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RESUMEN

La pasta base de cocaina (PBC) es una droga de abuso, psicoestimulante, e
ilegal. La misma surge de etapas tempranas en el procesamiento de las hojas de coca
para la extraccion y purificacion del alcaloide cocaina hasta la obtencién final del
clorhidrato de cocaina. La presencia de cocaina en su forma de base, define a la PBC
como un tipo de cocaina fumable.

Se sabe que el consumo crénico de PBC genera un perfil clinico prototipico que
lo distingue del observado para el consumo de clorhidrato cocaina. La rapida y alta
dependencia y serias alteraciones en el ciclo suefo-vigilia, son algunos de las
caracteristicas del perfil clinico de PBC.

La cafeina es el principal adulterante activo detectado en la PBC. Se ha
reportado que la presencia de cafeina potencia la actividad locomotora generada por
PBC. Por lo tanto, la interaccién entre cocaina y cafeina podrian explicar, en parte, las
diferencias clinicas observadas entre los consumidores de clorhidrato de cocaina y
PBC.

Dado los escasos estudios sobre los efectos neurobiolégicos de la PBC, en
particular, en relacion a su efecto sobre el suefio, nuestro objetivo fue caracterizar en
ratas, los efectos agudos de la PBC sobre ciclo suefio-vigilia y la actividad
electroencefalogréafica. Particularmente analizaremos los efectos de la cafeina como
adulterante.

Para esto, ratas macho fueron crénicamente implantadas con electrodos
corticales y musculares para registros polisomnograficos. Sesiones de registros de 6 hs
se realizaron en condiciones de libre movimiento, durante la fase de luz, luego de la
administracién i.p de PBC; (con alto contenido en cafeina) y comparado con dosis
equimolares de cocaina, cocaina + cafeina, PBC, (con bajo contenido en cafeina) y

solucioén salina.



En cada serie experimental se analizé el tiempo total de los estados de vigilia y
suefio, asi como las latencias al suefio. Por otra parte, durante la vigilia se analizaron,
la potencia y la coherencia de las distintas bandas de frecuencia del EEG.

Los resultados mostraron que:

1. El tratamiento con PBC; demostr6 un efecto promotor de la vigilia
significativamente mayor que el de cocaina pura, sugiriendo un rol
preponderante de la cafeina.

2. La combinacion de cocaina y cafeina produjo un efecto similar al inducido por
PBC,;.

3. El grupo tratado con PBC, presenté un efecto similar al de cocaina pura en
relaciéon a la vigilia y al suefio.

4. El grupo tratado con PBC; se diferencié del grupo tratado con cocaina en
relacion a la sincronizacion local (potencia) y a la distancia (coherencia) del
EEG durante la vigilia, sugiriendo nuevamente la participacion de la cafeina en
este efecto.

En conjunto, los resultados obtenidos ponen en evidencia el rol aditivo de la
cafeina con la cocaina en los efectos producidos sobre el ciclo suefio-vigilia y los
perfiles electroencefalograficos. Por lo tanto, esta tesis aporta datos que relevantes que

podrian explicar el perfil clinico caracteristico de los consumidores de PBC.
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PRESENTACION DE TESIS

Esta Tesis se realiz6 en el Laboratorio de Neurobiologia del Suefio,
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina (UdelaR), en colaboracion con el
grupo de investigacion de la Dra. Scorza, del Departamento de Neurofarmacologia
Experimental del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable en el marco
del proyecto de investigacion ANII-FSS-2009-1 1613, titulado: “Estudio pre-clinico de
los cambios anatomo-funcionales y conductuales inducidos por Pasta Base de

Cocaina. Farmacologia y proyeccién clinica”.

INTRODUCCION

1. CLORHIDRATO DE COCAINA
El clorhidrato de cocaina es el resultado final del procesamiento de las hojas de

coca (Erytroxylon coca). Esta es una droga ilegal de abuso, psicoestimulante, de
distribucion mundial, que presenta un alto consumo en la poblacibn mundial. Es
considerada junto al éxtasis y la marihuana una droga “recreativa” (Doktorgrades 2007;
Schierenbeck et al. 2008). Durante la fase inicial de su consumo produce una
sintomatologia tipica denominada “kick”; caracterizada por euforia, activacion motora,
hipervigilancia y aumento del tono simpatico (Schierenbeck et al., 2008). Frente a la
ausencia de la droga, se ingresa en una etapa de abstinencia caracterizada por
sintomas de letargia, comportamiento antisocial y deseos de consumir nuevamente
(craving o busqueda de la droga). Su consumo habitual es mediante el “esnifado”

intranasal aunque puede darse también la administracion intravenosa.

2. PASTA BASE DE COCAINA

La pasta base de cocaina (PBC) es una droga ilegal de abuso con propiedades
psicoestimulantes, que se clasifica como una cocaina fumable. Junto con el crack
comparten la misma via de administracion, la inhalacion pulmonar. Ambas drogas
presentan puntos de fusion bajos y por medio de calor pueden ser volatilizadas por
sublimacion o ebullicién (Castafio, 2000). La PBC es un producto intermedio en el
procesamiento quimico para la extraccion y purificacion del alcaloide cocaina hasta la
obtencion final de clorhidrato de cocaina. A diferencia del clorhidrato de cocaina, en la
PBC y el crack, el alcaloide cocaina se encuentra en su forma de base, caracteristica
gue les confiere la propiedad de ser fumados. El crack a diferencia de la PBC, es un

paso posterior al clorhidrato de cocaina. Se obtiene por el agregado de bicarbonato de



sodio y agua al clorhidrato y mediante el calentamiento se volatiliza Unicamente la
cocaina base (Figura 1).

La sintesis de PBC comienza con la maceracion de las hojas de coca del
arbusto Erythroxylum coca, en una solucién con amoniaco u otra sustancia alcalina,
solventes organicos como querosén o gasoil, y acido sulfdrico (Figura 1). La mezcla
resultante contiene un porcentaje variable de cocaina base, e impurezas que surgen
del procesamiento quimico, como restos de solventes y otros metabolitos o alcaloides
de la planta (EISholy et al., 1991; JND, 2008). Finalizado este proceso, la PBC tiene la
apariencia de un polvo de consistencia pastosa y color blanco amarillento o
amarronado, dependiendo del grado de avance del proceso de purificacién y cantidad
de cocaina e impurezas que contenga la mezcla.

A su vez, como la mayoria de las drogas ilicitas, la PBC se vende con el
agregado de sustancias adulterantes. Los adulterantes se clasifican en dos tipos: los
inactivos, definidos como aquellas sustancias que se agregan exclusivamente con el fin
de aumentar su volumen; y los activos, sustancias que poseen la capacidad de imitar o
potenciar los efectos de la droga (Cole et al. 2010; 2011). Estos ultimos pueden
poseer un efecto psicoactivo, por lo que constituyen un factor relevante que debe ser
considerado a la hora de estudiar los efectos neurobioldgicos de las drogas de abuso.
Las principales sustancias adulterantes presentes en distintas drogas de abuso son:
lidocaina, cafeina, fenacetina, paracetamol y levamisol (Evrard et al., 2010).

Primer Segundo Tercer
procesamiento procesamiento procesamiento
HOJAS —* | PASTA BASE|——— |CLORHIDRATO| —— CRACK
de COCA | -Desecaciony DE « Agregado de DE - Agregado de
\Eritroxilum coca) machacado. COCAINA permanganato de|  coCAiNA bicarbonato de
potasio. sodio y agua.
» Agregado de .
querosen, gasoil, - AcidoClorhidrico,
amoniaco y dcido amoniaco, acetona
sulfirico. « Segundo fitrado
« Primer fitrado. « Secado.

Figura 1. Esquema del proceso de elaboracion del Clorhidrato de Cocaina (modificado de
Prieto, 2012).

2.1 Caracteristicas del consumo y formas de PBC.

En Uruguay existen registros de presencia de PBC desde el afio 2000, aunque
su consumo se expandié e instaurd definitivamente en el mercado de drogas a partir
del afio 2002, favorecido por la crisis econdmica y la ausencia de otras drogas como el
clorhidrato de cocaina o la marihuana (JND, 2007). En ese momento se hablaba de
una “droga nueva”, que generaba un perfil clinico diferente, aunque la PBC era

extensamente consumida desde la década de los 60-70" en los paises productores de



CC como Colombia, Bolivia y Pera (Jeri, 1982; UNODC, 2013). Su rapida expansion
por Latinoamérica fue impulsada por su bajo costo, facil acceso y la prohibicién de
venta de precursores quimicos del CC (Pascale et al, 2014).

De acuerdo con la 5ta Encuesta Nacional en Hogares sobre Consumo de
Drogas, el consumo de PBC en nuestro pais presenta una prevalencia anual de 0,4 %.
Esta prevalencia es baja en comparacion con otras drogas de abuso como el alcohol,
marihuana y el clorhidrato de cocaina (JND, 2012). Aun asi, es importante tener en
cuenta que el consumo de PBC se encuentra heterogéneamente distribuido en las
diferentes regiones geogréaficas (segmentacion territorial y socioeconémica), de forma
que en zonas mas vulnerables, (al norte y oeste de Montevideo), su prevalencia anual
alcanza el 4 % (JND, 2013). Pese a su baja prevalencia, las caracteristicas y
consecuencias de su consumo a nivel social y sanitario hacen que la droga posea una
alta visibilidad, y sea al dia de hoy uno de los principales problemas en materia de
drogas ilegales de nuestro pais. Las dos formas mas comunes de comercializacién de
PBC son: la “tiza” para el trafico internacional, y la “gota” o “chasqui”, que es la unidad
de dosificacion que le llega al consumidor (Figura 2). Se estima que cada chasqui o
“dosis” posee entre 0,1- 0,5 gr. de PBC, mientras que las tizas poseen entre 10-15 gr.
La Junta Nacional de Drogas ha estimado que los consumidores dependientes de PBC
pueden consumir mas de 20 dosis por dia, lo que daria un consumo diario de hasta 10-
20 gr. Es decir que, el costo para mantener la adiccion es mas alto que el de un
consumidor de CC, que es proximo a 2- 3 gr. dia.

La PBC se puede consumir con otras drogas como tabaco o marihuana, en
forma de cigarrillos, mediante pipas u otros dispositivos similares de fabricacion casera
(Pascale et al., 2010).

Figura 2. Muestras representativas de PBC en su
formato tiza (A) y chasqui (B), (tomado de
Meikle y cols., 2009).



2.2 Composicion quimica de la PBC.

El acceso a diferentes incautaciones policiales de PBC en Montevideo
proporcionadas por el Instituto Técnico Forense, con la autorizacién del Ministerio de
Salud Publica y en acuerdo con la JND, ha permitido al grupo de la Dra. Scorza
analizar una serie de muestras de PBC incautadas, que potencialmente serian
consumidas (Tabla 1).

De su analisis quimico se desprende que cocaina base es el principal
componente en la mayoria de las muestras. La concentraciéon del alcaloide cocaina
vario entre: 20 y 68.9 %. Otros componentes detectados en porcentajes minimos han
sido: ecgonina (metabolito generado por la hidrolisis de la cocaina) y cis-cinnamoyl
cocaina (metabolito de la planta que estd cominmente presentes en los extractos,
previo al agregado de permanganato, indicativo de la PBC) (Meikle et al., 2009; Moraes
et al., 2010; Lopez-Hill et al., 2011).

En la PBC, la cafeina fue el principal adulterante activo detectado y su
porcentaje varié entre: 1 y 15 %. Cada muestra de PBC analizada presentdé una
relacion de concentracion entre cocaina y cafeina distinta, que permitié clasificarlas en
tres grupos: 1. Alto porcentaje de cocaina (CC) y cafeina, 2. Alto porcentaje de CC y
bajo de cafeina, 3. Bajo porcentaje de CC y alto de cafeina (Lopez-Hill et al., 2011). Si
bien esta serie de muestras analizadas es pequefia (Tabla 1), en los ultimos analisis en
los que se incluyé una mayor cantidad de muestras incautadas, se han detectado,
aunque en menor proporcién otros adulterantes, tales como: aminopirina y levamisol
(Galvalisi et al. 2015).

