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Resumen

Introduccion: la acetilcolina es un neurotransmisor esencial en el
sistema nervioso central, ya que tiene un efecto sobre el suefio,
la memoria y aprendizaje. La Microdialisis intracerebral es una
técnica quirdrgica in vivo que se usa para medir la concentracién
de sustancias en el espacio extracelular.

Material 'y métodos: las ratas fueron implantadas
estereotaxicamente con una canula de microdidlisis dirigida al
area preoptica medial hipotalamica y con electrodos bipolares para
obtener registros de suefio simultaneamente con las muestras de
microdidlisis durante 24 horas expuestas al aire limpio seguido por
24 horas de exposicion a ozono. Las fracciones de microdidlisis
fueron inyectadas al sistema de cromatografia.

Resultados: los resultados mostraron que el suefio paraddéjico y
la vigilia disminuy6 54.2% y 27.9% respectivamente, mientras que
el suefio de ondas lentas aument6 35.1% durante la exposicion al
ozono y disminucién concomitante de acetilcolina extracelular de
56.2% fue observada durante la fase de luz y oscuridad.
Conclusiéon: el método quirdrgico empleado usando la
microdialisis intracerebral y la electroencefalografia permiten
la cuantificacion de acetilcolina extracelular y simultaneamente
con los patrones relacionados con el suefio. Proponemos que la
disminucion en el suefio paradéjico es la expresion conductual de
la alteracion de la modulacién colinérgica, y que los efectos post
exposicion observados en el area predptica medial hipotalamica
pueden ser explicados en base a la participaciéon del hipotalamo
en el ciclo suefio-vigilia.

Palabras clave: acetilcolina, microdidlisis, cromatografia liquida
de alta resolucién, electroencefalografia.

Abstract

Introduction: Acetylcholine is an essential neurotransmitter in the
central nervous system as it has an effect on sleep, memory and
learning. Intracerebral microdialysis is an in vivo surgical technique
that is used to measure the concentration of substances in the
extracellular space.

Methods: The rats were stereotaxically implanted with
microdialysis cannulae guided to the hypothalamic medial preoptic
area and bipolar stainless steel electrodes to obtain sleep records
simultaneously with microdialysis samplings during 24 hours
exposed to clean air followed by 24 hours of exposure to ozone.
Microdialysis fractions were injected into chromatograph system.
Results: Results showed that paradoxical sleep and wakefulness
decreased by 54.2% and 27.9%, respectively, while slow wave
sleep increased by 35.1% during the ozone exposure phase and a
concomitant decrease of extracellular acetylcholine of 56.2% was
observed during the light-dark phase.

Conclusion:  That surgical method employed using
electroencephalography and intracerebral microdialysis allows
the quantification of extracellular acetylcholine and simultaneously
with patterns related to sleep. We propose that the decrease in
paradoxical sleep is the behavioral expression of disruptions of
cholinergic modulation and, that post-exposure effects observed
in the hypothalamic medial preoptic area can be explained on the
basis of the hypothalamic role in the sleep—wake cycle.

Key words: Acetylcholine, microdialysis, high-performance liquid
chromatography, electroencephalography.
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Introduccion

La medicina del suefio requiere del conocimiento de la neu-
robiologia para establecer estrategias durante el tratamiento
del trastorno del sueflo, como el tipo de farmacos que deben
ser utilizados después de una lesion cerebral.'? Se ha re-
portado que la administracion de farmacos antidepresivos
a los pacientes con dafio cerebral, se les reduce el suefio
paraddjico.>?

Los estudios sobre los circuitos neuronales y la neuro-
quimica del suefio, han mostrado que los sistemas neuro-
quimicos, como el colinérgico, participa en la vigilia y el
suefio paradojico.
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La determinacion de los niveles basales de acetilcolina
sigue siendo un desafio para los neuroquimicos, y las medi-
ciones de rutina por lo general requieren la administracion
de un inhibidor de la acetilcolinesterasa, como la neostig-
mina.” Se han desarrollado diferentes métodos simultaneos
de cuantificacion bioquimica y electroencefalografica, den-
tro de los cuales se encuentran actualmente la microdialisis
y la electroencefalografia. La técnica quirurgica de micro-
dialisis es un método que nos proporciona un instrumento
de medicion confiable y muy sensible para la medicion de
neurotransmisores a nivel intracerebral.®

