirmed that the systemic
administration of MK-801 produces an enhancement in locomotor activity® & 22,
Indeed, the hyperlocomotion induced by MK-801 has been accepted as a model of
psychosis, since its effects are very similar, at least in some symptomatic aspects®.
The most accepted explanation regarding its effect on locomotion is that of an
inhibition of NMDA receptors which produces a significant increase in DA contents
in some DA-enriched mesolimbic areas, such as NAc, VTA and the striatum.
Consequently, these neurochemical changes have been attributed to an
enhancement of dopaminergic activity in mesolimbic neurons'" ',

On the other hand, DA has been assessed after ACH administration, and previous
reports have established that systemic ACH injection reduce both release'® and DA
content'’, and enhance their firing pattern of DA neurones™. There is a
controversial results about DA content after ethanol administration, some studies

29, 30. 31 whereas at low doses it

have shown to increase the DA metabolism
decreases®, or even has no effect on DA levels®. Furthermore, it has been shown

that ethanol alters the majority of the neurotransmission and neuromodulatory
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systems®* °

and these changes are both dose and time-dependent. Examples are
the depletion of DA levels®* and neurotransmission® after ethanol administration.
Taking into account that ethanol is mostly converted into ACH, at least part of
these changes is assumed to be due to ACH. There are also several studies
showing that MK-801 affects locomotion through DA alterations'* 8. However, very
few studies exist regarding the effects of ACH on these markers, although, ACH
and MK-801 seem to affect the same metabolic pathways. Interestingly DA,
through a non enzymatic ring cyclization with ACH, is able to form the neuroactive
alkaloid salsolinol (SAL). This compound has been detected in human brain®” and
more actually in the striatum and nucleus accumbens of free-moving rats® .
Classic studies demonstrated that SAL produces changes on catecholamine
metabolism which include release of stored catecholamines, inhibition of
catecholamine reuptake and inhibition of enzymes like monoamine-oxidase,
catechol-O-methyltransferase and tyrosine-hydroxylase*® *"" *2. We observed that
ACH revert the increase of DA content induced by MK-801 in striatum. Therefore,
we assume that some portion of free DA is used to form SAL, and this compound
could, in turn, produce inhibition on some key enzymes for DA metabolism, thereby
leading to decreased DA levels, and so, counteracting for the effects of MK-801.
However, in order to confirm this hypothesis, further studies will be needed to
determine the precise participation of SAL in the effect of ACH on hyperlocomotion
induced by MK-801.

In summary, our results show that an acute ACH administration to rats reduces the
hyperlocomotion induced by MK-801, also decreasing the DA metabolism in the
striatum, an enriched-DA region. Of final consideration, while many reports have

35, 43

demostrated that ethanol inhibits the NMDA receptor , only few show effects of

ACH itself in processes mediated by these receptors, such as long term
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potentiation in hippocampus'®. Interestingly, our results correlate well with other
studies demonstrating that high doses of ethanol can decrease the MK-801-
induced locomotor activity, confirming that there is an interaction between the

actions of ethanol and MK-801%*

, which is likely to be similar to the one we found in
this study with ACH. Our findings support the hypothesis that ACH modulates the
MK-801-induced behavioral and neurochemical alterations through specific

modifications in DA metabolism.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effects of ACH (200 mg/kg), MK-801 (0.2 mg/kg) or their co-
administration on horizontal activity. A. Animals were administered with
saline/saline, saline/ACH, MK-801/saline or MK-801/ACH and horizontal counts
were recorded every 5 minutes for 60 minutes. Results were statistically compared
using two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s test; *statistically
different from all groups, p<0.001. B. Total horizontal activity recorded after 60
minutes of locomotion test. Results were statistically compared using one-way
ANOVA followed by Tukey’s test; *statistically different from all groups, p<0.001.

Arrows indicate the administration trials.

Figure 2. Effects of ACH (200 mg/kg), MK-801 (0.2 mg/kg) or their co-
administration on ambulatory activity. A. Animals were administered with
saline/saline, saline/ACH, MK-801/saline or MK-801/ACH and ambulatory counts
were recorded every 5 minutes for 60 minutes. Results were statistically compared
using two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s test; *statistically
different from all groups, p<0.001. B. Total ambulatory activity recorded after 60
minutes of locomotion test. The results were statistically compared using one-way
ANOVA followed by Tukey’s test; *statistically different from all groups, p<0.001.