La cafeina puede ser volatilizada, caracteristica que explicaria su uso como
adulterante de una droga fumable (Gostic et al., 2009, Galvalisi et al. 2016). La cafeina
es considerada una de las sustancias psicoactivas mas utilizada en humanos. Se
puede consumir en infusiones (mate, café, té€) o chocolate (Mikkelsen et al., 1978;
Nehlig et al., 1999) . En consumidores regulares de café se han descripto diferentes
efectos psicoestimulantes, como aumento del estado de alerta. En concentraciones
altas (250 mg) puede desarrollar un desorden denominado “cafeinismo”, caracterizado
por nerviosismo, ansiedad, insomnio, irritabilidad y palpitaciones. En ocasiones
asociado con la generacién de estados de psicosis y anorexia nerviosa (Stillner et al.,
1978; Sours, 1983).



Cis-cinamoil

Trans-cinamaoil

cocaina (%) cocaina (%)
PBC 1 68936 18+=02 0602 150+0.1
PBC 2 674+12 42 +02 19+02 14002
PBC 3 593+06 09=x+02 04 +02 140 +0.1
PBC 4 599+ 45 10+£02 14+02 140=05
PBC 5 68220 Nd Nd 1005
4+ PBCe 50.2=10 Nd Nd 1.0x05
+ PBC7 207+ 02 Nd Nd 103 +05
PBC & 646 +02 Nd Nd 190+056
PBC 9 484 + 02 Nd Nd 0000
PBC 10 53 +02 Nd Nd 150+05
Cocaina 89600 - - -
Cafeina - - - 100.0 =00

Tabla 1. Analisis cuantitativo de algunas muestras de PBC. Los datos estdn expresados
como Media = EEM. La cuantificacion de cocaina, cis y trans-cinamoil cocaina y cafeina se
realiz6 tomando como referencia soluciones estandares de cada una de las sustancias:
cocaina y cafeina. Nd: no determinado. Tomado de Prieto y cols. (2012)4- En la presente tesis
las muestras de PBC utilizadas se han denominado como PBC; ala PBC7; y PBC, a la PBC6.

2.3 Via de administraciéon y sintomatologia clinica de los consumidores.

La inhalacion pulmonar principal via de administracion de PBC facilita que los
diferentes compuestos de la PBC se absorban a gran velocidad (Figura 4). Ademas, su
naturaleza liposoluble le permite atravesar facilmente la barrera hematoencefalica,
alcanzando el Sistema Nervioso Central (SNC) en pocos segundos. Estas
caracteristicas refuerzan el potente y veloz efecto euforizante de la droga, y estarian
implicadas en el potente poder adictivo de la PBC (Lizasoain et al., 2002). En la
encuesta de la JND del 2012 se ha registrado que los consumidores cronicos de PBC
experimentan mayor y mas rapida dependencia en comparacién con los consumidores
de CC. Un 53 % de los consumidores de PBC presentaron signos de dependencia, en
relacién a un 34 % para los consumidores de CC.

El perfil clinico del individuo que consume PBC, se puede sistematizar en 4
etapas (Jeri, 1982; Triaca et al., 2009):
1. Euforia: disminucién de las inhibiciones, hiperactividad motora, hiperideacion,
disminucion del apetito, aumento de frecuencia cardiaca, respiratoria y presion arterial
y una fuerte alteracién sobre el ciclo suefio-W.
2. Disforia: angustia, ansiedad, apatia, inseguridad, deseo de seguir consumiendo,
indiferencia sexual.
3. Consumo ininterrumpido: bdsqueda ininterrumpida de la droga para evitar etapa
de disforia, que se acomparfia por un deseo incontrolable de volver a consumir

(craving).
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4. Psicosis y alucinaciones: ideas paranoides, alucinaciones y agresividad,
acompafnadas de una alta dependencia a la droga.

Al consumirse en forma crénica, los reportes médicos describen un perfil clinico
caracterizado por insomnio, anorexia, irritabilidad, alteraciones de memoria Yy
concentracion, pensamiento rigido, impulsividad y agresividad (Bojérquez, 1991; Pérez,
2003). En algunos casos también puede observarse la aparicion de psicosis paranoide
y alucinaciones dependiendo de la cantidad consumida, asi como conductas
antisociales. Cuando el adicto se encuentra sin acceso a la droga entra en una etapa
de Sindrome de Abstinencia, en la cual puede presentar una profunda depresion,
letargia, irritabilidad e ideas suicidas.

Existen evidencias que demuestran que la velocidad con la cual la droga
alcanza el cerebro es uno de los factores fundamentales para determinar su efecto
psicoactivo y potencial adictivo (Bojorquez, 1991; Gossop et al., 1992; Samaha et al.,
2005). Se ha argumentado que ésta puede ser la razén por la que el crack, es mas
adictivo que el CC aspirado (Hatsukami et al., 1996). En este sentido, se piensa que el
uso de una via rapida de administracion constituye uno de los factores que explicarian
el perfil clinico observado en los consumidores de PBC. Sin embargo, considerando
que la PBC no es una droga pura, sus componentes podrian promover distinto grado
de estimulacion a nivel del SNC e incidir en el poder adictivo de la droga. Por lo tanto,
es importante considerar el factor “composicion quimica” en los distintos efectos

generados por la PBC.

600 -
500 A
400 A
i —m— Cocaina intravenosa 0.5 mg/kg
E --@-- (Cocaina fumada 100 mg
@ 300 1 - :
= | A - - Cocaina esfinada 2 mglkg
200 - Cocaina oral 2 mg/kg
100
0 e L ‘Q
0 60 120 180 240 300 360 420 480
Minutos

Figura 4. El grafico representa variaciones temporales en los niveles plasmaticos de
cocaina en humanos, administrada a dosis equivalentes y a través de diferentes vias,
(modificado de Jones, 1998).
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2.4 Estudios pre-clinicos en ratas con PBC.

Scorza y colaboradores fueron pioneros en el estudio de las acciones de PBC a
nivel del SNC, y del rol de cafeina como principal adulterante (L6pez Hill et al. 2011;
Meikle et al. 2013; Prieto et al. 2015; Prieto et al. 2016, Galvalisi et al. 2016). En
animales, evaluaron el efecto estimulante agudo inducido por tres muestras
representativas de la diversidad quimica de la PBC (Tabla 1), denominadas: PBC 1
(alto contenido de cocaina base y cafeina); PBC 5 (alto contenido de cocaina base,
bajo contenido de cafeina); PBC 7 (bajo contenido de cocaina base, alto contenido de
cafeina), y se lo comparé con el efecto estimulante inducido por un grupo tratado con
cocaina sin adulterar. Todos los tratamientos fueron administrados a dosis
equivalentes en cocaina base y, mediante el registro automatico de la distancia
recorrida, (indice de la actividad locomotora), se evaluaron las posibles diferencias
entre los grupos experimentales.

De sus resultados obtenidos se destaca que, todas las muestras de PBC
indujeron un efecto estimulante, evidenciado por una mayor distancia recorrida
respecto al control.

Las PBC 1 y 5 (5mg/kg) generaron efectos muy similares a los animales
inyectados con CC sin adulterar. Lo que sugiere que la CC presente en ambas
muestras de PBC fue la principal responsable de generar la accion estimulante. Por
otro lado, observaron que la inyeccion de las PBC 7 a una dosis equivalente de
cocaina base de 5 mg/kg, indujo un aumento en la actividad locomotora
significativamente mayor al generado por la cocaina pura. Esta diferencia indicé que,
ademas de la cocaina base, otros compuestos participaban del efecto estimulante de la
PBC 7.

Con el fin de confirmar si la cafeina era la responsable de este fendbmeno,
utilizaron el sucedaneo (CC + cafeina) a dosis equivalentes a su contenido en la PBC 7
(5 v 2,5 mg/kg respectivamente). En esos experimentos evidenciaron que la co-
administracion de cocaina y cafeina reproducia el efecto hiperlocomotor provocado por
la PBC 7 (LOopez-Hill et al., 2011; Prieto et al., 2012). El mismo fendmeno se evidenci6
utilizando dosis mas altas de PBC 1 (20 mg/kg) vs. CC (20 mg/kg). Adicionalmente, fue
demostrado que la combinacién de cocaina y cafeina, a la proporciéon que aparece en
la PBC 7, es capaz de aumentar el poder motivacional de la CC (Prieto et al. 2016),
sugiriendo que en la PBC, la presencia de cafeina, no solo participa en el efecto

estimulante sino también reforzador de la droga.
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3. CICLO SUENO- VIGILIA

El ciclo suefio- vigilia es el ritmo circadiano més evidente en los mamiferos y las

aves. En este ciclo, se pueden distinguir claramente tres estados comportamentales: la
vigilia (W), el suefio no-REM o lento (sSNREM) y el suefio REM (SREM, por su sigla en
inglés rapid eye movements, movimientos oculares rapidos). La polisomnografia ha
sido la herramienta basica para distinguir estos estados tanto en humanos como en
animales de experimentacién. Esta consiste en el registro simultaneo del
electroencefalograma (EEG) que es el registro de la actividad bioeléctrica cerebral, el
electromiograma (EMG) que es el registro de la actividad eléctrica muscular y el
electrooculograma (EOG) que registra los movimientos oculares. El estado de W se
caracteriza por una interaccién éptima con el ambiente, en donde se desarrollan
diversos comportamientos para la supervivencia. En el humano, durante la W se
observan ondas de alta frecuencia y baja amplitud. En el estado de suefio existe una
marcada disminucion de la interaccion con el ambiente, un aumento del umbral de
reaccion a estimulos externos, una disminucion de la actividad y tono muscular, asi
como la adopcién de una posicién adecuada para conservar el calor. Desde el estado
de W se ingresa al estado SNREM, y de éste se alcanza el SREM. En el ser humano,
actualmente se reconocen tres fases (numeradas del 1 al 3) relacionadas con la
profundidad del sSNREM. En las etapas mas profundas del SNREM no existe o es
minima la actividad cognitiva (Dement y Kleitman, 1957; Hobson et al., 2009). Ademas,
se acompafia de un aumento ténico de la actividad parasimpatica que determina
cambios caracteristicos de la actividad visceral (disminucién de la frecuencia cardiaca,
de la presion arterial, etc.). En el EEG se observan ondas deltas, husos de suefio y
complejos K. A continuacién se ingresa en la etapa de sREM, donde ocurren
principalmente los suefios (actividad onirica). Ademdas, se acompafia de atonia
muscular y cambios fasicos en la actividad autonémica. El EEG es similar a la W, pero
a nivel del EMG no se evidencia actividad, por la atonia muscular caracteristica de

esta etapa.
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3.1 Lavigiliay el suefio en la rata.

En las ratas, modelo animal utilizado en este trabajo, el ciclo suefio-W se
caracteriza por ser policiclico, con ciclos ultradianos enmarcados en una periodicidad
circadiana, donde el estado de W predomina en la fase de oscuridad.

Como se muestra en la Figura 5, el EEG durante la W se caracteriza por ondas
de alta frecuencia y baja amplitud. La actividad theta (4.5- 9.0 Hz) correspondiente a la
actividad oscilatoria del hipocampo, se observa a nivel de las cortezas posteriores
durante la W (Nufiez-Molina, 2004). EI EMG presenta alta amplitud. En el SNREM se
distinguen dos etapas. El LS o de transicidén entre la W y el suefio, evidenciado a nivel
EEG por ondas de alto voltaje interrumpidas por actividad ripida de menor voltaje y
mayor frecuencia. El SWS o suefio de ondas lentas caracterizado por ondas continuas
de mayor amplitud y menor frecuencia, que van desde 1.0- 4.0 Hz; (banda delta), se
intercalan con husos de suefo, caracterizados por una frecuencia de 9.5 -14.5 Hz
(banda sigma), y reduccién en la amplitud del EMG. En la etapa de transicion SWS-
SREM se observa un aumento de los husos de suefio. En el SREM predominan las
ondas de baja amplitud y alta frecuencia, asi como actividad theta que también es
generada a nivel del hipocampo. EI EMG no presenta actividad (atonia muscular), a

excepcion de sacudidas musculares espontaneas.
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Figura 5. Registro polisomnogréafico durante la vigilia y los estados de suefio de la rata.
Durante la W en el EEG (corteza V1) se observan ondas de baja amplitud y alta frecuencia,
acompafiado de alta amplitud en el EMG. Durante el suefio ligero disminuye la actividad muscular
(EMG), en el EEG se observan ondas de alta amplitud interrumpidas por ondas de amplitud
menor y frecuencia mayor. En el suefio de ondas lentas hay menor actividad muscular y en el
EEG se observan ondas lentas de alta amplitud. En el SREM se observan ondas de baja amplitud
y alta frecuencia, asi como el ritmo theta hipocampal en las cortezas posteriores. EEG:
electroencefalograma; EMG: electromiograma; EBOG: electrograma del bulbo olfatorio; V1: visual
primaria. Barras de calibracién 1 seg y 400 pv.