Para cuantificar simultdneamente la actividad bioquimi-
ca y electroencefalografica, se deben registrar las areas re-
lacionadas con los estados de vigilia. Se ha mostrado, que
las estructuras encargadas del mantenimiento del suefio pa-
raddjico, se encuentran en el area de los nucleos tegmenta-
les colinérgicos laterodorsal y pedanculopontino.’ Por otro
lado, se propone la hipdtesis de la "interaccion reciproca”,
en donde el tallo cerebral contiene dos poblaciones de neu-
ronas; una poblacion colinérgica, que es activa durante el
suefio paraddjico, a la cual se le llama "MOR-on", y otra
poblacion serotonérgica que es de tipo inhibitoria, y se le
conoce como "MOR-off".*!° También, se sabe que los me-
canismos que contribuyen a la generacion del suefio para-
dojico se localizan en el area pontina del tallo cerebral.”!
Se ha mostrado que las lesiones provocadas en los nucleos
tegmental laterodorsal y tegmental pedunculopontino, re-
ducen la ocurrencia de ondas pontogeniculooccipitales y el
suefio paraddgico.’

El area predptica medial del hipotalamo juega un papel
importante en la regulacion de diferentes funciones fisio-
logicas, particularmente el control del suefio y la tempe-
ratura cortical.’? Estas estructuras son innervadas por gran
cantidad de proyecciones histaminérgicas'® y serotonérgi-
cas'* provenientes principalmente del nticleo rafe dorsal.
Ademas, el area predptica medial del hipotdlamo recibe
aferencias de los nucleos colinérgicos del puente'® y es im-
portante enfatizar su relacion con los centros reguladores de
los ritmos circadicos.

Se ha reportado que la lesion del area predptica medial
del hipotalamo, causa alteraciones en el suefio de ondas len-
tas y en el suefio paradogico.'® También se ha demostrado
que cuando se inyectan tanto el péptido muramil,'” carba-
col,’ como la prostaglandina D,'>"y E,* dentro del area
predptica medial del hipotalamo inducen tanto el suefio de
ondas lentas como suefio paraddjico, y que la estimulacion
de receptores colinérgicos en el area supradptica medial
afecta el suefio y la temperatura cortical.?

Los resultados obtenidos de los diferentes estudios sobre
la generacion del suefio paraddgico fisiologico y colinér-
gicamente inducido, es mediado por el subtipo M, de los
receptores muscarinicos, en las diversas areas del cerebro

relacionadas con la induccién del suefio (en el suefio de
ondas lentas y en el suefio paraddjico)®** y puede ser blo-
queado por una microinyeccion local de agonistas de los
receptores muscarinicos como la atropina y la escopolami-
na.?

La importancia de estudiar el area predptica medial del
hipotalamo se basa en la relacion que mantiene con los na-
cleos supraquiasmaticos, estructura nerviosa encargada de
la regulacion temporal de algunas conductas circadicas,
como el ciclo suefio-vigilia.>*** En mamiferos, los nicleos
supraquiasmaticos del hipotdlamo funcionan como oscila-
dores circadicos;? la evidencia que apoya esta afirmacion
se basa en experimentos de lesion cerebrovascular,?’ lesion
con estimulacion quimica, o lesion con estimulacion eléc-
trica del nacleos supraquiasmaticos.?

Evidencias experimentales, han mostrado que la expo-
sicion al ozono (O,) induce alteraciones funcionales del
sistema nervioso central; como el ciclo suefio-vigilia. Sin
embargo, atin no se han evaluado las posibles alteraciones
observadas en el suefio paradogico de los animales expues-
tos a diferentes concentraciones de O, y la relacion con los
niveles cerebrales de acetilcolina.