Arrows indicate the administration trials.
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Figure 3. Concentrations of DA, DOPAC and HVA, and DOPAC/DA ratio in the
striatum of rats administered with saline/saline, saline/ACH (200 mg/kg), MK-801
(0.2 mg/kg)/saline or MK-801/ACH. Results were statistically compared using one-
way ANOVA followed by Tukey’s test; *statistically different from all groups,
p<0.05; + statistically different from saline/ACH and MK-801/saline groups,

p<0.001.

Figure 4. Concentrations of DA, DOPAC and HVA, and DOPAC/DA ratio in frontal
cortex of rats administered with saline/saline, saline/ACH, MK-801/saline or MK-
801/ACH. Results were statistically compared using one-way ANOVA followed by
Tukey’s test; **statistically different from saline/saline and saline/ACH groups,

p<0.001.
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ABSTRACT
Alterations in motor activity related to dopamine changes in some brain regions
have been described as consequences of those modifications produced by
systemic administration of MK-801 (a non-competitive NMDA receptor antagonist)
in rats. Acetaldehyde (ACH), the main metabolite of ethanol, has been implicated
in different alterations in the Central Nervous System after ethanol ingestion. ACH
might exert some control on dopaminergic transmission through the formation of
other compounds with dopamine, which eventually may modify dopamine content
and its metabolism. In order to evaluate such hypothesis, in the present study we
used Wistar rats to evaluate the effect of ACH on locomotor alterations and
dopamine metabolism changes induced by MK-801. Our results show that MK-
801-treated group had a significant increase in the Iocom;)tor activity. In contrast,
we did not find significant differences in locomotion test after ACH administration.
However, the group administered with both drugs}showed a significant decrease in
locomotor activity compared with MK-801 alone. The neurochemical analysis
showed: an increase in dopamine content in the striatum and frontal cortex after
MK-801 administration though; the increase was reverted by 200 mg/ kg of AQH. In
conclusion, these results indicate that ACH can be producing an antagonic-like
effect on locomotor alterations and dopamine content changes induced by MK-801,
thus modulating the MK-801-induced hyperlocomotibn by interfering with dopamine

metabolism.
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INTRODUCTION

The non-competitive N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonist dizocilpine
(MK-801), produces hyperlocomotion, stereotyped behavior and ataxia in rodents”
234567 The MK-801-induced locomotor hyperactivity can be abolished or largely
attenuated by depletion of endogenous dopamine (DA) after systemic
administration of DA receptor antagonists®, or applied directly into the nucleus
accumbens (NAc)* 3. These findings indicate that the major behavioral effects of
MK-801 are DA-dependent. In addition, MK-801 has been shown to produce both,
an increase in DA metabolism and content in some specific brain regions'® % °,
Furthermore, there are sdme studies that have reported increase in the firing rate
of mesoaccumbal and ventral tegmental area (VTA) dopaminergic neurons'" '2,
Therefore, it has been hypothesized that the MK-801 has an active role of DA,
particularly in some mesolimbic structures® ',

On the other hand, there is strong evidence suggesting that some effects of
ethanol on the brain could be due to ACH, its main metabolite. ACH has been

proposed to be responsible of some neuropharmacological actions after ethanol

ingestion', such as excessive neuronal firing'®, changes in some central

16,17 18,19

neurotransmission systems and in some neurophysiologic disturbances
Such hypothesis has been sustained regarding that ACH is a;ble to cross the brain
blood-barrier after a single systemic dose administration (220 mg/kg)"”.

Several locomotion 'stﬁdies have reported decreased motor patterns after the
systemic administration of high doses of ACH?® 2", Nonetheless, other reports have
shown different results when the administration has been done directly in the
cerebral ventricles where ACH displays locomotor stim.ulant properties even at low

doses??. There are only few studies regarding the effects of ACH on the content of

neurotransmitters. For instance, it has been demonstrated that the intraperitoneal
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(ip) administration of ACH is able to decrease DA and DOPAC™® "" concentrations
in the brain.

Interestingly, there are no reports in literature describing the effects of ACH on the
locomotion patterns and DA metabolism induced by MK-801, and this is surprising
since some of the effects of ACH in the brain seem to be antagonistic to those of
MK-801. Therefore, the present study was designed to provide information about
the possible modulatory effect of the‘ main metabolite of ethanol, ACH, on the effect

of MK-801 and its relation with DA metabolism.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and drugs administration. Aduit male Wistar rats (250-300 g) were used
throughout the study. Animals were housed in acrylic cages and provided with
water and food ad libifum. The room was maintained under constant conditions of
temperature (25 + 3°C), humidity (50 + 10%),> and light (12:12 light/dark cycles). All
animals were treated with suitable measures to minimize pain or discomfort
according to the regulations 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.

