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RESUMEN

Los sistemas fisiolégicos endégenos que posibilitan a los organismos a vivir en
armonia con los ritmos de la naturaleza, tales como los ciclos dia-noche y las
estaciones del afio, son conocidos como relojes biologicos. La mayor parte de lo
que se conoce acerca de dichos relojes proviene del estudio de los ritmos
circadicos que se encargan de modular las funciones fisiolégicas del organismo y
el comportamiento del ser vivo. Gulan los patrones conductuales tipicos diarios
adn en la ausencia de sefiales externas tales como el amanecer o el anochecer,
demostrando que tales patrones dependen de marcapasos internos para su
periodicidad. Ningun reloj es perfecto, sin embargo, cuando los organismos son
privados de una sefial externa, por ejemplo la luz, estos muestran un periodo de
libre corrimiento caracteristico, de un valor aproximado de 24 hrs. Se cree que la
luz es el sincronizador mas fuerte de los ritmos circadicos.

Uno de los ritmos circadicos mas claros en los mamiferos es el ciclo suefio-vigilia
que depende tanto de un reloj bioldgico interno (nucleo supraquiasmatico del
hipotalamo), como de mecanismos homeostaticos.

El suefic se ha definido como un estado natural de descanso caracterizado por la
reduccién de jos movimientos corporales y la disminucién de la percepciéon de
nuestro enterno, el cual puede ser revertido inmediatamente.

El suefio en el hombre se caracteriza por patrones tipicos de ondas cerebrales
registradas en el electroencefalograma (EEG). Otras especies de mamiferos
muestran patrones electroencefalograficos comparables, pero en los vertebrados
inferiores (ranas, peces) las sefiales caracteristicas del suefio pueden variar, por
lo tanto no existe una definicién formal de este estado.

Ha habido diversos enfoques para tratar de entender los mecanismos que dan
origen al suefio, uno de estos ha sido la busqueda de sustancias inductoras del
misme.

La mayoria de las sustancias inductoras de suefio son de naturaleza proteica; sin
embargo, recientemente se ha propuesto que ciertos lipidos presentan también
proptedades inductoras o reguladoras de! suefio. Uno de estos lipidos es la
anandamida (ANA) considerada como un endocanabinoide, debido a que se
encuentra de manera natural en el organismo y causa efectos similares a los de
los canabinoides, cuando se une al receptor CB1 en el cerebro.




Dentro de los criterios para considerar a una sustancia como factor inductor de
suefio, se incluye que ésta o bien su receptor se modifique a lo largo del ciclo
suefio-vigilia; o bien su concentracion se aitere al perturbar este ciclo.

Asi pues el objetivo de este trabajo fue analizar si los receptores a canabinoides
CB1 fluctuaban a lo largo del ciclo de 24 hrs, ademas de evaluar el efecto de la
privacion de suefio total en la cantidad de CB1 inmunoreactiva.

Nuestros resultados mostraron que la expresién de los receptores a canabinoides
es diferente a lo largo de las 24 hrs del dia, con una tendencia a ser mayor la
expresion en las horas de luz y menor en las horas de oscuridad; tanto en el
hipocampo como en el puente de rata. Por ofro lado observamos que al alterar el
ciclo suefio-vigilia hay una tendencia a la sobre expresion del receptor CB1
inmunoreactivo en ratas con rebote de suefic que en ratas privadas.




I INTRODUCCION

1. RITMOS CIRCADICOS

La mayoria de los procesos conductuales y fisiologicos en los mamiferos
incluyendo al humano, estan sujetos a cambios ciclicos y son gobernados por el
sistema nervioso. Un gran nimero de estudios ha confirmado que la mayoria de
los ritmos diumos en una gran variedad de especies, incluyendo los humanos,
persisten bajo condiciones ambientales constantes, por ejemplo, luz u oscuridad
continua, {Rusak, 1980) y es entonces cuando se les considera ritmos endogenos.

Los ritmos circadicos son, por lo tanto, adaptaciones fundamentales al ciclo solar
de luz y oscuridad. Estos ritmos generalmente tienen una periodicidad (tiempo
requerido para que se complete un ciclo) de aproximadamente 24 hrs. Es por esto
ta designacién de “circadico”, del latin circa: alrededor y dico derivado de dia.