3.2 Potenciay coherencia en el EEG de larata.

El estudio cuantitativo del EEG nos permite obtener informacion especifica
sobre la actividad bioeléctrica cerebral en condiciones fisiol6gicas, farmacolégicas o
patoldgicas. El analisis de la actividad eléctrica mas utilizado es el analisis espectral.
Esta técnica nos permite conocer mediante diferentes algoritmos matematicos, el grado
de activacion de distintas areas corticales involucradas en la generacién de una
actividad determinada y el grado de sincronizacién cortical existente entre distintas
areas corticales.

Mediante la funcion transformada rdpida de Fourier, se puede descomponer
una onda en sus componentes sinusoidales. El analisis espectral de EEG mediante
esta aproximacién, muestra que los componentes de frecuencia del EEG varian entre
la W y el suefio. La potencia espectral es el cuadrado de la amplitud para cada
componente de frecuencia. La coherencia espectral, permite cuantificar el grado de
interaccion funcional entre las areas registradas. La coherencia entre distintas regiones
corticales reflejaria la fuerza de las interconexiones funcionales mutuas, involucradas
en la integracién o “binding” de eventos neuronales separados espacialmente (Rieder
et al., 2010; Castro et al., 2013). Dos ondas son coherentes a determinada frecuencia
cuando tienen una relacion de fase constante a esa frecuencia y la relacion entre las
amplitudes a esa frecuencia se mantiene constante (Bullock et al., 2003; Edelman and
Tononi, 2000).

Clasicamente, los componentes de frecuencia del EEG de la rata se clasifican
en las siguientes bandas: delta & (1.0- 4.0 Hz), theta 6 (4.5- 9.0 Hz), sigma o (9.5- 14.5
Hz), beta B (15- 30 Hz) y gamma Y (30.5- 100 Hz) (Maloney y Jones, 1997; Buzséki et
al., 2013). La actividad mayor a los 100 Hz, se ha denominado Epsilon. Recientemente
diferentes autores han denominado al intervalo de frecuencias entre 110-160 Hz como
“High Frequency Oscillation, HFO” (Scheffzik et al., 2011; Tort et al., 2010; Tort et al.,
2013).

En la Figura 6A se muestra un ejemplo del hipnograma, el EEG y la potencia
espectral en el tiempo (espectrograma) durante los diferentes estados del ciclo suefio-
W en la rata durante 3 horas de registro. Se observa al inicio del registro en el
hipnograma un predominio del estado de W, representado en el espectrograma por
actividad theta y gamma. ElI sSNREM, se caracteriza por un aumento de las ondas
lentas (banda ) y de los picos de frecuencia sigma, correspondiente a los husos de
suefio. El SREM es identificado por la actividad theta. En B se muestra el perfil de la
potencia espectral en una ventana de 100 segundos para cada estado

comportamental. Durante la W se observa una mayor potencia de las frecuencias mas
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altas (beta, gamma, high gamma y épsilon) en relacién al SNREM y sREM. Durante el
suefio SNREM aumenta la potencia de las frecuencias mas bajas (principalmente de
delta y sigma). Durante el SREM se observa un aumento en la banda theta y gamma.

Actualmente existen escasos estudios en ratas que caracterizan la coherencia
inter e intrahemisférica para las diferentes bandas de frecuencia durante la W vy el
suefio. Experimentos recientes realizados en nuestro laboratorio en ratas y gatos han
observado cambios entre los estados de suefio y W a nivel de la potencia y de la
coherencia en la banda gamma de frecuencia. A nivel de la potencia se observé una
disminucién durante el SNREN y un aumento durante la W y el sSREM. En cambio a
nivel de la coherencia observamos un aumento durante la W y una disminucion durante
sNREM. La coherencia gamma se abole durante el SREM (Castro et al., 2014; Cavelli
et al., 2015).
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Figura 6. Perfil espectral de la potencia durante la vigilia y el suefio en la rata.

En A se muestra el hipnograma, el registro crudo del EEG (corteza S1) y el espectrograma durante 3
hs del registro. En B se grafica el promedio de 12 ventanas de 100 s de duracion de la potencia
espectral en funcién de la frecuencia (1-200 Hz), durante la W (azul), el SNREM (verde) y el SREM
(rojo), con una resolucion de frecuencia de 0,5 Hz. Alternando el color de fondos de la grafica se
delimitan las diferentes bandas de frecuencia. Delta (1-4 Hz); Theta (4.5-9 Hz); Sigma (9.5-14.5 Hz);
Beta (15-30 Hz); Gamma (30.5-100 Hz); Epsilon (101- 200 Hz). EEG: electroencefalograma, S1:

somatosensorial primaria

3.3 Efecto de cocainay cafeina sobre la vigilia, el suefio y la actividad EEG.

Las alteraciones en el ciclo suefio-W son una caracteristica comdn en personas
gue consumen CC, en condiciones agudas, cronicas y en la etapa de abstinencia
(Margolin et al., 1996; Doktorgrades et al., 2007; Schierenbecket al., 2008; Angarita et
al., 2014). Experimentos en ratas a diferentes dosis de CC (2.5, 5.0 y 10 mg/kg) han

demostrado un aumento significativo en el estado de vigilia en forma dosis-
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dependiente, acompafiado por una disminucion en el suefio NREM y un aumento en la
latencia del suefio REM (Hill et al. 1977; Knapp et al., 2007).

La administracién de CC en forma aguda o cronica, en humanos, genera un
aumento en las potencias de alta frecuencia, principalmente en la banda 3, y una
disminucion en las potencias de baja frecuencia durante la vigilia (Roemer et al 1995).
Ademas, experimentos realizados en ratas con administracion i.v. de CC a bajas dosis
(1.5 y 3.0 mg/kg) han mostrado activacién del EEG (corteza pre-frontal), dado por una
reduccién de la potencia delta, theta y un incremento en la banda beta con la dosis de
3 mg/ Kg. Este aumento en la potencia beta se correlacion6 temporalmente con un
aumento en los niveles extracelulares de noradrenalina a nivel de la corteza pre-frontal,
medidos con microdidlisis (Chang et al., 1995; Ferger et al., 1996).

Por otra parte, ha sido ampliamente demostrado que la cafeina también inhibe
la generacion del suefio, aumentando la W y la actividad psicomotora (Lieberman et al,
1987; Nehlig, 1999). En humanos, disminuye el tiempo total de suefio y aumenta su
latencia. También superficializa el SNREM aumentando la duracion de la fase N2 del
suefio (también llamado “suefio lento ligero”) y disminuye la duraciéon de N3 (o "suefio
lento profundo”). Estudios electroencefalograficos en humanos han demostrado que el
suefio es de menor calidad en las primeras 3- 4 h después de la ingestion de café; este
tiempo corresponderia al requerido para su metabolizacion a nivel hepético (Muller-
Limmroth, 1972). La cafeina no interfiere en el tiempo total, ni en la duracion de los
episodios del SREM (Bfezinova, 1974; Roehrs et al., 2008). En ratas, administraciones
sistémicas de 12.5- 25 mg/kg de cafeina disminuyen la duracion total del suefio y
aumentan la latencia al suefio REM (Radulovacki et al., 1980). A nivel EEG se conoce
gque la cafeina inyectada a nivel de la corteza pre-frontal al igual que los antagonistas
de adenosina Al( compuestos que comparten el mecanismo de accién de cafeina )
producen una disminucion significativa de la potencia delta (Van Dort et al., 2009).

En base a los antecedentes presentados, y considerando que el ciclo suefo-
vigilia es una de las alteraciones mas frecuentes dentro del perfil clinico de los
consumidores de PBC, hasta nuestro conocimiento, no existen estudios sobre el efecto

agudo de la PBC sobre la W, el suefio y la actividad electroencefalogréfica.
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4. HIPOTESIS

Tomando en cuenta que: no hay estudios sobre los efectos de la PBC sobre el
suefio y la actividad electroencefalografica y que PBC induce un efecto motor
estimulante agudo el cual se ve potenciado en aquellas muestras adulteradas con
cafeina, elaboramos la siguiente hipoétesis de trabajo: 1). PBC adulterada con cafeina
producird un aumento mayor en la W, en comparacién con CC. 2) PBC generara un
perfil electroencefalogréafico distinto a la CC.

La realizacion de dicha tesis aportara informacion preclinica relevante sobre el

efecto de la PBC en el SNC no explorados hasta el momento.

5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de PBC adulterada con cafeina, sobre el ciclo suefio-vigilia y
la actividad electroencefalogréfica en ratas adultas.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1 Estudiar el efecto de la PBC; (con bajo contenido en cocaina base y alto en
cafeina) sobre el ciclo suefio-W. Comparar los resultados con cocaina pura a dosis
equivalentes.

6.2 Comparar el efecto de la PBC; con su sucedaneo, CC + cafeina, a las
proporciones que aparecen en la PBC; sobre el ciclo suefio-W, utilizando los controles

cocaina y cafeina puras a dosis equivalentes.
6.3 Realizar un control de los efectos inducidos por la PBC; sobre el ciclo suefio-W

utilizando otra muestra de PBC. PBC, (con alto contenido en cocaina base y bajo en
cafeina) fue elegida y se comparé su efecto con cocaina pura a dosis equivalentes.
6.4 Estudiar el efecto de PBC; sobre la actividad electroencefalogréafica (potencia y

coherencia). Comparar los resultados con cocaina pura a dosis equivalentes.
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7. MATERIALES Y METODOS

Instalaciones

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Neurobiologia del Suefio,
Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, UdelaR.

Animales de experimentacién

En relacion a los 4 objetivos especificos se utilizaron 24 ratas macho (Rattus
norvegicus), cepa Wistar, entre 280-300 gr. Las ratas fueron alojadas individualmente
en una caja de acrilico (60cm x 50cm x 45cm), con un ciclo de luz- oscuridad 12/12 h
(luces encendidas a las 13:00 PM), temperatura (22 + 1 °C), con alimento y agua ad
libitum.

El protocolo experimental realizado ha sido aprobado por el Comité de Etica de
la Facultad de Medicina (CEUA), expediente N° 071140001681- 09 y se realiz6 de
acuerdo con la “Guia para el uso y cuidado de animales de laboratorio” (8va edicion,
National Academy Press, Washington DC 2010). Se realiz6 el mayor esfuerzo para
minimizar el niamero, el dolor y el estrés de los animales durante la realizacién de los

experimentos.

Drogas

Las muestras de PBC utilizadas fueron incautadas por la Policia,
proporcionadas por el Instituto Técnico Forense, con la autorizacion del Ministerio de
Salud Publica y en acuerdo con la Junta Nacional de Drogas. Las mismas fueron
donadas por la Dra. Scorza, responsable de éste proyecto para la realizacion de los
estudios de la Tesis. Las dos muestras ensayadas fueron analizadas en la Plataforma
de Servicios analiticos del Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable,
bajo la responsabilidad del Dr. Andrés Abin Carriquiry y la asistencia técnica de la MSc.
Marcela Martinez.

El contenido en cocaina base y cafeina de las muestras PBC; y PBC,
seleccionadas (PBC 7 y 6, respectivamente denominadas en la Tabla 3) para éste
estudio fue el siguiente: PBC;. 20,7% de cocaina base y 10,3% de cafeina; PBC.,.
50,2% de cocaina base y 1% de cafeina. Para disolver la muestra de PBC se utilizé
una solucién de &cido clorhidrico al 2 % y agua destilada, y se llevd a un pH 6ptimo
para su administracion sistémica (pH= 6- 6,5) con hidroxido de sodio. CC y cafeina se

obtuvieron de Sigma-Aldrich (Alemania), y ambas fueron disueltas en salino (NacCl
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0.9%). Las dosis de PBC, cocaina y cafeina utilizadas en este trabajo fueron elegidas

de acuerdo a estudios comportamentales realizados anteriormente (L6pez et al. 2011).