Saline solution was used as vehicle for administration of MK-801 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) and ACH (Fluka Chemié, Steinheim, Switzerland). Drug
solutions were daily prepared and ip administered as 1 ml/300 mg of body weight.
Animals were divided into four experimental groups. All groups received two
ihjections separated by a 20-minutes period: (1) saline/saline, (2) saline/ACH (200
mg/kg), (3) MK-801 (0.3 mg/kg)/saline, (4) MK-801 (0.3 mg/kg)/ACH (200 mg/kg).
We administered MK-801 first due that its behavioral effects have shown 20
minutes after systemic administration whereas, ACH show its behavioral effects
immediately

Locomotion test. For the behavioral assessment, 11 animals per experimental
group were used. All experiments were run bétwéen 8:00 am and 3:00 pm under
standard conditions of temperature, lighting and noise. Motor activity (including
horizontal and ambulatory activities), was monitored in a custom-made transparent
Plexiglass box (45 x 45 x 25) inside an Optovarimex (Columbus instrument,
Columbus, OH, USA) under light illumination (200 Lux). The number of light beém
interruptions due to animal movements was automatically recorded and expressed

as activity counts. Rats were habituated to the environmental conditions of the
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room where the locomotion tests were performed since 5 days before the trial day.
Routinely, animals were individually placed on the center of the box and allowed
for a free navigation in the clear Plexiglass box over a 30 min period for habituation
and 1 hr for locomotion test. The locomotion assessment started immediately after
the first drug or vehicle administration. The counts of horizontal, ambulatory and
vertical activity were recorded every 5 minutes during 1 hour. A brief interruption
was made to the second drug or saline administrafion.

Dopamine quantification. For the neurochemical assessments, additional groups
of animals (a minimum of 14 animals per group) were used under the same
experimental conditions, but in an independent manner of those employed for
behavioral tests. The neurochemical analysis was performed according to the
following protocol. Rats were killed by decapitation and the striatum and frontal
cortex were dissected out according to the technique described by‘ Glowinsky and
lversen®. Tissue samples were immediately placed on ice and sonicated in 1000

ul of perchloric acid 0.4N with 0.1 % (w/v) sodium metabisulphite, followed by 10

min of centrifugation at 18,000 g (4°C). Supernatants were kept frozen at -70°C

until the chromatographic analysis was performed.

DA, DOPAC (3,4- dihydroxiphenilacetic acid) and (homovanillic acid) HVA were
analyzed by high resolution liquid chromatography with an electrochemical detector
as has been previously described?. A Perkin-Elmer LC-250 liquid chromatograph
with a Bass electrochemical detéctor was used. Peaks were integrated with
TotalChrom software developed by Perkin-Elmer. We used a 100 mm x 4.8 mm
Alltech adsorbosphere catecholamine analytical column with 3 um of particle size.
The mobile phase consisted of an aqueous potassium phosphate buffer solution

(0.1 M, pH 3.2) containing 0.2 mM sodium octyl sulphate, EDTA 0.1 mM and 15 %
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(v/iv) methanol. Flow rate was 1.2 ml/min. Potential was fixed at 0.80 V against an

Ag/AgClI reference electrode.

Statistical analysis. For behavioral data, we used two-way repeated measures
ANOVA. Subsequent comparisons within conditions were made using Tukey’s test.
- The neurochemical data were analyzed using one-way ANOVA followed by post

hoc Tukey'’s test.
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RESULTS

Locomotor activity. We did not find significant differences in horizontal activity
when the saline/ACH group was compared with saline/saline group. In contrast, the
horizontal activity was significantly increased in the MK-801/saline group, and this
increase was recorded from minute 20 and up to the end of the locomotion test.
Interestingly, the group co-administered with MK-801/ACH showed a significant
decrease in horizontal activity in comparison with MK-801/saline group,
(F(3,527)=29.9 p<0.001), (Fig. 1A). When the total motor horizontal activity, was
analyzed, we found that MK-801 produced an increase in this parameter that was
diminished by the co-administration of ACH (F(3,43)=29.4 p<0.001), (Fig. 1B). |
Figure 2 shows the effects of MK-801 and ACH on ambulatory activity. No
significant changes were observed on ambulatory activity after saline/ACH
administration. In contrast, this marker was significantly increased in the MK-
801/saline group, while the co-administration of MK-801 with ACH significantly
reduced the effect of MK-801 alone (F(3,527)=32.8 p<0.001), (Fig. 2A). The
analysis of total ambulatory activity demonstrated that injection of MK-801
increases this activity, whereas ACH can moderate the MK-801-induced
hyperlocomotion (F(3,43)=28.9 p<0.001), (Fig. 2B).