Uno de los ritmos circadicos mas caracteristico en los mamiferos es el ciclo
suefio-vigiia. En base a la distribucién temporal de esta conducta estos
organismos pueden ser clasificados en dos grandes grupos: los mamiferos
diumos, que estan despiertos durante el dia y dormidos durante la noche y los
nocturnos que estan dormidos durante el dia y despiertos durante la noche. Estos
patrones de conducta les han permitido una maxima adaptacién con respecto al
acceso al alimento, como a la reproduccion, lo que en general se traduce como
sobrevivencia.

En los mamiferos, fa organizacion de la funcion circadica esta reguiada por una
serie de estructuras neuronales que son conocidas como sistema circadico, el
cual tiene dos funciones derivadas de las propiedades de los ritmos circadicos: 1a
generacién por marcapasos endégenos Yy la modificacion por estimulos
ambientales, particulammente el ciclo luz—oscuridad.

Uno de los reguladores maestros descubierto en el cerebro de los mamiferos,
conocido como reloj bioldgico intemo, es el nicleo supraquiasmatico (SCN) y
puede ser sincronizado por sefiales extemas tales como los ciclos luz-oscuridad.
El SCN se localiza en el hipotdlamo anterior inmediatamente por encima del
quiasma dptico (Cassone et al., 1988; Moore, 1973). Por lo que en la mayoria de
los mamiferos puede ser distinguido facilmente (Fig. 1).




Fig. 1 Nicleo Supraquiasmitico en el cerebro de mata,

seccidn corons) preparada con tincién de Nissl, EA SCN estd

sefiatado por Ia doble flecha. Son pequeiios wicleos redondos
junto al tercer ventricalo (3), por encima del quizsma éptico
(OC). (Tomada de Moore RY, 1990).

La hipétesis de que el SCN funciona como un marcador del ritmo endégeno ha
sido confirmada con diferentes estudios como los efectos de la estimulacion
eléctrica del SCN (Rusak y Groos, 1982); la restauracién de los ritmos circadicos
después de la ablacion del SCN mediante la implantacion de un tejido
hipotalamico fetal (Lehman et al.,, 1987) y la demostracién de un pericdo ritmico
caracteristico del donante cuando el transplante hipotalamico tiene un periodo
diferente del SCN separado del hospedero (Raiph et al., 1990).

La conducta mas sobresaliente que marca los ritmos circadicos en los adultos
humanos es el ciclo suefio-vigilia. En los humanos recién nacidos el suefio ocupa
de 16 a 18 hrs de las 24 hrs del dia. Para los 3 a 4 meses de edad e} bebé& duerme
de 14 a 15 hrs al dia, ocumiendo dos terceras partes del suefic en la fase
nocturna. A los seis meses la mayoria de los infantes ha logrado un patrén de
suefio, en el cual el suefio nocturno esté bien consolidado. Esta distribucion de los
patrones de suefio obedecen a los requerimientos fisiologicos del individuo (Fig.
2).
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Patrones del sueilo de acuerdo 2 la edad

Durante ¢ desarroio de los nifios, varia tanto la distibucion de suefio en un periodo de 24 hvs como el requesimiento de
suefio total. Un niflo recién nacido requiere de 16 a 18 Mrs. de suefto, para un nifto de un afto, ol requerimiento decrece a 14
o 15 hrs, de 10 a 12 hrs para nifios de cuatro afios y menos de 10 his de suefio para nifios mayores de 10 afios. La
necesidad de suefio decrece progresh e en e adolescente establizéndose de T a 8 fws. en ef adulto. Los ancianos
tienden a perder su capacidad para mantener el sueho. Elos pueden dormir muy poco de noche pera tener siestes (suefto
ligero) ceoante el dia regresando a un patrdn de suefio mullifasico simdiar al de ta primera infancia.

Ademas del ciclo suefig-vigilia, en el humano se presentan numercsos ritmos
circadicos. Algunos ejemplos son la temperatura corporal, la concentracién de la
hormona del crecimiento en el suero, el porcentaje de cortisol sérico, la cantidad
de potasio excretada, etc {Fig. 3).
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2. SUENO

El suefio es un estado natura! de reposo caracterizado por la reduccién de los
movimientos corporales y [a disminucion de la percepcidn de nuestro entomo. El
suefio es distinguido de ofros estados tales como hibernacion, intoxicacion,
hipnosis, anestesia, estupor o coma, debido a su facil interrupcion por
estimulacién, por ejemplo, mediante un ruido de alta densidad. Mientras que la
funcién del suefic permanece como un misterio, los investigadores de éste
fendmeno han tenido enomes progresos acerca de c¢dmo ocurre en humanos y
otros animales, asi como la naturaleza de los trastomos del mismo.