En el presente trabajo realizamos una correlaciéon bio-
quimica y electroencefalografica in vivo de la actividad del
suefio con los niveles de acetilcolina mediante la técnica
quirtrgica de microdialisis, utilizando al O, como un fac-
tor de variabilidad tanto de los diferentes estados de vigilia
asi como de la concentracion de acetilcolina extracelular de
regiones intracerebrales especificas, como el area preodptica
medial del hipotalamo, utilizando neostigmina como inhi-
bidor especifico de la colinesterasa.?>2

Material y métodos

Se utilizaron 10 ratas macho de la cepa Wistar de 280 a
300 g, las cuales fueron anestesiadas con pentobarbital so-
dico (50 mg/kg de peso) por la via intraperitoneal (i.p.).
Transcurridos 5 minutos de la inyeccion del farmaco se
comprobé gradualmente el grado de sensibilidad al com-
primir el ultimo tercio de la cola de la rata, o puncionan-
do los cojines plantares de las extremidades, hasta que la
rata alcanzo el periodo de anestesia quirargica. Después de
rasurar y lavar el area de incision (hueso frontal al hueso
occipital), las ratas fueron montadas al equipo estereotaxi-
co (Stoelting Corp., Wood Dale, IL) y la temperatura cor-
poral, fue monitoreada y regulada con el equipo para ratas
CMA/150 (temperature controller). Posteriormente se apli-
¢6 solucion antiséptica de yodo en el area de incision y ésta
se realizd con una hoja de bisturi del No. 15, para obtener
de un solo corte craneocaudal, una incision en la piel de
~1.0 cm de longitud a nivel del hueso frontal, al hueso occi-
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pital y una vez expuesto el craneo, se marco un punto sobre
el craneo de acuerdo a coordenadas preestablecidas para
el area predptica medial hipotalamica (posterior a bregma,
AP = 8.6; lateral, L =0.7; y dorso ventral, DV 2.0) segtin el
atlas estereotaxico de Paxinos y Watson.?

Después de marcar sobre el craneo las coordenadas, se
realizd un trépano de ~ 0.07 mm de didametro con una pieza
de mano eléctrica (OSADA, XL-30W). Después del trepa-
no, para la determinacion de la actividad de la acetilcolina, a
cada animal se le implant6 una canula guia de microdialisis
intracerebral (CMA/12, guide cannula) que se dirigio a las
coordenadas preestablecidas (dorso ventral, DV = 2.0) con
respecto a bregma (Figura 1). La guia de microdialisis fue
fijada al craneo con acrilico dental. Ademas, las ratas fueron
implantadas con un electrodo bipolar de acero inoxidable
en la corteza sensoriomotora para el registro electroencefa-
lografico. Asimismo, se colocaron otros dos electrodos de
acero inoxidable en los musculos del cuello, para registrar
el electromiograma. Después, la incision realizada fue su-
turada con hilo no absorbible de nailon monofilamento de
calibre 2/0 con aguja cuerpo estriado longitudinal (SC-26)
de 26 mm de 3/8 de circulo punta reverso cortante. Cabe
mencionar que durante la incision y la sutura, se aplico li-
docaina al 10% (cada 100 g contiene 10 g de lidocaina base)
con atomizador (cada pulsacion de la valvula libera 10 mg).
Finalmente se aplicéd furazolidona con atomizador durante
7 dias (cada 100 g contiene 7.5 g de furazolidona). Después
de la intervencion quirdrgica, las ratas se dejaron recuperar
durante 7 dias. Los animales tuvieron libre movimiento, li-
bre acceso a comida y agua con un periodo de iluminacion
de 12:00-12:00, el cual se inicio a las 7:00 a.m. Después de
un periodo de habituacion a las condiciones arriba descri-
tas, se realizaron los registros. Para el registro bioquimico

Figura 1. Implantacion de los electrodos mediante cirugia estereo-
taxica

se les introdujo a las ratas una canula CMA/11 (compatible
con la guia implantada) que tiene una punta de membrana
de 1 mm de longitud y 0.24 mm de diametro para extraer el
dializado, compuesto por liquido cefalorraquideo artificial
con 10-°M de bromuro de neostigmina como inhibidor de la
colinesterasa para evitar la degradacion de la acetilcolina,
segun el método de Williams, et al.*® EI muestreo de acetil-
colina se realizo durante 48 horas.