Dopamine content. We found that the striatal DA content decreased after
saline/ACH administration. In contrast, MK-801 caused a significant increase of
this neurotransmitter, and such effect can be reverted by mean of the co-
administration of MK-801 and ACH (F(3,55)=23.4 p<0.001) (Fig. 3). The DA
metabolites content (DOPAC and HVA) shoWed similar changes: decreased levels
after saline/ACH injection, ‘increased levels in the MK-801/saline group aﬁd

preservation of basal levels after MK-801/ACH administration (F(3,55)=37.6
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p<0.001 and F(3,55)=23.7 p<0.001, respectively). The DOPAC/DA ratio was only
altered in the MK-801/saline group, (F(3,55)=6.9 p<0.05) (Fig. 3).

Figure 4 shows frontal cortex DA and metabolites levels after MK-801 and ACH
treatment. Interestingly, we did not find any significant difference after the
saline/ACH injection. In this brain region, the DA content increased in both MK-
801/saline and MK-801/ACH groups (F(3,55)=38.2 p<0.001), and the same effect
was observed on DOPAC and HVA content in both MK-801/saline and MK-
801/ACH groups (F(3,55)=44.5 b<0.001 and F(3,55)=15.2 p<0.001, respectively).

Finally, the DOPAC/DA ratio did not suffer significant changes in the frontal cortex.
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DISCUSSION

Results of this study show that ACH is able to revert or attenuate the effects of MK-
801 on the locomotive pattern and DA concentrations in the rat striatum, but not in
frontal cortex. Although we found that ACH slightly decreased the basal kinetic
pattern of activity, there are several reports in literature showing an opposed effect.
We attributed such discrepancy to differences in doses and in the administration
route used. Since it is known that ethanol exerts a biphasic effect depending of its
dosages, it is likely that its metabolite ACH might have the same effect. Therefore,
the rationale for the use of a high dose of ACH in our experiments was to evoke
the depressive effect of this drug on locomotion, as it oc‘curs after an acute
exposure of high doses of ethanol. In further support to these considerations, it is
known that cyanamide administration, an aldehyde dehydrogenase inhibitor,
reduces the locomotor activity after ethanol administration®®. This suggests that
elevation of blood and brain ACH concentrations raise the locomotor depressive
effects of ethanol. In regard to the lack of effect of ACH on the actions of MK-801 in
frontal cortex, we do not have an explanation, although the proportion of DA
neurons along the striatum, in comparison with that of frontal cortex is larger and
this fact could account for a possible explanation of the differential effects
observed.

ACH, a molecule exhibiting more tdxic features than its precursor ethanol, has
been suggested to be responsible of many of the pharmacological and behavioral
effects of ethanol, including locomotive, hypnotic, aversive, reinforcement and
memory effects' . As many sedative or depressant drugs, ethanol has a
complex biphasic effect across time and dose, and has been shown to posses én
important psychomotor stimulant effect at relatively low doses?" 2. Nonetheless,

higher doses of ethanol produce effects that are associated with sedation and are,
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in general terms, reported to suppress or impair motor activity27. Therefore, ACH
seems to be mainly a depressive drug when is systemically administered, whereas
it can act as a stimulant when is administered directly in the brain®® 2!, Thus, it has
been demonstrated that the trend of its effect is in direct relation with the
administered doses. In the present study, we employed a pharmacological dose of
ACH, rather than a physiological dose. We administered a high single dose of ACH
(200 mg/kg), which is similar to the one previously reported to be effective to cross
the blood brain barrier (220 mg/kg)'’. In pharmacokinetic studies, although of
consideration is the fact that even lower doses of systemic ACH (20-100 mg/ kg)
can be detected in the brain, only 10 minutes after its adminis;trationm.

In agreement with several previous reports, we confirmed that the systemic
administration of MK-801 produces an enhancement in locomotor activity> & 2.
Indeed, the hyperlocomotion induced by MK-801 has been accepted as a model of
psychosis, since its effects are very similar, at least in some symptomatic aspects®.
The most accepted explanation regarding its effect on locomotion is that of an
inhibition of NMDA receptors which produces a significant increase in DA contents
in some DA-enriched mesolimbic areas, such as NAc, VTA and thé striatum.
~ Consequently, these neurochemical changes have been attributed to an
enhancement of dopaminergic activity in mesolimbic neurons™" 12,

On the other hand, DA has been assessed after ACH administration, and previous
reports have established that systemic ACH injection reduce both release'® and DA
content'’, and enhance their firing pattern of DA neurones'. There is a
controversial results about DA content after ethanol administration, some studies