En un periodo corto de tiempo, los investigadores han descubierto que el suefio es
una conducta dinamica, no simplemente la ausencia de vigilia. Asi, el suefio es
una actividad especial del cerebro controlada por mecanismos elaborados y
precisos.

Todos los mamiferos y aves

duermen, pero no estamos seguros MAMIFEROS HORAS DE SUERO EN

si los reptiles, peces, insectos y otras . UN PERIODO DE 24 HRS.
formas de vida duerman. ! perezoso gigante 20
La suma total de suefic por cada , Zarigleya 19
periodo difiere grandemente entre las - - S
especies. En general, los mamiferos Kesta 16
grandes tienden a dormir menos que

los mamiferos pequefios. j Latn savaje 16
La jirafa y los elefantes, por ejemplo, : Raton 3
duermen solamente de menos de

una hora a 4 horas al dia, mientras | "9 10
que los murciélagos, las zariglieyas y .

los armadillos duermen 18 hrs. al dia
o mas (Tabla 1).

: Vaca, cabra, burro, 3
Cahalio, elefante 2

Tabta 1.




Durante el suefio, la mayoria de los animales cierma los ojos y adopta posiciones
particulares referidas como posturas especificas de esta funcion. Los humanos
tipicamente se acuestan para dormir, mientras que las jirafas se arrodillan y
doblan sus largos cuellos para descansar su cabeza en el angulo posterior de su
rodilla. Algunos animales tales como los delfines pueden dormir mientras estan en
movimiento (Fig. 4).

A pesar que la conducta durante el suciio varia dependiendo de las
especies, en general se cree que los ceticeos (ballenas, marsopas y
delfines) en efecto duermen, lentifican su motricidad y se mantienen
ya sea en la superficie o bien sumergiéndose lentamente en el agua.

(Fig. 4)

3.  CICLO SUENO-VIGILIA

A pesar de que en los humanos el suefio ocupa una tercera parte de su vida, por
muchos afios sélo se considerd el aspecto mental de las ensofiaciones sin tomar
en cuenta su relacién con e} estado funcional del cerebro. Hoy en dia nos
dedicamos a estudiar el suefio en base principalmente a tres medidas fisiologicas,
con las que se define el suefio y sus diferentes etapas:

1) Electroencefalograma (EEG), es conocido popularmente como “ondas
cerebrales”, fue caracterizado en 1929 por Hans Berger después de disefiar el
primer electroencefalografo. Este aparato registra la actividad eléctrica del
cerebro, en base a pequefios cambios en voltaje entre dos electrodos al
ponerse en contacto con el cuero cabelludo. El EEG permite evaluar ios
niveles de actividad cerebral a diferentes tiempos durante el suefio. Los
cambios en voltaje se miden en base a la variacion en duracién expresada en
Hertz (Hz, ciclos por segundo) y amplitud expresada en microvolts (uV,
millonésima de volt).

2) Electrooculograma (EQG); registra la actividad eléctrica de los masculos que
controlan los movimientos oculares; para lo cual se coloca un par de
electrodos sobre ia piel cerca del 0jo los cuales registran un cambio en voltaje.




3) Electromiograma (EMG); es un registro de la actividad eléctrica emanada de
los mUsculos activos; puede ser registrada con electrodos sobre 1a superficie
de la piel, que cubren un misculo. En humanos, el EMG es tipicamente
registrado en el mentén, debido a que los misculos en esta area muestran
cambios muy draméticos en su tono asociados con las diferentes etapas del
suefio.

En base a estas medidas se ha determinado que en los humanos el ciclo suefio-
vigilia presenta diferentes etapas: Vigilia (VIG), suefio de ondas lentas {SOL) que
consiste de cuatro fases: I, Ii, lll, y IV y suefio de movimientos oculares rapidos
(SMOR) (Fig. 5).