Procedimiento quirargico

Los procedimientos quirlrgicos realizados son similares a los utilizados
previamente por nuestro grupo (Cavelli et al., 2015; Benedetto et al., 2013; Lagos et al.,
2009). Los animales fueron implantados cronicamente con electrodos para monitorizar
los estados de W y suefio. Previo al procedimiento quirdrgico, los animales fueron
tratados con una dosis de antibidticos sistémicos (penicilina 50.000 U i.p). Se realiz6
anestesia general con ketamina- xilazina (90 mg/kg; 5 mg/kg i.p., respectivamente). La
cabeza del animal fue colocada en el marco estereotactico, con exposicion del craneo.
Con el fin de registrar el EEG, los electrodos (2,5 cm de cable es soldado a un tornillo
de acero inoxidable de 1mm diametro) se atornillan en la béveda craneal, sobre las
cortezas somatosensorial primaria izquierda (S1l), visual primaria izquierda (V1) y
cerebelo, el cual se utiliz6 como referencia (Figuras 7 y 8). Un par de electrodos se
insertaron en los musculos de la nuca a fin de registrar el EMG. Los electrodos se
soldaron a un conector que se fij6 al crdneo con acrilico dental. Finalizada la cirugia, se
administré6 un analgésico c/24 horas por 48 horas (ketoprofeno, 1mg/Kg s.c.). Los
margenes de la incision fueron mantenidos limpios y se le aplicé antibidtico topico

(neomicina) a nivel de la herida quirurgica.

Figura 7. Posicion de los electrodos de registro utilizada. En la figura se presenta un
esquema del cerebro de la rata con la posicion de los electrodos de registro en la superficie de
la corteza (Paxinos and Watson, 1982). Los electrodos activos se refieren a un electrodo
comun o indiferente posicionado sobre el cerebelo. Los electrodos corticales fueron colocados
en el mismo hemisferio. S1: corteza somato sensorial primaria, V1: corteza visual primaria.
Cer: cerebelo.
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Habituacién y sesiones experimentales de registros

Luego del procedimiento quirargico, se coloca el animal en una jaula de acrilico
y se lo aloja en una caja de registro Faraday, atenuadora de sonidos, para su
recuperacion y habituacion. Aproximadamente una semana después, el animal es
conectado a un conector giratorio que permite registrarlo en condiciones de libre
movimiento.

Se realizaron registros polisomnograficos, de la actividad simultanea de ambas
areas corticales con electrodos monopolares, y del EMG en forma bipolar. Se utilizé un
electrodo indiferente comdn a las cortezas registradas, necesario para un correcto
analisis de coherencia (Bullock et al., 1995; Nufiez et al., 1997; Cantero et al., 2000).
Las sefales bioeléctricas fueron amplificadas (x1000), filtradas (0.1-200 hz),
digitalizadas (512 hz, 2*° bits) y almacenadas en una PC utilizando el software Spike 2
de “Cambridge Electronic Design” (CED).

Las sesiones experimentales se realizaron durante 20 dias aproximadamente.
Cada registro dur6 6 horas (entre las 17:00 a 23:00 horas, de la fase de luz),
coincidente con la fase de suefio de las ratas. Una vez testeado el registro, al inicio de
la sesién se realizaron las inyecciones de las distintas drogas o solucion salina
(control). Las dosis de las drogas fueron administradas de forma intercaladas con
registros basales en todos los experimentos. El orden de administracion de las drogas
y el salino fueron balanceados (Figura 9).

Figura 8.1 Aparato esterotacico.
Permite localizar las cortezas a
registrar mediante sistema de
coordenadas tridimensional.
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Figura 8.2 Cirugia estereotéactica. A exposicion del craneo; B ubicacion de cortezas a registrar
utilizando bregma como cero de referencia (flecha); C colocacién de tornillos soldados a conector
y posterior fijacién al craneo con acrilico dental.

Figura 8.3 Conexién del animal al sistema de registro y visualizacién en la
computadora de los registros polisomnograficos.

Adaptacion a la caja de Eutanasia

registro [:5;]
! I I ! _H:H:m_,
| | | |

PBC, PBC,

0 N 2.5 mglKg 5.0mg/Kg (gias)
Cirugia Conexién del
estereotactica animal al sistema

de registro
C—] salino
N pacal
mm PBC,

Figura 9. Disefio experimental representativo (Experimento 1A). Se destaca que la inyeccion de
las drogas se realizé de forma alterna entre las diferentes dosis y se espaciaron como minimo tres

dias. Cada animal recibi6 un maximo de tres drogas. Los registros fueron de 6 hs de duracién
durante la fase de luz. El registro se comienza luego de la inyeccién de la droga.
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Grupos experimentales

Experimento 1. Se utilizaron 12 animales que se dividieron en dos grupos de 6 cada

uno. Experimento 1A, fue tratado con la muestra PBC,, a una dosis equivalente de
cocaina base de 2.5 y 5 mg/kg (cada animal recibié ambas dosis). Experimento 1B, fue
tratado con cocaina pura a la misma dosis. Los tratamientos controles se realizaron
con salino.

Experimento 2. Se utilizaron 6 animales. Cada animal fue tratado con: cocaina a una

dosis de 5 mg/kg; cafeina a una dosis de 2.5 mg/kg; y la combinacion de cafeina a 2.5
mg/kg + CC 5 mg/kg (sucedaneo de la PBC1). La dosis de cafeina (2.5 mg/kg) fue
calculada en base al contenido de cafeina en la muestra de PBCL1.

Experimento 3. Se utilizaron 6 animales. Cada animal recibi®6 PBC, a una dosis

equivalente de cocaina base de 5 mg/kg y cocaina pura a una dosis de 5 mg/kg. Los

tratamientos controles se realizaron con salino.

Analisis de los datos

La actividad polisomnogréfica registrada en las 6 horas. se analiz6 en épocas
de 10 segundos (Benedetto et al., 2013). En cada época se determiné cual es el
estado predominante: W, sNREM o sREM. El sNREM se clasific6 en LS y SWS.
También se analizd, el nimero de episodios para cada estado comportamental, la
duracion de cada episodio, asi como la latencia al LS, SWS y sREM (medido desde el
comienzo del registro).

Para analizar la actividad electroencefalografica se utiliz6 el mismo
procedimiento empleado en trabajos previos de nuestro grupo (Castro et al., 2013,
2014; Cavelli et al., 2015; Torterolo et al, 2016). Se examinaron por registro, 12
ventanas de 100 segundos libres de artefactos, dentro de los primeros 90 min de la W
(donde observamos el mayor efecto de las drogas). Los registros se analizaron
mediante las siguientes funciones matematicas.

Coherencia: Para analizar la media de la coherencia entre pares de canales del EEG
se utilizé el algoritmo matematico “Magnitude Squared Coherence”. La coherencia se
obtiene de la densidad espectral cruzada (“cross spectral density” o csd) entre las dos
ondas normalizadas por el producto de la potencia de la densidad espectral (“power
spectral density” o psd) de cada onda. De modo que la coherencia entre dos ondas a y

b, a una frecuencia determinada (f) se obtiene de la siguiente manera:

|3 esd, ()
D psd, () psd, (f)

coh(f)=
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Para obtener los valores de coherencia utilizamos el “script” de Spike 2, COHER 1S de
CED. Este divide el periodo de tiempo (ventana de 100 segundos) analizado en 100
bloques de tiempo, con un tamafo de “bin” de 1024 muestras y una resolucién de
frecuencias de 0.5 Hz para una frecuencia de muestreo de 512 Hz. Los valores de
coherencia fueron transformados a valores z° por medio de la transformacién Z de
Fisher. La coherencia se expresa en funcion de la frecuencia y varia de 0 para ondas
totalmente incoherentes a 1 para ondas totalmente coherentes.

Potencia: la potencia, es el cuadrado de la amplitud del rango del espectro de la onda,
que se obtiene por la transformada rapida de Fourier. Los valores se obtuvieron

utilizando el “script” mencionado anteriormente.

Andlisis estadistico

Los datos de W, sNREM y sREM en cada grupo experimental se evaluaron
mediante la prueba de ANOVA de una via pareada para el experimento 1A, 1B, 2y 3
con el post hoc de Tukey. Cuando se compard entre los distintos tratamientos
realizados se utilizé las pruebas de ANOVA de una via no pareada (comparacién entre
PBC,, PBC, y CC) y también la prueba de T-test no pareada de dos colas
(Comparaciéon PBC,, CC+ caf). Los valores de Coherencia-Z y de potencia frente a las
diferentes drogas (experimento 1), también fueron evaluados por ANOVA de una via
(prueba no pareada) y el post-hoc de Tukey. Estos analisis se realizaron con el
programa GraphPad Prism 5. La hip6tesis nula se rechaz6 con un p< 0.05. Los valores

se expresan como la media + error estandar (EEM).
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto de la PBC; sobre la vigiliay el suefio.

En el hipnograma (Figura 10) se muestra en un animal representativo, el efecto
de la PBC; sobre la W y el suefio. Con la dosis equivalente en cocaina base de 2.5
mg/kg se observé un aumento en el tiempo de W post-inyeccién, asi como en la
latencia al SREM. Con la dosis de 5 mg/kg se destaca que hubo un mayor aumento en
la W durante la primera hora post-inyeccion, asi como una marcada disminucion de los
episodios de SWS en las primeras 3 horas de registro. En relacion a la dosis de 2.5
mg/kg y al salino la latencia al LS fue mayor. Con la dosis de 5 mg/kg la latencia al

sREM aumentd, en relacion a la dosis menor.

Salino

REM

SWs

LS

W

PBC1 (2.5)
REM _

SWS_
LS —

W_

PBC1 (5)
REM

SWsS

| | I
3 4

Tiempo (hs)

S
—
5]
U —
[=2]

Figura 10. Hipnogramas durante las 6 hs de registro, de un
animal representativo tratado con salino y PBC; a 25y 5
ma/kg.

En la Tabla 2, se muestran los resultados de este grupo experimental para
las 6 horas de registro. Se observdé un aumento significativo de la W a la dosis
mayor, en comparacion con la dosis de 2.5 mg/kg y al salino. Este efecto se
relaciona con un aumento en la duracion de los episodios de W. EI SNREM

disminuyé a expensas de cambios en el LS y en el SWS. Se observa, una
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tendencia a la caida en el tiempo total de LS (p< 0.08, F=3.5) y un aumento
significativo en su latencia, en relacion al salino y a la dosis de 2.5 mg/kg. También,
se evidencio una disminucion significativa en el tiempo total de SWS con la dosis
de 5 mg/kg y un aumento en su latencia. Ademas, disminuyé significativamente el
namero de episodios de SWS. Por ultimo, la PBC; (5 mg/kg) produjo un aumento

significativo en la latencia al sSREM, tanto en relacién a la menor dosis como al

salino.
Tabla 2. Efecto de la PBC, sobre la vigilia y el suefio durante las 6 hs de registro
Salino PBC; (2.5) PBC, (5.0) F

(2,10)

Vigilia

Tiempo (min) 117+ 7.6 117+6 " 168 + 13+ 10.8

N° de episodios 88 + 60 63 + 47 52 + 147 0.7

Duracion de los episodios (min) 1.3+£0.3 1.8+0,4 3.0£0.9* 4.0

Suefio Ligero (LS)

Tiempo (min) 427+ 5.0 435+ 4.0 25+ 6.7 3.5

N° de episodios 148 + 32 162 + 25 101 £ 43 1.3

Duracion de los episodios (min) 0.27+£0.3 0.25+0.04 0.24 £ 0.01 1.4

Latencia (min) 13.2 £ 3.8 27.1+£6.0" 70+ 13* 9.9

Suefio de Ondas Lentas (SWS)

Tiempo (min) 1785+7.1 177+ 6.0™ 140+6.8* 7.9

N° de episodios 167 + 140 160 + 81 95 + 140* 0.9

Duracion de los episodios (min) 1.0+0.2 1.1+0.23 1.2+24.6 0.9

Latencia (min) 17.8+4.3 54 + 14 95 + 15* 7.7

Suefio NREM (LS+ SWS)

Tiempo (min) 219.5+ 10 202+ 3.0 201 + 10* 10.9

Suefio REM

Tiempo (min) 31.3+1.8 26.3 +3.0 20.1+4.1 1.5

N° de episodios 57 +33 40.6 £ 18.7 35.8+16 1.3

Duracion de los episodios (min) 1.0+£0.2 1.10+0.23 1.1+0.26 0.4

Latencia (min) 56.0 + 4.6 97.2+9.0™ 165+ 23**  30.6

Los grados de libertad son 2 (entre grupo) y 10 (en cada grupo) de todos los datos
analizados. Los tratamientos son salino y PBC; a 2.5 y 5 mg/kg. Los datos se expresan
como la media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. * = vs.
Inyeccion de salino; * = vs droga. *,” p< 0,05, **, ™ p< 0.01. N= 6.
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En la Figura 11, se observa el andlisis por hora de los registros, luego de la
administracién de PBC;. En la misma se muestra que los animales tratados con PBC; a
la dosis de 5 mg/kg presentaron un aumento en la W durante las primeras 3 hs del
registro en comparacion con su salino. La dosis de 2.5 mg/kg en relaciéon al salino,
aumento la W anicamente en la primera hora y mostré un descenso significativo en la
segunda y tercera hora con respecto la dosis mayor. Este aumento en la W se
acompafnd de una disminucién del LS y el SWS en la primera hora y segunda hora del
registro (para el SWS) con la mayor dosis, en comparacion con el salino. La dosis
menor disminuye Unicamente la primera hora del SWS. El sREM disminuy6 en la

primera hora del registro con ambas dosis en relacién al salino.
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Figura 11. Efecto de las diferentes dosis de PBC; sobre la vigilia y el suefio. Analisis hora
por hora de las 6 hs. de registro luego de la inyeccion i.p. Las dosis estan en mg/kg. Los datos se
expresan como la media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. * = vs. cada
grupo control; * = vs droga. *," p< 0.05, **,"* p< 0.01. N = 6.