29,30, 31" whereas at low doses it

have shown to increase the DA metabolism
decreases®?, or even has no effect on DA levels®. Furthermore, it has been shown

that ethanol alters the majority of the neurotransmission and neuromodulatory
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systems®* 3

and these changes are both dose and time-dependent. Examples are
the depletion of DA levels® and neurotransmission®® after ethanol administration.
Taking into account that ethanol is mostly converted into ACH, at least part of
these changes is assumed to be due to ACH. There are also several studies
showing that MK-801 affects locomotion through DA alterations™ 8. However, very
few studies exist regarding the effects of ACH on these markers, although, ACH
and MK-801 seem to affect the same metabolic pathways. Interestingly DA,
through a non enzymatic ring cyclization with ACH, is able to form the neuroactive
alkaloid salsolinol (SAL). This compound has been detected in human brain*” and
more actually in the striatum and nucleus accumbens of free-moving rats®®: 3.
Classic studies demonstrated that SAL produces changes on catecholamine
metabolism which include release of stored catecholamines, inhibition of
catecholamine reuptake and. inhibition of enzymes like monoamine-oxidase,
catechol-O-methyltransferase and tyrosine-hydroxylase*® *"" 2. We observed that
ACH revert the increase of DA content induced by MK-801 in striatum. Therefore,
we assume that some portion of free DA is used to form SAL, and this compound
could, in turn, produce inhibition on some key enzymes for DA metabolism, thereby
leading to decreased DA levels, and so, counteracting for the effects of MK-801.
However, in order to confirm this hypothesis, further studies will be needed to
defermine the precise participation of SAL in the effect of ACH on hyperlocomotion
induced by MK-801.

In summary, our results show that an acute ACH administration to rats reduces the
hyperlocomotion induced by MK-801, also decreasing the DA metabolism in the
striatum, an enriched-DA region. Of final consideration, while many reports havé

demostrated that ethanol inhibits the NMDA receptor®> **, only few show effects of

ACH itself in processes mediated by these receptors, such as long term
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potentiation in hippocampus’®. Interestingly, our results correlate well with other
studies demonstrating that high doses of ethanol can decrease the MK-801-
induced locomotor activity, confirming that there is an interaction between the
actions of ethanol and MK-801**, which is Iikely to be similar to the one we found in
this study with ACH. Our findings support the hypothesis that ACH modulates the
MK-801-induced behavioral and neurochemical alterations through specific

modifications in DA metabolism.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effects of ACH (200 mg/kg), MK-801 (0.2 mg/kg) or their co-
administration on horizontal activity. A. Animals were administered with
saline/saline, saline/ACH,‘ MK-801/saline or MK-801/ACH and horizontal counts
were recorded every 5 minutes for 60 minutes. Results were statistically c_ompared
using two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey's test; *statistically
different from all groups, p<0.001. B. Total horizontal activity recorded after 60
minutes of locomotion test. Results were statistically compared using one-way
ANOVA followed by Tukey’s test; *statistically different from all groups, p<0.001.

Arrows indicate the administration trials.

Figure 2. Effects of ACH (200 mg/kg), MK-801 (0.2 mg/kg) or their co-
administration on ambulatory activity. A. Animals were administered with
saline/saline, saline/ACH, MK-801/saline or MK-801/ACH and ambulatory counts
were recorded every 5 minutes for 60 minutes. Results‘were statistically compared
using two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s test; *statistically
different from all groups, p<0.001. B. Total ambulatory activity recorded after 60
minutes of locomotion test. The results were statistically compared using one-way
ANOVA followed by Tukey's test; *statistically different from all groups, p<0.001.

Arrows indicate the administration trials.
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Figure 3. Concentrations of DA, DOPAC and HVA, and DOPAC/DA ratio in the
striatum of rats administered‘ with saline/saline, saline/ACH (200 mg/kg), MK-801
(0.2 mg/kg)/saline or MK-801/ACH. Results were statistically compared using one-
way ANOVA followed by Tukey's test; *statistically different from all groups,
p<0.05; + statistically different from saline/ACH and MK-801/saline groups,

p<0.001.

Figure 4. Concentrations of DA, DOPAC and HVA, and DOPAC/DA ratio in frontal
cortex of rats administered with saline/saline, saline/ACH, MK-801/saline or MK-
801/ACH. Results were statistically compared using one-way ANOVA followed by
Tukey’s test; **statistically different from saline/saline and saline/ACH groups,

p<0.001.
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