En la vigilia el EEG alterna entre dos patrones principales: una actividad de bajo
voltaje (10-30 pv), rapida (16-25 Hz o cps), que es ilamada frecuentemente
“activacion” o patrén desincronizado. La otra actividad es un patrén sinusoidal de 8
a 12 Hz, entre 20 y 40 pvque es llamada actividad “alfa”. La actividad alfa es
mas abundante cuando el sujeto esta relajado y con los ojos cerrados. Ei patron
de activacién es mas abundante cuando el sujeto estd alerta y con los ojos
abiertos explorando un ambiente visual. Los movimientos oculares rapidos
(MORs) pueden ser abundantes o escasos dependiendo de la cantidad de
exploracion visual. Y el EMG puede ser moderado ¢ alto dependiendo del grado
de tensiéon muscular.

En SOL |, la actividad alfa decrece, la activacion es escasa y el EEG consiste
principalmente de actividad de voltaje medio (50 a 75 uv) y una frecuencia mixta
de 3 a 7 Hz, se caracteriza por la presencia de ondas agudas del veriex; no hay
presencia de MORs y el EMG es de moderado a bajo.

En SOL 1l, en contraste con una continuidad de voltaje medio, aparecen en el EEG
husos de suefio que son ondas sinusoidales con una frecuencia entre 12 y 14 Hz,
ademas de la presencia de los complejos K. El EOG y EMG contindan igual que
en la etapa anterior.

En SOL Ill, aparecen en el EEG las llamadas ondas “delta” que son ondas de
amplitud alta (>75 uv) de actividad lenta (0.5-4 Hz),

En SOL IV, hay un incremento cuantitativo de actividad delta, tal que llegan a
dominar los trazos del EEG. A lo largo del suefio Delta (SOL Il y IV) el tono
muscular y los MOR decrecen paulatinamente.




En el SMOR, el EEG presenta actividad cortical de bajo voltaje con frecuencia
mixta similar a la etapa | y desincronizada, como en vigilia. Hay presencia de
MORs y atonia muscular. El 80% de las ensofiaciones ocurren en esta fase
{Retschaffen y Kales, 1968), hay también cambios fisiologicos importantes tales
como aumento de fiujo sanguineo en areas visuales y disminucion del flujo
sanguineo en la corteza frontal inferior.
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Fig. 5. El cerebro no est4 inactivo durante el suefio. El EEG muestra fos patrones de actividad eléctrica
durante las diferentes etapas de suefio. Notar que las ondas cerebrates de una persona en estado de
alerta y aquellas de una persona en sMOR (cuando ocurren las ensofiaciones) son similares en
frecuencia y amplitud; es por esto que al SMOR se le conoce tamblén como suefio PARADOJCO. En el
suefic no MOR {NMOR) las ondas tienen una amplitud alta y una frecuencia baja indicando que las
neuronas en el cerebro estdn disparando en una forma sincronizada

El suefio caracterizado por poco o ningldn movimiento ocular es llamado suefic no
MOR {NMOR) que corresponde a las etapas |, li ill y IV. En humanos, las etapas
Il y IV se conocen como suefio de ondas lentas (SOL) o suefio delta, en
mamiferos inferiores el SOL es igual al suefioc NMOR.

La actividad cerebral durante el suefio NMOR esta dominada por ondas lentas y
de alto voltaje a diferencia de las ondas rapidas y de bajo voltaje caracteristicas de
un suefio MOR y de un estado de vigilia.




Durante el suedo NMOR los ritmos respiratorios y cardiacos disminuyen, y (a
temperatura corporal y presion sanguinea frecuentemente decrecen. Cuando se
despierta a un sujeto de un periodo de un suefio NMOR es mucho menos
probable que reporte que estaba sofiando.

El término de Suefio de Movimientos Oculares Réapidos (MOR) data del afio de
1953, cuando los fisidlogos Eugene Aserinsky y Nathaniel Kleitman reportaron que
durante el suefio ocure un periodo de movimientos oculares rapidos. Ademas
observaron que cuando los sujetos transitaban por el suefio MOR, al despertarios
reportaban que estaban sofiando. Kleitman decia que funcionamos bien los
primeros 90 min contados a partir del despertar, posteriormente es necesario
reposar. Esto ocurre durante las 24 hrs. del dia, por lo tanto, ocurre mientras
estamos despiertos y aun cuando estamos dormidos. Esto fue nombrado como
*Ciclo basico de actividad-reposo ™.