8.2 Efecto de la cocaina sobre la vigilia y el suefio.

Se evalug el efecto sistémico agudo de CC a las dosis de 2.5 y 5 mg/kg sobre la
W y el suefio.

En la Figura 12, se ilustra un hipnograma representativo de un animal tratado
con CC durante las 6 hs del registro polisomnigréfico. En el hipnograma no se observé

diferencia entre el salino y la dosis de 2.5 mg/kg. Sin embargo, con la dosis de 5 mg/kg
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se observa en relacion a la dosis de 2.5 mg/kg y al salino, un aumento del tiempo que
permanece en W durante los primeros 30 min, acompafiado de un aumento en la
latencia al SNREM.
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Figura 12. Hipnogramas durante las 6 hs de registro, de un
animal representativo tratado con salinoy CC a 2.5y 5 mg/kg.
CC= cocaina.
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En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en las 6 hs de registro de
todo el grupo. La administracién de CC a la dosis de 5 mg/kg produjo una disminucion
significativa del SNREM en relacion al salino y un aumento de la latencia al SWS entre

ambas dosis y respecto al salino.
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Tabla 3. Efecto de la cocaina sobre la vigilia y el suefio durante las 6 hs de registro
Salino CC (2.5) CC (5.0) F
(2, 10)
Vigilia
Tiempo (min) 113 +10 128 £ 5.3 132.8 £ 13 4.9
N° de episodios 73.5+9.0 56 + 115 66 + 143 0.9
Duracion de los episodios (min) 2.01+0.3 20+0.6 2.52+0.6 1.3
Suefio Ligero (LS)
Tiempo (min) 37.8+6.0 38.8+6 37.3+6.0 0.1
N° de episodios 137.5+ 20 156 + 32 109 + 48 0.2
Duracion de los episodios (min) 0.26 £ 0.01 0.24+0.2 0.26 £0.04 0.6
Latencia (min) 19.8+4.7 31.0+9.7 40.2+2.1 3.9
Suefio de Ondas Lentas (SWS)
Tiempo (min) 178+ 7.1 168+ 6 145 + 12 12.5
N° de episodios 130 + 16 136 + 14 119 + 150 0.7
Duracion de los episodios (min) 1.4+0.2 1.2+0.38 1.2+0.27 0.3
Latencia (min) 20+ 4.7 31.3+9.77"  71.2+10*  20.7
Suefio NREM (LS+ SWS)
Tiempo (min) 216.3+ 6.8 206.6+7.8 172+ 11* 9.1
Suefio REM
Tiempo (min) 31.3+22 34+ 3.0 31.6+6.1 0.2
N° de episodios 23+1.4 28 + 36 27 +23 11
Duracion de los episodios (min) 1.2 £ 0.06 1.04 £ 0.20 1.1+0.25 0.4
Latencia (min) 83.0+ 3.8 119+8.0 108 + 14 3.0

Los grados de libertad son 2 (entre grupo) y 10 (en cada grupo) de todos los datos
analizados. Los tratamientos son salinoy CC a 2.5 y 5 mg/Kg. Los datos se expresan
como la media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. * = vs.

%

salino; * = vs droga. *," p< 0,05, **, "' p<0.01.N=6

Cuando se analiza el registro hora por hora en los animales tratados con CC se
observo un incremento significativo de la W en la primer hora del registro en relacion al
salino. También el SWS y el SREM disminuyeron significativamente durante la primera

hora bajo el tratamiento con ambas dosis de CC (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de las diferentes dosis de cocaina sobre la vigilia y el suefio. Analisis
hora por hora de las 6 hs. de registro luego de la inyeccién i.p. Las dosis son en mg/kg. Los
datos se expresan como la media £+ EEM. ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. *
=vs. control; * p< 0.05, ** p< 0.01. N= 6. CC= cocaina.

8.3 Efecto del sucedaneo de PBC, sobre la vigiliay el suefio.

Para confirmar el rol preponderante de la cafeina en la PBC, se realiz6 una
segunda serie experimental. Con este objetivo se utilizaron 6 animales. Cada animal se
trat6 con cafeina a 2.5 mg/kg, CC a 5 mg/kg y la combinacién de ambas drogas
(sucedaneo de PBC,). Los componentes del sucedaneo utilizados son proporcionales a
los porcentajes de CC y cafeina detectados en la muestra de PBC;.

En la Figura 14, se ilustran hipnogramas de un animal representativo tratado
con salino y las drogas ensayadas durante las 6 hs de registro. Se observa en relacién
al salino un aumento en la W bajo los tratamientos con CC y cafeina. Pero el efecto es
mayor cuando se combinan ambas drogas. A nivel de las latencias al SNREM y sREM,
en comparacion con el salino, se observa un perfil de accién similar entre la CC y la
cafeina. Sin embargo el aumento sobre las latencias es mas robusto cuando se

administra CC + cafeina.
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Figura 14. Hipnogramas durante las 6 hs de registro, de un
animal representativo tratado con: caf a 2.5 mg/kg, CC a 5
mg/kg, CC + caf a 5y 2.5 mg/kg. caf: cafeina

En la Tabla 4, se muestra la duracion de cada estado comportamental para
cada uno de los tratamientos realizados. La administracién de CC + cafeina generé un
aumento significativo en el tiempo total de W en relacidn al salino. También, se observo
un aumento en la latencia al LS. El tiempo total de sSNREM, present6é una disminucion
significativa con los tres tratamientos administrados en relacién al salino. De la Tabla
se puede extraer que la disminucion en el SNREM es a expensas del SWS. La
administracion de CC y de CC + cafeina generd un aumento significativo en la latencia
al SWS. Ademés, la combinacion de ambas drogas también mostré un efecto mayor
sobre la latencia al sSREM, tanto en relacién a la administracién de salino como de

cafeina.
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Tabla 4. Efecto de caf, CC y CC + caf sobre la vigilia y el suefio durante las 6 hs de registro.

Salino caf (2.5) CC(5.0)0 CC +caf F
Vigilia (3,15)
Tiempo (min) 822 £+ 27 1256+10 134+13 147 + 19* 4.7
N° de episodios 486+6.7 54+7.0 55+ 6.8 54+5.7 0.2
Duracion de los episodios (min) 0.84+0.1 15+0.3 1.4+0.3 1.6+£0.3 1.2
Suefio Ligero (LS)
Tiempo (min) 26.1+26 251+41 257+7.0 26.1+39 0.08
N° de episodios 90+ 10 100 + 17 103 + 13 100 + 16 0.33
Duracion de los episodios (min) 0.2+0.05 02+001 025+0.03 0.2+0.01 0.3
Latencia (min) 7.8+17 43.4+8.8% 488188 67.0+8.00* 9.3
Suefio de Ondas Lentas (SWS)
Tiempo (min) 1955+4.0 149.4+8.0* 150 + 12* 141 + 14* 6.5
Ne de episodios 103+9.0 113 +13 114+ 10 108 + 14 0.7
Duracion de los episodios (min) 2.1+0.5 1.4+0.1 1.4+0.1 1.3+0.1 2.6
Latencia (min) 10.7+2.0 48.1+7.0 53.4+8.0r 82.2+15* 10.0
Suefio NREM (LS+ SWS)
Tiempo (min) 228+ 15 129 + 11* 126 + 13* 98 + 15** 6.4
Suefio REM
Tiempo (min) 53.4 +57 58+55 49.2+34  463+73 1.6
N° de episodios 38+3.0 365+4.0 37139 33.0+3.3 0.3
Duracion de los episodios (min) 1.4+0.09 1.6+0.08 1.4+0.11 1.3+0.1 2.3
Latencia (min) 33.1+11 56 + 6.0 75180 108.1 + 14** 8.5

Los grados de libertad son 3 (entre grupo) y 15 (en cada grupo) de todos los datos analizados.
Las diferentes dosis estan en mg/Kg. Los datos se expresan como la media + EEM. ANOVA de
una via, seguido de Tukey post hoc test. * = vs. salino; * = vs. CC + caf. *, * p< 0,05; ** p< 0.01.
caf= cafeina. N = 6.

En la Figura 15, se observa el analisis hora por hora para cada estado
comportamental. En la gréfica correspondiente a la W, se observé un aumento
significativo durante la primera hora bajo los tres tratamientos farmacolégicos en
relacion al salino. Este incremento en la vigilia se mantiene durante la segunda hora
con la administracién de CC + cafeina. La combinacion de ambas drogas disminuyo
el LS durante la primera hora. EIl SWS y el SREM presentaron en relacion al salino
una disminucién durante la primera hora con los tratamiento de CC y CC + cafeina;

éste Ultimo también disminuy6 significativamente el SWS durante la segunda hora.
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Figura 15. Efecto de caf, CC y CC + caf sobre la vigilia y el suefio. Andlisis hora por hora de las 6 hs.
de registro luego de inyecciones i.p. Las dosis estan en mg/kg. Los datos se expresan como la media +
EEM. ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. * = vs. control.* p< 0.05; **p< 0.01. caf:
cafeina, N = 6.

8.3.1 Efectos similares entre PBC; y su sucedaneo (CC + cafeina).

En el presente analisis se comparan los efectos de la PBC; (Experimento 1A)
con los resultados obtenidos con CC + cafeina (Experimento 2).

Como se ilustra en la Figura 16, los animales tratados con PBC; no
presentaron diferencias significativas en el tiempo total de registro en ninguno de los
estados comportamentales en comparacion con su sucedaneo. Tampoco
observamos diferencias significativas entre las latencias al SL, SWS y sREM.

El andlisis estadistico realizado con la prueba de T- test no pareado de dos
vias durante las primeras 2 hs de registro tampoco mostré diferencias significativas
entre PBC; y la combinacion CC + cafeina en ninguno de los estados
comportamentales. Los valores de W fueron muy similares entre ambos grupos (103
+ 8.5 vs 95 £ 6 min). EI LS presentd una duracion de 5.0 £ 2.3 con PBC1 vs 4.8 +
0.76 min con CC + caf. El tiempo de SWS no presento diferencias significativas entre
ambos grupos experimentales (12 + 6 vs 18 £ 5 min). No se observo diferencia en la

duracion del SREM entre ambos tratamientos (1 + 1 vs 3 = 1 min).
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Figura 16. Comparacién del efecto entre PBC ; y CC + caf durante la vigilia y el suefio durante
las 6hs de registro. Las dosis estan en mg/kg. Los datos se expresan como la media + EEM. T-test no-
pareado de dos colas. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. caf = cafeina.
N = 6 en cada grupo experimental.