El analisis de la acetilcolina se realizd por la técnica
de microdidlisis acoplada a cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC; Alltech, Modelo: 626) con un detec-
tor electroquimico coulométrico (ESA, Modelo: Coulo-
chem III) y con un loop de 20 ul. Las muestras de los
dializados fueron obtenidas en intervalos de 20 minutos
en un colector de fracciones a 4°C (CMA 470, refrigerated
fraction collector) y fueron inyectadas al sistema micro-
dialisis acoplada a cromatografia liquida de alta resolucion
para la determinacion de acetilcolina. Para la cuantifica-
cion de acetilcolina se utilizaron dos columnas conectadas
en serie; una columna analitica polimérica, la cual separa
colina y acetilcolina, en donde la retencion es regulada
por fuerza idnica, la segunda columna, con un reactor in-
movilizador de enzima, se une al final de la primera co-
lumna (columna analitica). La fase movil que se utilizo,
consistio de 6.06 g de tris base, 7.02 g de perclorato de
sodio, 5 ml de solucién de Kathon CG al 1% aforados con
agua desionizada a un litro. Las condiciones de deteccion
fueron las siguientes: celda analitica (ESA 5011A) con po-
tenciales = 350 mV, 200 mV = El y E2 = -200 mV. Los
picos fueron analizados por el programa EZCrom (version
3.2.1) con un flujo de trabajo de 1.0 ml/min. Para deter-
minar las concentraciones de acetilcolina, los cromatogra-
mas de las muestras se interpolaron con cromatogramas
de cinco muestras estandar con concentraciones conocidas
de acetilcolina. Simultineamente al andlisis bioquimico
se realizd el registro del electroencefalograma por medio
de un poligrafo marca Nicolet-Viasys-VikingQuest, con el
cual se registré durante 48 horas continuas. Para integrar
los diferentes estados de vigilia se utilizé un dispositivo
MFPE (mod. 110) (Figura 2).

Bajo anestesia general con pentobarbital (50 mg/kg de
peso), las ratas se perfundieron por via intraventricular con
solucion salina y buffer-formalina (pH 7.2) al 10%. Se diseca-
ron los cerebros y se realizaron cortes coronales (11 um) para
su procesamiento por medio de la técnica de Kliiver-Barrera
para la confirmacion histoldgica de la ubicacion de la ca-
nula.’!

Los resultados obtenidos en el estudio poligrafico y en
el estudio bioquimico, se analizaron por medio de la prue-
ba de analisis de “t” de Student para grupos correlaciona-
dos en donde la significancia estadistica fue igual o menor
de 0.05.
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Figura 2. Sistema in vivo utilizado para el registro simultaneo de los
dializados y la electrofisiologia.

Resultados

En un corte cerebral coronal observado con un microscopio
Optico se muestra que la punta de la canula guia de micro-
dialisis se encuentra en la parte superior del area predptica
medial del hipotdlamo (n = 10), lo que prueba que la mem-
brana semipermeable de la canula dializ6 en el area preop-
tica medial del hipotdlamo, como se ilustra en la figura 3.
En cuanto a los patrones de suefio y los parametros bio-
quimicos, se compararon entre los grupos de exposicion a
24 horas de aire limpio frente a 24 horas de exposicion a
0.5 ppm de O,. Se encontr6 una disminucion significativa
del 56.2% en la concentracion total de acetilcolina extra-
celular cuando los animales fueron expuestos a O, en com-
paracion con el control (Figura 4). De la misma manera
encontramos que el tiempo total de vigilia y suefio para-
dgjico diminuyd significativamente 27.9% y 54.2% res-
pectivamente, cuando los animales fueron expuestos al O,,
compensado con un aumento del 35.1% de suefio de ondas
lentas durante las 24 horas de exposicion a O, (Figura 5).
En relacion a la estandarizacion de la técnica quirtirgica de
microdialisis, encontramos que la tasa de recuperacion de

Figura 3. Fotomicrografia de un corte coronal que muestra la locali-
zacion histolégica de la canula de microdidlisis en el area predptica
medial, en las coordenadas: AP-8.6, L-0.7 y D.V 2.0.