Estudios de suefio basados en EEGs han mostrado que excepto en ciertas
condiciones patoldgicas una noche nomal de suefio en el humano presenta un
ciclo entre suefio MOR y NMOR con patrones muy regulares. En los adultos
{entre 20 y 60 afios), comienza con cerca de 90 minutos de sueiio NMOR seguido
por un periodo de cerca de 10 min. de suefio MOR, pudiendo haber por noche de
4 a 6 ciclos dependiendo de la longitud de los episodios y el total de tiempo
dormido (Hartmann, 1968). Durante la noche, la suma de las etapas 3y 4 decrece
y la proporcién del ciclo ocupado por ei suefio MOR tiende a incrementar, esto es
que el primer episodio de suefic MOR es de aproximadamente 10 min. creciendo
progresivamente alcanzando hasta los 30 min. en las primeras horas del dia. La
mayoria de los adultos pasan cerca del 20 % de! tiempo de suefio total en suefio
MOR (Fig. 6).

Fig. 6 SECUENCIA DE ESTADOS Y ETAPAS DE SUENO EN UNA NOCHE TIPICA




El gato y la rata han sido algunos de los animales mas utilizados para los
diferentes estudios bdasicos del suefio, vya que también presentan SOL,
clasificado-en SOL | y II, y sSMOR con atonia muscular (Jouvet, 1969). Presentan
ciclos polifasicos, es decir que a lo largo de las 24 hrs del dia estan durmiendo y
despertando, con una duracion por ciclo de 27 min. aproximadamente (Defome et
al., 1965).

4. FUNCIONES DEL SUENO

A mas de un siglo de! estudio cientifico del suefio, incluyendo casi cuatro décadas
de investigacién intensa, las funciones biolégicas del suefio permanecen aan
como un enigma. A pesar de que no se sabe con seguridad porqueé dormimos,
existen un gran nimero de teorias. Las posibles funciones del sueiio pueden ser
consideradas en un principio como una perspectiva evolutiva primordial. El suefio
pudo haber evolucionado para proteger a los animales de sus predadores
reduciendo su actividad durante el tiempo en que son mas vulnerables.

Se han realizado diversas investigaciones para encontrar las funciones tanto del
suefio MOR como del NMOR. Cuando se han estudiado sujetos, tanto humanos
como animales, privados de suefio MOR, se ha cbservado que pasan un mayor
pericdo de suefio MOR durante su siguiente ciclo de suefio para recuperar el
perdido. El suefic MOR después de una privacidn, se expresa con mas intensidad,
ademas de que presenta mayor nimero de MORs por minuto que el suefio MOR
nomnal (esto es conocido como REBOTE de suefio). Similarmente, sujetos
privados de suefio NMOR generalmente tienden a compensar su pérdida de
suefio NMOR. La actividad cerebral registrada en el EEG muestra que este rebote
de suefio NMOR difiere del suefio NMOR normal. Estas investigaciones sugieren
que el cuerpo necesita periodos adecuados tanto de suefio MOR como de NMOR
y se cree que las dos clases de suefio tienen diferentes propésitos biolégicos.

La mayor proporcion de suefio MOR en el recién nacido en comparacion con el
adulto sugiere que el suefic MOR juega un papel importante en el desarrolio del
cerebro.

Actualimente, se ha sustentado que el suefio MOR juega un pape! importante para
el aprendizaje; se ha reportado que después de la realizacion de una tarea
conductual, la cantidad de suefio MOR se incrementa de manera muy notable,
mientras que privaciones selectivas de suefio MOR afectan la consolidacién de la
memoria, indicando con esto, una estrecha relacion entre ambos fenémenos. Con
esto se sugiere que una de las posibles funciones del suefio MOR es favorecer el
aprendizaje y 'a memoria basandose, en que durante el suefio MOR
consolidamos la informacion adquirida durante la vigitia (Murillo, 1998).




Otra hipétesis es que el suefio sirve para restauracion y/o recuperacion bioquimica
ylo fisiolégica que son progresivamente degradados, principaimente durante la
vigilia.

El suefio, se cree que también sirve para reducir el coeficiente metabdlico y la
temperatura corporal en animales endotérmicos mamiferos y aves durante
periodos de descanso. Los datos de mayor peso a favor de la hipétesis de la
conservacion de [a energia son las continuidades de termorregulacién ¥
electrofisiolégicas entre la hibemacion y el suefio.