8.4 Efecto de la PBC, sobre lavigilay el suefio.

Interesados en el aumento significativo de la W provocado por PBC; y su

sucedaneo (CC + caf), se buscéd descartar el efecto de otros posibles compuestos no

detectados en la muestras de PBC; que pudieran explicar los resultados obtenidos.

Con este fin, se estudié el efecto de PBC, (con niveles muy bajos de cafeina), y se

compar6 con la CC a dosis equimolar. La dosis utilizada de PBC, equivalente en

cocaina base fue de 5 mg/kg.

En la Figura 17, se observan los hipnogramas obtenidos en las 6 hs de registro

de un animal tratado con CC y PBC,. Ambas drogas muestran perfiles muy similares.

Los tratamientos con las drogas generan un incremento en la W durante los primeros

90 min en comparacion con el salino. Ademas, CC y PBC, en relacién al salino

disminuyen los episodios del sSREM en la primera mitad del registro y aumentan su

latencia.
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Figura 17. Hipnogramas durante las 6 hs de registro, de un animal
representativo tratado con salino, CC y PBC, a 5 mg/ kg. CC=
cocaina.

En la Tabla 5, se muestran los distintos estados comportamentales y sus
respectivas latencias al suefio durante las 6 hr de registro. En relacion al tiempo total
de W, se observé un aumento significativo con la administracion de CC, a expensas
de un aumento en la duracién de los episodios. También, en relacién al salino la
duracién de los episodios con PBC, fue mayor, pero el nimero de episodios fue
significativamente menor. Las latencias al LS y SWS aumentaron con la inyeccién de
CC y PBC, en relacion al salino. Aunque la latencia al SREM fue superior al salino
con ambas drogas, solo con CC el aumento fue significativo. Solamente se encontrd

diferencia entre ambas drogas en el numero de episodios de W en relacion al salino.
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Tabla 5. Efecto de CC y PBC, sobre la vigilia y el suefio durante las 6 hs de registro
Salino CC (5) PBC; (5) F
(2, 10)
Vigilia
Tiempo (min) 89.8£6.0 113.3+7.0r  100.8£6.0 5.4
N° de episodios 59 +6.0 54 + 4.0 44 + 4.0* 4.2
Duracion de los episodios (min) 15+0.1 24 £ 0.1* 24 = 0.2¢ 9.8
Suefio Ligero (LS)
Tiempo (min) 45.3+6.0 49.1+7.0 38.1+138 1.1
N° de episodios 163 +15 175 + 15 156+ 7.0 2.2
Duracion de los episodios (min) 023 + 0.01 026 + 0.02 0.25+0.01 19
Latencia (min) 10.3+£3.8 41.3+12* 38.7 £ 10* 5.9
Suefio de Ondas Lentas (SWS)
Tiempo (min) 183.6 + 11 162.6 + 7.8 182.6 + 3.7 3.5
N° de episodios 179 + 13 158 + 7.0 144 +6.0 1.8
Duracion de los episodios (min) 1.1 +£001 09 =009 . 12+0.06 2.7
Latencia (min) 18+4.0 61+9.7 * 46.3 +10* 15.8
Suefio NREM (LS+ SWS)
Tiempo (min) 225 £7.0 211+7.0 221+£4.0 3.2
Suefio REM
Tiempo (min) 41.2+50 38.4+4.0 349146 11
N° de episodios 36,7 £6.0 285 + 6.0 34 £ 5.0 19
Duracion de los episodios (min) 1.2 + 0.01 1.4 £0.01 1.1 + 0.01 1.6
Latencia (min) 495+6.6 107 £ 8.9** 84.8 £ 10* 16.3

Los grados de libertad son 2 (entre grupo) y 10 (en cada grupo) de todos los datos
analizados. Los tratamientos son salino, CC y PBC, a 5 mg/kg. Los datos se expresan
como la media £ EEM. ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. * = vs. salino,
"=vs. droga. *,* p<0,05; ** p< 0.01; p< 0.001 N = 6.

En la Figura 18, se muestra el analisis del tiempo total del registro en
intervalos de hora por hora. Comparado con el salino, el tiempo de W aumento
durante la primera y segunda hora con la administracién de CC y en la primera
hora con PBC,. El SWS y el SREM disminuyeron durante la primera hora con la
administracion de CC y PBC, Cabe destacar que, en el andlisis hora por hora
no se encontraron diferencias significativas entre las drogas en ninguno de los

estados comportamentales.
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Figura 18. Efecto de CC y PBC, sobre los diferentes estados del ciclo suefio- vigilia. Analisis
hora por hora de las 6 hs de registro luego de la inyeccion i.p. Las dosis estdn en mg/kg. Los datos se
expresan como la media £+ EEM. ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. *= vs control. *p<
0.05; *p< 0.01; N = 6.

8.5 Comparacioén del efecto de la PBC; con sus dos controles: PBC,y CC.

Con el objetivo de demostrar los distintos perfiles de accion de las muestras de
PBC utilizadas, hicimos la comparacién entre PBC; (con cafeina), PBC, (con niveles
bajos de cafeina) y CC a la dosis equivalente en cocaina base de 5 mg/ kg.

En la Figura 20, se muestra el analisis hora por hora de los tres grupos
experimentales tratados con PBC,, PBC, y CC. En los animales tratados con PBC; se
observé un aumento en la W que se mantuvo durante la segunda y la tercera hora en
relacion a la PBC, y a la CC. La PBC; también disminuy6 el SWS en la segunda hora
en comparacion con PBC, y CC. Asimismo, se observé un aumento significativo del
SWS en la quinta hora en el grupo tratado con PBC; en comparacion con los animales
tratados con PBC, y CC. Por ultimo, no se observaron cambios significativos a nivel del
SREM.
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Figura 20. Comparacién del efecto entre CC, PBC, y PBC; sobre los diferentes estados
del ciclo suefio- vigilia. Andlisis hora por hora de las 6 hs de registro luego de la inyeccion i.p.
Las dosis estan en mg/kg. Los datos se expresan como la media + EEM. ANOVA de una via,
seguido de Tukey post hoc test. “= PBC, vs CC, p< 0.01; '= PBC; vs PBC, p< 0.05, " p< 0.01; N
= 6 por cada grupo experimental de PBC y N= 12 para el grupo de CC.

En relacion a las latencias al suefio en la Figura 21 se muestran los resultados. El
test de ANOVA (de una via) no muestras diferencias significativas en la latencia al SL
entre las drogas ensayadas. La latencia al SWS fue mayor en los animales tratados con
PBC; en relacion a la PBC, Por ultimo la latencia al SREM aument6 significativamente
con la administracion de PBC; en comparacion con la PBC,, y se observé una tendencia
entre la PBC, y la CC.
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Figura 21. Latencias para cada estado de suefio. Andlisis de las latencias al suefio luego de la
inyeccion i.p. Las dosis utilizadas fueron 5 mg/kg. Los datos se expresan como la media + EEM.
ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. '= PBC, vs PBC, p< 0.05, g p< 0.01; N = 6 por

cada grupo experimental de PBC y N= 12 para el grupo de CC..

8.6 Efecto PBC,y CC sobre la potenciay la coherencia del EEG.

Se realiz6 un andlisis detallado del EEG centrandonos en el estado de W.
Debido a que en el andlisis hora por hora observamos el mayor efecto sobre la W
durante los primeros 90 min del registro post-inyeccién de las drogas, se analizé el
perfil electroencefalografico durante ese periodo de tiempo. En los casos que se
generaban episodios de suefio previo a los 90 min, se utilizaron ventanas de W
anteriores al mismo. Se estudié del efecto de PBC; sobre la potencia espectral, de dos
areas corticales distintas, S1ly V1l, y sobre la sincronizacién cortical (coherencia) entre
S1l- V1l durante la W. En la Figura 22, se muestran registros crudos durante la W de
un animal tratado con CC, otro con PBC, y sus respectivos salinos. Si bien los registros
presentan las caracteristicas electroencefalograficas propias de la W, ondas de baja
amplitud y alta frecuencia. En el registro de PBC,; se hacen manifiestas oscilaciones
lentas (aproximadamente 1 Hz), que no se observan en el salino ni en los animales
tratados con CC. Al realizar el andlisis cualitativo del EEG, se desenmascaran perfiles

de potencia y coherencia diferentes entre ambas drogas.
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Figura 22. Registros EEG crudos durante la vigilia. Se muestran los registros EEG de las
cortezas S1l y V1l del mismo hemisferio obtenidos dentro de los 90 min del comienzo del registro,
en 2 animales; uno tratado con salino y CC, otro con salino y PBC;. El circulo rojo muestra
oscilaciones lentas préximas a 1 Hz, bajo la administracion de PBC;, S1I: somatosensorial primaria
izquierda, V1I: visual primaria izquierda.
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En la Figura 23, se muestra el perfil de la potencia espectral en distintas
cortezas para los animales tratados con CC, PBC; y salino. En la misma se observan
perfiles de actividad distintos entre las cortezas para cada tratamiento farmacol6gico en
relacién a su respectivo salino. De manera interesante, los perfiles de potencia entre
las drogas para cada corteza analizada difieren uno de otro.

El analisis estadistico por banda de frecuencia se muestra en la Figura 24. Se
observa que la CC y la PBC; generan efectos diferentes sobre S1y V1. A nivel S1 la
CC aumento6 la potencia a nivel de las bandas sigma, beta y IG en relacién al salino
(Figura 24 A). Unicamente en la banda sigma el aumento fue significativo respecto a la
PBC;. Los animales tratados con PBC; mostraron un aumento en la potencia de la
banda delta y hG en relacién al salino. Sin embargo, la potencia en V1 con CC fue
menor en todo el espectro de frecuencias, en relacién al salino. En cambio la PBC; en
V1 comparado con el salino y la CC aumento la potencia delta y theta (Figura 24 B).
Ademas, con respecto a la CC aumenté la potencia beta, IG, hG y épsilon.
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Figura 23. Perfil de la potencia para las diferentes bandas de frecuencia del EEG
durante la vigilia. Cortezas: S1ly V1I. Se analizé el EEG de 4 ratas, 2 tratadas con PBC,y 2
con CC. En A se observa CC y su respectivo salino en ambas cortezas. La CC presenta un
aumento de la potencia en S1. En B se muestra PBC y su respectivo salino. En C se observa
el perfil de potencia entre ambas drogas. Nétese que en la figura no se incluyen valores < a 2
Hz, que si se incluyen en la Figura 22. Delta 1- 4 Hz, Theta 4.5- 9.0 Hz, Sigma 9.5- 14.5 Hz,
Beta 15- 30 Hz, IG 30.5- 48 Hz, hG 52.- 100 Hz, Epsilon 101- 200 Hz. S1I: somatosensorial
primaria izquierda, V1I: visual primaria izquierda.
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Figura 24. Efecto de PBC; y CC sobre la potencia de las distintas bandas de frecuencia
durante la vigilia. Cortezas: S1l y V1I. Se analiz6 el EEG de 4 ratas, 2 tratadas con PBC1 y 2
con CC. Delta 1- 4 Hz, Theta 4.5- 9.0 Hz, Sigma 9.5- 14.5 Hz, Beta 15- 30 Hz, IGamma 30.5- 48
Hz, hGamma 52.- 100 Hz, Epsilobn 101- 200 Hz. Las dosis estan en mg/kg. Los datos se
expresan como la media + EEM. ANOVA de una via, seguido de Tukey post hoc test. * = vs
control; © = vs CC. *+ p< 0.05, ** p< 0.01, ***p< 0.001. S1l: somatosensorial primaria
izquierda, V1I: visual primaria izquierda. N = 2 por grupo experimental.

Por otra parte, también observamos diferencias en los perfiles de la coherencia
entre los distintos tratamientos ensayados. En la Figura 25 A, se muestran los perfiles de
coherencia entre CC y su salino. Ambos trazos parecen similares, pero al realizar la
resta entre CC y el salino se observé valores negativos para las frecuencias mas altas.
El perfil de la coherencia de los animales tratados con PBC; es muy diferente al salino,
observandose un aumento en la coherencia a nivel de la banda theta, beta, gamma y
epsilébn con la administracion de PBC; (Figura 25 B). Este aumento se observa
claramente al realizar la resta entre PBC; y el salino; en la cual se evidencian valores

positivos en la coherencia a las frecuencias antes mencionadas. Por ultimo, en la Figura

44




25 C, se muestran los perfiles de coherencia bajo el tratamiento con CC y PBC La PBC;
genera mayor sincronizacion cortical que CC a nivel de las frecuencias theta, beta,
gamma y epsilon (Figura 25 C).