MPO: area predptica medial; ac: comisura anterior; OX: quiasma 6p-
tico; 3V: tercer ventriculo.
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Figura 4. Efecto de la exposicion al ozono (O, a 0.5 ppm) sobre la
concentracion de la acetilcolina (ACh) dializados en el area predptica
medial de hipotadlamo (MPO) (n = 10).

Cada barra indica media + S.E.M. Se utilizé la prueba “t” de Student,
y se muestran las diferencias significativas (* p < 0.05) en compara-
cién con el grupo control.

acetilcolina por la membrana de dialisis fue de 18.0 £2.3%
en el area preodptica medial del hipotdlamo, considerado
como una variabilidad bioldgica normal del experimento
de microdialisis in vivo.” La liberacion de acetilcolina es
mayor en la etapa de luz y menor en el periodo de oscuri-
dad en condiciones control, pero bajo la exposicion al O,
disminuye la liberacion de acetilcolina tanto en el periodo
de luz como en el de oscuridad. El suefio paraddjico mostro
aumento significativo durante el periodo de luz y disminu-
cion en el periodo de oscuridad en el registro control, pero
se mantuvo disminuido durante las 24 horas de exposicion
a O,. El suefio paradojico y la concentracion de acetilcolina
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Figura 5. Se muestra cada parametro del suefio en ratas expuestas
a Ozono (0.5 ppm), en comparacion al grupo control (n = 10).

Las barras muestran la media + S.E.M. SP: suefio paradéjico; SOL:
suefio de ondas lentas; VIG: vigilia. Los resultados se compararon
estadisticamente mediante la prueba “t” de Student donde la signifi-
cancia fue de * p < 0.05.

mostraron las diferencias mas significativas, principalmen-
te durante las fases de luz y oscuridad durante la exposicion
al O, con respecto al control (Cuadro I).

Discusioén

El area predptica medial del hipotalamo juega un papel im-
portante en el control del suefio-vigilia.'? Esta estructura
recibe aferencias de los nucleos colinérgicos pontinos.' El
suefio paraddjico es promovido por neuronas de naturaleza
colinérgica provenientes del puente.??

Se ha encontrado que el O, atmosférico afecta el sistema
nervioso central de los seres humanos® y los sintomas re-
portados son: fatiga, letargo y dolor de cabeza; que podrian
ser consecuencia de las alteraciones del suefio como se ha
reportado en animales expuestos al O,.** Nuestros resulta-
dos demuestran que la exposicion a O, produce alteracion
del suefio, principalmente una reduccion en el tiempo total
del suefio paradogico y la alteracion de la vigilia, asi como
un incremento en el suefio de ondas lentas. El electroence-
falograma a 48 horas mostr6 alteracion de la concentracion
de acetilcolina en la region preoptica del hipotalamo. EI O,
fue empleado para interrumpir el ciclo de suefio-vigilia y se
relacionan estos cambios con los trastornos concomitantes
en la concentracion de acetilcolina dializada del area predp-
tica medial del hipotdlamo. Se observo un patron circadiano
de la concentracion de acetilcolina en los dializados de area
predptica medial del hipotalamo y también, en el suefio pa-

raddjico, en el suefio de ondas lentas y la vigilia de las ratas
expuestas a aire filtrado.

Los resultados muestran, que el método de perfusion
cerebral in vivo (microdiélisis), es una técnica quirurgica
que abre la posibilidad de muestrear sustancias del espacio
extracelular de cualquier tejido del cerebro sin removerlo.
Como se describi6 previamente, la cdnula estd constituida
de una membrana de dialisis semipermeable, que presenta
un sistema cerrado de perfusion cerebral y proporciona un
lavado constante del tejido.>

La técnica de microdialisis y el uso del sistema de micro-
dialisis acoplada a cromatografia liquida de alta resolucion
con deteccion electroquimica, proporcionan un método con
sensibilidad elevada y la selectividad necesaria para detec-
tar concentraciones muy bajas de monoaminas endogenas
en el espacio cerebral extracelular.’® El método de micro-
dialisis acoplada a cromatografia liquida de alta resolucion
tiene un alto grado de versatilidad no encontrado en otros
sistemas cromatograficos pues es un método rapido para el
analisis continuo, ya que permite analizar varias sustancias
simultaneamente mientras el experimento esta en proceso.
Las condiciones experimentales mas usadas en microdiali-
sis acoplada a cromatografia liquida de alta resolucion para
la separacion de monoaminas y sus metabolitos, son la fase
reversa y la de intercambio i6nico.