Hay otra teoria que establece que durante el suefio la corteza cerebral elimina
informacién que considera “superflua” para el individuo.

5. FACTORES INDUCTORES DE SUENO

Para tratar de entender los mecanismos que dan origen a las diferentes fases de
suefio se han utilizado diferentes enfoques. Uno de ellos ha side la busqueda de
sustancias o factores capaces de inducir suefio. Asimismo, una de las estrategias
mas utilizadas ha sido el privar de suefio total, o selectivamente de SMOR a los
sujetos con el fin de inducir la acumulacion de un potencial factor de sueno.

Para que una sustancia endégena sea considerada como factor inductor de suefio
debe cumplir con ciertos criterios: inducir yfo mantener el suefio; el efecto inductor
de suefio debe ser dependiente de la dosis; tener un efecto similar en diferentes
especies; existir naturalmente en el organismo; mostrar variaciones en su
concentracion, sintesis o recambio asociadas a los cambios en el ciclo suefio-
vigilia, 0 bien en los receptores que medien sus efectos; y estar quimicamente
identificado. (Borbely y Tobler, 1989).

Actuaimente hay identificados mé&s de un par de decenas de sustancias
inductoras de suefio (Tabla 2).
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Tabla 2. Sustancias Promotoras de sueflo

SOL “MOR__

WVIGILIA

HORMONAS

Hormona de{ crecimiento (HC)
Hormena Protactina (HPr)
Hormona fberadora de HC
tnsulina

Somatostatina

Progesterona
Arginina-Vasetocina
NEUROPEPTIDOS

Peptido Vasoactivo Intestinal (VIP)
Peptido semejante a Corticotropina (CLIP}
Colecistocinina (CCK-8)

Cortistats

INMUNOCOMPUESTOS

Imerferon 2 (IFN}

interleucina 1 ay B OL - elL 1-§)
Péptidos muwrami (PM)

Factor de Necrosis Tumoral (TNF)

FACTORES INDUCTORES DE SUERO

Péptido Inductor de Suefia Delta (DSIP)
Factor S

Sustancia Promotora de Suvefio (SPS)
Uridina

Deoxicitidina

Prostaglandinas

Newoproteinas

Neuropéptidos

UPIDOS

Oleamida
Anandamida

...
Twon
T

4+ 4+
i1

R

+ Eaad
o : -t
= L

SRS EEEE NS EE:

11

Notas:

- Tabla hecha con datos obtenidos en las citas: 3, 4, 18, 20, 22y 39

-+ efecto promotor

efecto inhibidor
n cambios observados

- masdemavezo.ak;kmdebssigms:‘gﬁfmmawputmdapmanmﬂﬁmh
{ase.




De estos factores inductores de suefio queremos destacar a los dos de naturaleza
lipidica. Uno de ellos es la oleamida (OLE) (cis-9,10 octadecenoamida), el cual es
un lipido descrito recientemente (Lemer et al., 1994, Cravatt et al., 1995) llamado
originalmente cerebrodiene. Fue aislado del liquido cefalomaquideo de gatos
privados de suefio; posteriomente se identificd también en rata y en humano. Se
localiza en altas concentraciones en hipocampo, neocorteza, y amigdata (Thomas
et al, 1997; Egertova et al., 1998) y en menores concentraciones en talamo,
hipotalamo, cerebelo, corteza y bulbo olfatorio.

Nuestro grupo de investigacion, recientemente ha hecho estudios sobre este lipido
observando que participa de manera activa en la modulacion de los estados de
alerta, incrementando el SOL 1 y el SOL 2 a expensas de la vigilia y el SMOR,
ademéas de que disminuye la temperatura corporal, deteriora la consolidacidn de {a
memoria, e inhibe 1a actividad motora (Muritlo et al., 1998).

Estos efectos son similares a los efectos producidos por los canabinoides por lo
que se considerd a la oleamida un endocanabinoide. No se une con gran afinidad
a los receptores a canabinoides, sin embargo parece compartir las vias de
catabolismo de la anandamida (ANA), primer lipido endocanabinoide descrito;
ambas son degradadas por la misma enzima, la hidrolasa de los acidos grasos
(FAAH); se ha propuesto que su sintesis en el cerebro es a partir de acido oléico
y amonio.