En concordancia con lo antes expuesto, en la Figura 26, se observa un aumento
en la coherencia de los animales tratados con PBC; en las bandas de frecuencias theta,
sigma, beta y gamma en relacion al salino y en todas las bandas de frecuencias, menos
en la banda delta en comparacion con la CC. El CC en relacién al salino disminuy6

significativamente la coherencia en las bandas sigma, beta, lgamma, hgamma y epsilon.
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Figura 25. Efecto de CC y PBC; sobre el perfil de coherencia en las distintas frecuencias del
EEG durante la vigilia. Perfil de coherencia entre S1I- V1l (intrahemisféricas) para cada uno de los
tratamientos realizados con sus respectivos salinos y la resta entre cada sub-grupo. En C se observa
gue la diferencia entre PBC y CC, es positiva para PBC. Delta 1- 4 Hz, Theta 4.5- 9.0 Hz, Sigma 9.5-
14.5 Hz, Beta 15- 30 Hz, IG 30.5- 48 Hz, hG 52- 100 Hz, Epsilon 101- 200 Hz. N=2
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Figura 26. Efecto de la CC y PBC, sobre la coherencia entre S1lI- V1l durante la vigilia.
Se muestra la Z' coherencia en funcion de cada banda de frecuencia. Se analizé el EEG de
4 ratas, 2 tratadas con CC y 2 con PBC;. Delta 1- 4 Hz, Theta 4.5- 9.0 Hz, Sigma 9.5- 14.5
Hz, Beta 15- 30 Hz, IG 30.5- 48 Hz, hG 52.- 100 Hz, Epsilén 101- 200 Hz. Las dosis estan
mg/Kg. Los datos se expresan como la media + EEM. ANOVA de una via, seguido de
Tukey post hoc test.*= vs control, " = vs CC; *," p< 0.05, **** p< 0.01; *™" *** p< 0.001. S1:
somatosensorial, V1: visual primaria. N= 2
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9. DISCUSION

En la presente tesis se estudi6 el efecto de diferentes muestras de PBC, sobre
la W, el suefio y la actividad electroencefalografica. La administracién sistémica (i.p)
aguda de PBC aumenta la W y reduce el suefio. Sin embargo la potencia del efecto
depende de la proporcion de cafeina presente en la PBC. También observamos que la
PBC con cafeina genera un perfil electroencefalografico diferente a la CC. Es
importante destacar que estos resultados constituyen el primer trabajo en que se

estudio el efecto de la PBC sobre la W, el suefio y la actividad electroencefalogréfica.

9.1 Efecto de la PBC1, Comparacion con salina, CC, sucedaneo y PBC».

La PBC; mostr6 un mayor efecto sobre la W y el suefio, comparado con la
administracion de solucion salina o de CC.

PBC; (Experimento 1A) aumenta la W y reduce el SWS en forma dosis-
dependiente. La administracion de 5 mg/kg produjo un incremento en la W durante las
primeras tres horas de registro, comparado con su salino. Estos resultados se
diferencian de los obtenidos a dosis equivalentes de CC (Experimento 1B), en los
cuales la W aumentd Unicamente en la primer hora de registro. También observamos
gue a dosis bajas (2.5 mg/kg) la PBC; también produce alteraciones significativas
sobre el suefio, mas robusta que la misma dosis de CC.

Los resultados obtenidos en la serie experimental 2 demostraron que la
combinacién del CC + cafeina como sucedaneo de la PBC; imita el efecto de la PBC;
sobre el estado de W y de suefio. Tanto en el andlisis hora por hora, como en bloques
de dos horas no se observo diferencias significativas en la W, en los estados de suefio,
ni en sus respectivas latencias entre ambos tratamientos. A su vez, en nuestros
experimentos comprobamos que la PBC con baja proporcién en cafeina genera un
efecto similar a la CC, lo que aleja el efecto de otro posible adulterante no detectado.

Todos estos resultados en conjunto confirman la accion aditiva entre los
principales componentes de la PBC,, CC y cafeina, en el reforzamiento del estado de
W.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por el grupo de Scorza, en
los cuales observaron la PBC adulterada con cafeina, es capaz de generar una
respuesta locomotora mayor a CC y a PBC sin cafeina (Lopez-Hill et al., 2011; Prieto
et al., 2012).
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9.2 Bases del efecto activador de la cocaina.

En las tres series experimentales, la CC a la dosis de 5 mg/kg generé efectos
similares sobre la W y el suefio (Experimentos 1B, 2 y 3). A su vez, los resultados
indican que la CC presenta una accion dosis dependiente y que dosis bajas de CC son
suficientes para promover la W. Nuestros resultados son concordantes con los
descriptos por el grupo Knapp et al., (2007). Ellos observaron que, la administracion de
CC a la dosis de 2.5 y 5.0 mg/kg (i.p) en ratas, aumenta la W durante la primera y la
segunda hora del registro respectivamente, siendo el efecto todavia mas robusto con
una dosis de 10 mg/kg. Hill et al., (1977) también observaron en ratas efectos similares
con una dosis de 6.0 mg/kg (i.p y oral). En los seres humanos, la exposicion aguda al
clorhidrato de cocaina genera un estado de hipervigilancia, reduce el tiempo total, la
eficiencia del suefio, y prolonga el inicio del mismo. En particular se ha observado un
decremento del sSREM, asociado a un aumento en su latencia (Doktorgrades et al., 2007;
Schierenbeck et al., 2008; Morgan y Malison, 2007).

A nivel del SNC, la CC actua bloqueando los recaptadores monoaminérgicos
presinapticos (Bennett et al., 1995; Kuhar et al., 1999). Su accidén no selectiva aumenta
la disponibilidad de monoaminas (DA, serotonina, adrenalina y noradrenalina) a nivel
del espacio sinaptico (Pitts y Marwah, 1987; Ritz et al., 1990). Estas monoaminas son
los neurotransmisores de neuronas que forman parte de los sistemas activadores, que
generan y mantienen la W, especialmente mediante sus proyecciones al talamo y a la
corteza (Torterolo y Vanini, 2010).

Se ha estudiado intensamente la accién psicoestimulante de la CC producida
por la modulacion del sistema dopaminérgico (Pulvirenti et al., 1991; Koob, 1996;
Weissenborn et al.,, 1996). Los somas de las neuronas dopaminérgicas que forman
parte del sistema dopaminérgico mesocorticolimbico se encuentran en el VTA. Estas
neuronas proyectan hacia el NAcc, tubérculo olfatorio, septum y corteza frontal
(Vetulani, 2001). Este sistema esta implicado en los procesos motivacionales y en los
aspectos motores generados por una ‘recompensa” o estimulo positivo (Garrett y
Griffiths, 1997; Bazyan, 2016). Las proyecciones de las neuronas dopaminérgicas
desde la VTA al NAcc y a la Cx pre-frontal también refuerzan el estado de
hipervigilancia que acompafia a los estimulos de recompensa (Jones et al., 2003;
Lazarus et. al, 2013). Actualmente también se conoce que, la VTA presenta
proyecciones reciprocas con el Nucleo Dorsal del Rafe (NDR), nucleos del Tegmento
laterodorsal/ pedunculo pontino (LDT/ PPT), Locus Coeruleus (LC), Hipotdlamo Lateral
(LH) y Cerebro Basal Anterior (BF por su nombre en inglés Basal Forebrain); areas
involucradas en la generacion y mantenimiento de la W (Monti y Monti, 2007). Por otra

parte, los somas de las neuronas que forman el sistema dopaminergico
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"nigroestriatal ", se encuentran en la SN y proyectan hacia el nucleo estriado dorsal.
Dicha proyeccion dopaminérgica es importante en la elaboracion y control del
movimiento. Drogas como la CC, y las anfetaminas refuerzan este circuito favoreciendo
la actividad locomotora, asi como la aparicibn de movimientos estereotipados
(Kuczenski et al., 1991; Bazyan et al., 2011). A su vez, Lu et al. (2006), reconocieron
por medio de inmunorreactividad para Fos un grupo de neuronas dopaminérgicas a
nivel sustancia gris periagueductal ventral (vPAG) que se encuentran activas durante la
estado de W. También observaron un aumento del estado de suefio cuando se lesiona
dicha area. La CC promoveria la W, aumentando la liberacién de DA por todos estos
grupos neuronales.

La DA actla sobre diferentes receptores, D1- D5. Especialmente los receptores
D1 y D2 (RD1 y RD2) se encuentran en los ndcleos dopaminérgicos (VTA, SN)
mencionados previamente, asi como en sus regiones blanco. Monti (2008), demostré un
aumento de la W, luego de la administracion sistémica de agonistas D1 como de
agonistas D2 a dosis alta.

El aumento en la W producido por la CC esta relacionado con la reduccion del
SWS, sREM y aumento de sus latencias. Para ingresar al estado de sNREM es
necesaria una reduccién progresiva de la actividad de los sistemas activadores, y la
completa abolicion de los sistemas activadores monoaminérgicos para la generacion del
sREM (Monti, 2013). En ratas, los niveles séricos de CC aumentan en sangre
rapidamente luego de una inyeccion intraperitoneal, siendo su vida media en suero de
aproximadamente 13 min (Ma et al., 1999). La biodisponibilidad de la CC en sangre, y
las dosis administradas son factores a considerar en el aumento de la latencia al SWS y
al sREM. Ademas, la reduccion del sREM durante la primera hora del registro es
posiblemente determinada por la reduccién previa del SWS también en la primera hora
de registro (ver Figura 11), asi como por la accién inhibitoria directa de las monoamimas

en la zona de generacion del sREM (McCarley, 2007).

9.3 Bases del efecto activador de la cafeina.

Estudios en animales muestran que la administracion aguda a bajas dosis de
cafeina aumentan la W y la actividad locomotora (Nehig et al., 1999; Beaumont et al.,
2001; Roerhrs et al.,, 2008, Paterson et al., 2009). En concordancia, nuestros
resultados muestran que los animales tratados con cafeina a la dosis de 2.5 mg/kg,
incrementan la W durante la primer hora del registro y disminuyen el SNREM durante el

tiempo total del mismo (Experimento 2).
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La cafeina es un antagonista competitivo no selectivo de los receptores de
adenosina (Fredholm et al., 1999). La adenosina enddgena se une a tres tipos de
receptores metabotropicos: Al, A2 (A2a y A2b) y A3, que presentan una extensa
distribucion a nivel del SNC. La activacion de los receptores genera efectos opuestos
sobre la sintesis del AMP ciclico. Favorece la activacion de la célula blanco cuando se
une a los receptores A2a (RA2a) o su inhibicion cuando se une a los receptores Al o
A3 (RA1- RA3).

La adenosina es uno de los principales factores homeostaticos descriptos en la
generacion del SWS. Es producida tanto a nivel celular como extracelular (residuo de
la alta actividad neuronal) (Sachiko y Hiroyoshi, 2011; Jones, 2009). Porkka-Heiskanen
et al., (2000, 2010) demostraron que durante la W prolongada el aumento en la
concentracion de adenosina en el BF tiene una accion inhibitoria a nivel de las
neuronas colinérgicas que estan implicadas en el mantenimiento de la W y la
activacion cortical. Por otra parte, la adenosina aumenta la frecuencia de descarga de
las neuronas GABAérgica del area preoptica (hipotdlamo) promotoras del sSNREM
(Scammell et al., 2001; Kumar et al., 2013). También actia sobre las neuronas
colinérgicas generadoras del SREM a nivel del Nucleo Pontis Oralis (NPO),
favoreciendo la generacion del mismo. Marks et al. (2003) observaron en ratas que,
inyecciones con agonistas adenosinérgicos selectivos para los RA1 y RA2a a nivel del
NPO inducian el SREM.