Para la obtencion del dializado es necesario tener en
cuenta la capacidad de la membrana de didlisis, para la
transferencia de sustancias entre el fluido extracelular y el
medio de perfusion, debido a que la permeabilidad de la
misma varia de acuerdo a las dimensiones y peso molecular,
ademads de existir un equilibrio definido por cambios netos
de concentracion. La recuperacion es menor en condiciones
in vitro que in vivo, ya que in vivo el tejido presenta cierta
resistencia al soluto.*”

En nuestros resultados histolégicos observamos que
durante la liberacidn de acetilcolina in vivo, la implan-
tacion intracerebral de la canula induce cambios en los
tejidos circunvecinos, dafio a la barrera hematoencefali-
ca y disrupcion en el metabolismo de la glucosa, el cual
se revierte después de unos minutos u horas dependiendo
del dafo, ademas de gliosis con inflamacién del tejido.™®
Esta clase de dafio es inevitable cuando se lleva a cabo un
implante y se refleja en las altas concentraciones de mono-
aminas medidas en el dializado extraido inmediatamente
después de insertada la cdnula, y hasta una hora después
encontramos altas concentraciones de monoaminas en el
dializado derivadas del dafio que se produce en la implan-
tacion de la canula.

Los resultados del presente estudio sugieren que la dis-
minucion en la fase de suefio paradogico, las alteraciones
en la vigilia y en el sueflo de ondas lentas, tienen una co-
rrelacion con la reduccion en los niveles de acetilcolina del
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Cuadro I. Concentracion de acetilcolina y parametros del suefio (media + SEM),
registro de 24 horas control y 24 horas con exposicion al Ozono (O,) (n = 10).

Control 0.5 ppm de O,
Luz Oscuridad Luz Oscuridad
ACh (pmol) 27.46 £ 4.4 20.09 £ 0.982 9.81 + 0.743° 10.44 £ 1.04®
VIG (min) 46.46 + 2.45 24.02 £ 1.522 15.70 £ 0.72 3P 12.00 £ 1.723%¢
SOL (min) 391.00 £ 16.37  234.58 + 14.352 401.50 + 10.87° 403.30 + 18.11°
SP (min) 283.14 £ 16.07 464.70 + 15.70?2 302.80 + 11.87° 304.60 £ 16.64°

ACh: acetilcolina; O,: ozono; VIG: vigilia; SOL: suefio de ondas lentas; SP: suefio paradgjico. Para el analisis
estadistico se aplico la prueba de Friedman y se utilizé un nivel de probabilidad menor de 0.05.

2 Estadisticamente diferente con respecto a los datos de control de la luz.

b Estadisticamente diferente con respecto a los datos de control de la oscuridad.

¢ Estadisticamente diferente con respecto a los datos de la luz O, 0.5 ppm.

area predptica del hipotdlamo. Con base en lo anterior ob-
servamos que la vigilia y el suefio paradojico, son los mas
susceptibles a los efectos nocivos del O, causando altera-
ciones del metabolismo colinérgico y presumiblemente por
las alteraciones en la regulacion del suefio de ondas lentas.
Estos hallazgos proporcionan un marco util para compren-
der los transtornos del suefo y los efectos de algunas sus-
tancias como el O, en el suefio-vigilia y sus implicaciones
neuroquimicas.

Conclusiones

El método descrito aqui proporciona una precision sufi-
ciente para los estudios neuroquimicos exploratorios que
se centran en los niveles extracelulares de acetilcolina,
ademas proporciona una estimacion directa y fiable de los
niveles de acetilcolina en cerebro por medio de los dia-
lizados en el cerebro de la rata, y estos a su vez se co-
rrelacionaron con los patrones de suefio en un modelo de
alteracion del sistema nervisoso central por medio de la
exposicion al O,.
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