6. CANABINOIDES Y MARIHUANA

Cabe sefialar que l!os canabinoides son las sustancias con propiedades
psicoactivas extraidas de la planta Cannabis sativa, conocida comunmente como
planta de la marihuana. Se conocen dos variedades de dicha planta: indica y
americana. Los canabinoides se localizan en toda la plania, pero en mayor
concentracién en las flores. El principal componente psicoactivo de la marihuana
es el A9-Tetrahidrocanabinol (A9-THC), que fue descrito en 1964 por Gaoni y
Mechoulam {Citado en: Johnson, 1986}.

Es importante sefalar que no es el Unico canabinoide que se extrae de la
marhuana. De las 400 sustancias analizadas, sélo 60 tienen una estructura
quimica simitar al A3-THC, son menos potentes pero no dejan de ser metabolitos
potencialmente importantes para su uso terapéutico o sus interacciones con el A9-
THC. Por ejemplo, el canabinol no psicoactivo, el canabidiol y el acido
canabindlico se sugiere que contribuyen en algunos de los efectos mediados por
el A9-THC sobre tejidos periféricos, tales como proteccidon  celular,
inmunosupresion y propiedades antiinflamatorias  (Felder vy Glass, 1988 y
Mechoulam, 1986).




Las propiedades psicoactivas de la marihuana se conocen desde hace mas de
4.000 afios. Inclusive su uso terapéutico habia sido reconocido desde hace miles
de afios (Zias et al., 1993). La marihuana habia sido empleada con fines misticos
y religiosos; pero su poputaridad inicial no solo se debe a esta propiedad, sino
también a varias aplicaciones meédicas, ampliamente documentadas por la
medicina hindq.

La mayoria de las drogas tienen la capacidad de inducir cambios psicoactivos
modificando la fisiologia del cerebro ya que alteran los estados de alerla, la
percepcion, la memoria y otras conductas.

La marihuana, y el opio son las drogas ilicitas mas cominmente utilizadas a nivel
mundial. En Estados Unidos, un 55% de jovenes adultos admiten haber tenido
alguna experiencia con la marihuana (Prospéro et al., 1999). En México, son las
drogas mas utilizada después del alcohol y el tabaco. En una encuesta reciente,
realizada a mas de 13,000 personas entre edades de 12 a 65 aiios, al menos el
1% admitié haber consumido marihuana (Tapia et al., 1930).

La ingestion del A9-THC presenta diversos efectos tanto placenteros como
adversos dependiendo de la dosis (tabla 3), de los cuales el que nos interesa por
el momento es que produce somnolencia.

Tabla 3. Efectos del AS-THC

Efectos Placentoros

Incremento en 1a parcepcion de uno mismo

Sensacion de bienestar

Estado de somnolencia (puede ser interpretada por el sujeto como relajacion)
Reduccién en la percepcidn al dolor

Aumenta i deseo sexual

b b=

{Prospero et al., 1999)
Efectos Adverses

Deterioro en la memoria a corto plazo

Deterioro en la coordinacién motora

Detetioro en la habilidad cognitiva y atencidn

Decremento en la temperatura

Incremento en el SOL

Baja los niveles de testosterona inhibiendo la espermatogénesis
Induce disfuncién erecti!

Suprime la hormona leutinizante, afterando el ciclo menstrual
Provoca efectos teratogénicos

WoN®mG A

Nota:

Para ampliar la informacién acerca de los datos sobre efectos que ocasiona 1a marihuana y el A THC {Ameri,
1999).
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Por otro lado la marihuana se ha utilizado con fines terapéuticos en diversos
padecimientos tales como: molestias del parto, migrafia, convulsiones, atenuacién
de nauseas y vOmito asociados a la quimioterapia. Decrece la constriccion
bronquial en asma y la motilidad intestinal durante accesos de diarrea. Mas
recientemente, se ha reportado, como estimutante del apetito en pacientes con
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Felder y Glass, 1998).