El rol activador de la cafeina se centraria en reforzar el estado de W por
mecanismos diferentes a los mencionados por la CC, pero complementarios. Por un
lado, estimula las neuronas colinérgicas a nivel del BF y las neuronas histaminérgicas
a nivel del nacleo tuberomamilar (NTM) (Szymusiak et al., 1995; Joshi et al., 2014). Por
otro, inhibe las neuronas promotoras del SNREM a nivel del area predptica en el
hipotalamo, actuando principalmente sobre neuronas GABAérgicas que expresan
RA2a e inervan los diferentes nicleos activadores (Strecker et al.,, 2000). A modo de
ejemplo, Deurveilher et al. (2006), demostraron mediante inmunohistoquimica para c-
fos, que la administracion sistémica (i.p) de cafeina a diferentes dosis produce la
activacion de diferentes estructuras del SNC que forman parte de los sistemas
activadores; como las neuronas hipocretinérgicas del LH, histaminérgicas del NTM,
noradrenérgicas del LC, colinérgicas del BF y serotoninérgicas del NDR (Torterolo y
Vanini, 2010). A su vez, John et al., (2014) utilizaron un sensor para glutamato a nivel
del Hipotalamo Posterior (HP) y observaron que la administracion de cafeina (i.p) en
rata aumenta los niveles locales de glutamato y la actividad c-Fos de las neuronas
histaminérgicas. Este hallazgo se correlaciona con un estudio previo realizado por el

mismo grupo, en el cual evidenciaron en ratas que en el HP los niveles de glutamato se

50



encuentran elevados durante la AW, y disminuyen en la QW y el SNREM (John et al.,
2008). Asimismo, en varias regiones encefalicas se han detectado concentraciones
altas de glutamato durante la W y bajas durante el suefio (Dash et al., 2009).
Actualmente se piensa que el aumento de la W y el estado de alerta provocado por la
cafeina estaria relacionado con un incremento en los niveles de glutamato en distintas

regiones encefélicas (John et al., 2014).

9.4 Bases neurobioldgicas de la accion aditiva de cc y cafeina sobre la vigilia.

Aunque, la asociacion entre CC y cafeina se ha demostrado en diversos
modelos experimentales a nivel motor y su interaccion se ha mostrado en fenémenos
de sensibilizacion comportamental (Horger et al., 1991; Schenk et al., 1994; Bedingfield
et al., 1998; Prieto et al., 2016), aun no existen estudios de sus efectos sobre el ciclo
suefio-W.

En relacién a nuestros resultados, pensamos que el marcado incremento en la
W observado en los animales tratados con PBC; o con la combinacion de CC + caf,
podria deberse a la accion moduladora de la cafeina sobre los distintos sistemas
activadores y somnogénicos, adicionado al efecto de la CC sobre el bloqueo de la
recaptacion de los sistemas monoaminérgicos. A su vez, es conocido que ambas
drogas facilitan la transmisién dopaminérgica a nivel del NAcc (Cauli y Morelli, 2005;
Fisone et al., 2004). Este efecto en particular estaria relacionado con la interaccion
entre los RA2a y los RD2 a nivel a nivel de las neuronas GABAérgicas en el NAcc. Qiu
et al. (2008, 2010) mostraron que las neuronas GABAérgicas en el “Shell” del NAcc
(NAccSh), las cuales presentan ambos receptores, estan involucradas en el
mantenimiento de la W. Asimismo, la administracion de cafeina en el NAccSh potencia
los estados de W desencadenados por estimulos positivos (Acquas et al.,, 2002;
Lazarus et al. 2011,13). En relacién a esto, se ha visto mediante inmunohistoquimica
que neuronas del NAccSh que expresan RA2a proyectan hacia diferentes centros
generadores de W, como NDR, el LHA, TMN, LC; se piensa que dichas proyecciones
serian GABAérgicas y favorecerian la generacion de sNREM, por lo tanto este podria
ser otro mecanismo por el cual la cafeina reforzaria el estado de W (Lazarus et al.,
2011;Zhang et al., 2013; Huang, Zhang y Qu, 2014). También, Satoh et al. (1999)
observaron en ratas que microinyecciones de agonista de los RA2a en el NAccSh
inducian SNREN y sREM.

Es interesante destacar que apoyan la importancia de esta region en los
efectos promotores de la W de la PBC; en ratas, la administracién de cafeina (50 mg)
por via inhalatoria aumenta significativamente la distancia recorrida y la velocidad

locomotora en relaciéon al control. Efecto que se correlaciona con un aumento en los
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niveles extracelulares de DA a nivel del NAccSh, medidos por microdialisis (Galvalisi,
et al., 2016).

9.5 Efecto de la cocaina y la PBC; sobre la potencia y la coherencia durante la
vigilia.

Hasta la realizacion de esta Tesis, no se ha investigado el efecto de la PBC
sobre las distintas bandas de frecuencia del EEG durante la W en ratas, ni en
humanos. En este trabajo se realizd un andlisis detallado la actividad
electroencefalografica durante los primeros 90 min de la W. Las cortezas utilizadas en
el andlisis EEG fueron S1l y V1I. El registro del electrodo S1, es representativo de la
actividad cortical, a diferencia del electrodo V1, el cual se encuentra marcadamente
influenciado por la actividad generada en el hipocampo (HPO) y registrada en la
corteza por conduccién de volumen. En roedores el HPO ocupa un extenso volumen,
en relacion a la corteza (Paxinos G, 2006).

Los resultados obtenidos mostraron que la CC y la PBC; presentan distintos
perfiles EEG, tanto en relacion a sus salinos, como entre ambas. Sin embargo, una
limitacion de estos resultados ha sido el reducido numero de animales utilizado en el
andlisis cuantitativo del EEG, por lo que se hace pertinente aumentar el mismo en
experimentos futuros.

La potencia de las bandas de baja frecuencia, delta y theta, disminuy6 con CC,
en relacion al salino. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Chang et al.
(1994), en ratas (en condiciones agudas a bajas dosis). A su vez, en diferentes
trabajos se ha observado que la administracion aguda de CC en humanos y en ratas
disminuye la oscilacién delta generada durante la W (Knyazev, 2012 ; Alper, 1999). Se
piensa que el aumento en los niveles de dopamina provocado por la CC estarian
relacionados con la disminucién observada en la potencia delta. Ademas, se ha
demostrado que la estimulacion eléctrica de la VTA (nucleo dopaminérgico) en ratas,
disminuye la banda delta (Ferger et al., 1994; Luo et al., 1994; Leung,1993.).

La PBC; a diferencia de la CC aumenta la potencia delta en ambas cortezas
registradas en relaciéon al salino. De manera interesante, estudios recientes han
demostrado en ratas la existencia de una oscilacion lenta cercana a los 1.5 Hz,
denominada Hipocampal Respiratory Rhythm (HRR) a nivel del bulbo olfatorio (BO) y
del HPO estas oscilaciones son coincidentes con el ciclo respiratorio (Lockmann y
Belchior, 2014; Viczko et al., 2014; Yanovsky et al., 2014 ; Lockmann et al., 2016).
Pensamos que el aumento en la potencia delta en los animales tratados con PBC; se
podria deber a este ritmo hipocampico, que bajo el efecto de la PBC,; aumenta su

amplitud.
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La potencia theta en los animales tratados con PBC; aumenté significativamente
en relacion a la CC y al salino. El ritmo theta en roedores generado a nivel del HPO es
caracteristico del estado de W activa, relacionado también con la actividad motora
exploratoria. Estos resultados son concordantes con el aumento en la W observado
con PBC; y también con el aumento en la actividad locomotora demostrado en los
experimentos del grupo de Scorza.

En relacion a la potencia de las bandas de alta frecuencia, beta, IGamma,
hGamma y Epsilon, observamos con CC un aumento en la actividad beta y IGamma en
S1 y una disminucion en V1. En cambio la PBC; aumento Unicamente la banda
hGamma. La banda beta en animales también se ha relacionado con la actividad
locomotora. Pero a diferencia de la actividad theta se la ha vinculado con la capacidad
de determinar y estabilizar el plan motor mas adecuado frente a otros posibles (Dejean
et al.,, 2011; Pavlides et al., 2012). En consumidores de cocaina es caracteristico
observar aumentos en la potencia beta (Herning et al., 1985; Herning et al., 1994). Por
otra parte, aumentos en la banda IGamma a nivel de la corteza pre-frontal también se
han observados en ratones bajo tratamiento agudo con CC (Dilgen et al., 2013).
Actualmente se conoce que las oscilaciones gamma se generan durante diferentes
procesos cognitivos (Maloney et al., 1997; Buzséki G, 2012). Los cambios observados
con la administracion de CC en las bandas beta y IGamma del EEG podrian estar
relacionados con la mejora de la atencién y la “performance” cominmente reportada
por los consumidores de clorhidrato de cocaina en condiciones agudas.

Los resultados del andlisis EEG sobre la coherencia también mostraron
diferencias entre la CC y la PBC;. Se observd mayor sincronia en casi todas las bandas
de frecuencia entre las cortezas analizadas con PBC, en comparacion con el salino y la
CC. Lamentablemente todavia somos incapaces de relacionar el perfil del EEG
observado con los cambios cognitivos caracteristicos producidos por esta sustancia.
Sin embargo, sabemos que la sincronia de la actividad neuronal es fundamental para
permitir una actividad cerebral coordinada. La correlacion temporal de estas
oscilaciones principalmente en el rango de las frecuencias beta y gamma se relaciona
con el nivel de conciencia y diferentes funciones cognitivas (percepcion, atencion,
memoria) (Buzsaki et al., 2013). Por otra parte, en patologias como la esquizofrenia,
que se caracteriza por trastornos psicéticos, alucinaciones, delirio y trastornos del
pensamiento se ha detectado alteraciones en la amplitud y sincronizacion de fase en la
banda gamma (Uhlhaas y Mishara, 2007). También, en pacientes esquizofrénicos se
ha registrado mayor actividad en las frecuencias altas en las areas somatosensoriales
durante episodios de alucinaciones visuales y auditivas (Vierling-Claassen et al.,
2008).
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Aparte, en relacion a nuestros resultados, hipotetizamos que las diferencias
observadas a nivel EEG se podrian deber a la presencia de cafeina en la PBC; De
alguna manera la cafeina combinada con la CC modificaria en forma diferente la

activad talamo-cortical que la CC por si sola.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados de la presente Tesis constituyen las primeras evidencias sobre
las acciones de la PBC en el SNC haciendo foco en su efecto sobre la W, el suefio y
la actividad electroencefalogréafica. De la presente tesis se desprenden las siguientes

conclusiones:

1. Se demostr6 que la administracion sistémica aguda de PBC adulterada con
cafeina es capaz de generar un aumento en la W y disminucién SNREM y sREM
mayor que la cocaina.

2. Se profundizd en el rol de cafeina como adulterante de las muestras de PBC, y se
determiné que la cafeina presente en la PBC es la responsable del marcado aumento
enlaWw.

3. Se evidenci6 que, en comparacién con la PBC; la administracién sistémica aguda del
sucedaneo de PBC,, no presenté diferencias significativas sobre la W y el suefio.

4. Se demostré que la cocaina y la PBC; generan un perfil electroencefalografico

diferente durante la W. Pensamos que dicha diferencia podria estar implicada en el
perfil clinico observado en los consumidores de PBC.
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11. PERSPECTIVAS

Como resultado del trabajo realizado durante esta Tesis surgieron una serie de

perspectivas a futuro, las cuales se resumen a continuacion:
11.1 Completar el analisis de potencia y coherencia a nivel EEG:

- Aumentar el nimero de animales, continuando con el andlisis realizado hasta el

momento.
- Analizar la coherencia interhemisférica en los animales tratados con CC y PBC;.
- Realizar el andlisis EEG bajo los tratamientos de cafeina y la combinacion de CC + caf.

- Realizar un analisis méas detallado del EEG, que permita estudiar el acoplamiento entre

las frecuencias bajas y altas.

11.2 Estudiar los efectos sobre la W y el suefio de la PBC inhalada de modo de contar

con una via de administracion similar a la utilizada por los consumidores de PBC.
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12. PRESENTACION DE DATOS

Los resultados obtenidos en la presente tesis han sido presentados en los siguientes
congresos:

* 2016, Efecto de la Pasta Base de cocaina (PBC) sobre el suefio y la actividad
electroencefalogréfica: rol de la cafeina. (FALAN)

* 2015, Efecto de la pasta base de cocaina (PBC) sobre el suefio Rol de la Cafeina
(SNU).

& 2012, Efectos de Pasta Base de Cocaina (PBC) sobre la vigilia y el suefio (SUB).
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