7. RECEPTORES A CANABINOIDES

Los efectos ocasionados por la marihuana y el A>THC, habian sido atribuidos
inicialmente a una perturbacién membranal, siendo esta la primera hipbtesis en
tratar de exponer un mecanismo con el cual explicar como el AY-THC inducia sus
efectos. Con los estudios hechos por Howlett y Fleming en 1984 y Devane et al.
en 1988, ésta hipdtesis fue abandonada al demostrar la existencia en el cerebro
de un receptor que reconocia un canabinoide sintético. A partir de este momento
comenzd la busqueda del ligando endSgeno que naturalmente ocupaba ese
receptor,

CB#1, fue el primer receptor a canabinoides descrito, conocido como receptor
canabinoide cerebral o neuronal. Fue caracterizado molecularmente y clonado a
fines de jos 80's (Devane et al, 1988; Matsuda et al, 1990). Se expresa
preferencialmente en areas del sistema nervioso central (SNC) tales como
hipocampo, cerebelo, regiones corticales y ganglios basales (Felder y Glass,
1998); éstas son areas que contribuyen de manera importante en el contro! de ia
memoria, la cognicion, el movimiento y la percepcion del dolor. En efecto, tales
funciones pueden ser influenciadas fuertemente por drogas canabinoides con
consecuencias tales como euforia, analgesia, sedacidn y deterioro en la memoria
(Stelta et al., 1997). Ademas se localiza en bajas concentraciones en areas como
puente, tallo cerebral y tilamo. Dichas areas estén relacionadas con el control de
diversas conductas, tales como et ciclo suefio-vigilia. También ha sido encontrado
su RNAm en testiculos.

El receptor CB1 perienece a la familia de receptores con siete dominios
transmembranales {fig. 7)., con tres loops intracelulares y tres exiracelulares.
Posee un grupo amino terminal extracelular y un grupo carboxilo terminal
intracelular. InteractGia con las proteinas Gi produciendo por un lado la inhibicion
de la actividad de la adenilato ciclasa (AC) reduciendo por lo tanto ia produccién
de AMP ciclico, y por otro lado actia sobre las fosfolipasas (A2 y C) estimulando
la liberacion de acido araquidénico, diacil glicerol e inositol trifosfato.




NH:

Espacio extracelular

Espacio intracelular Gi

COOH
X
cAMP

FIG. 7. Receptor a canabinoides CB1 que pertenece a fa familia de receptores con siete
dominios transmembranales, interactiia con las proteinas Gi inhibiendo la actividad de la
adenilato ciclasa y por lo tanto reduce la produccién de AMP ciclico.

CB2: es otro receptor a canabinoides distribuido principaimente en el sistema
nervioso periférico, pero también se ha localizado en el bazo, el higado, el pulmén,
el timo y los rifiones. No se ha detectado su RNAm en cerebro. No se sabe que
mecanismos de transduccion median la activacion de los receptores CB2; al
pertenecer a la misma familia de receptores con siete dominios transmembranales
interactiian al igual que el CB1 con las proteinas G, desencadenando los mismos
efectos. Actualmente se ha postulado que e CB2 puede estar modulando
procesos relacionados con el sistema inmune.

Recientemente se ha descrito otro receptor a canabinoides que es una variante
del CB1 conocida como CB1A, teniendo una distribucién idéntica al CB1 (Shire et
al., 1995).

Tanto el A®-THC, como ANA, se acoplan al CB1 y CB2, pero con una marcada
preferencia por el CB1 (Felder y Glass, 1998). Por lo que se ha postulado la idea
de que tanto los canabinoides exégenos como endogenos emplean el sistema de
receptores CB1 para llevar a cabo sus efectos.

Los receptores canabinoides son regulados por fo menos por tres clases de
ligandos agonistas: a) canabinoides (A9-THC), b) eicosanocides (grupo al que
pertenece la anandamida) y ) derivados aminoalquilindoles.




8. ENDOCANABINOIDES

. Como se habia mencionado anteriormente el primer endocanabinoide descrito fue
la Anandamida (ANA)} (Araquidoniletanolamida). En el sanscrito hindG significa
bendicion {Devane ef al., 1992). Fue descrito en 1992 por Mechoulam; se trata al
igual que OLE, de un lipido enddgeno que se une a los receptores a canabinoides
y mimetiza ia accion del A9-THC (Devane et al, 1992). Es un eicosanoide que se
forma a partir de 'a condensacién catalizada enziméticamente del acido
araquidonico (AA) con etanolamina por accion inversa de la enzima FAAH
{Devane y Axelrod, 1994}

Es interesante sefialar que la enzima que degrada a ANA, originalmente conocida
como anandamida amidohidrolasa (Maurelli ef al., 1995), ahora conocida como
Fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH) (Cravatt et al., 1995), muestra gran actividad
en regiones del SNC como el hipocampo (Thomas ef al., 1997).

Posterior a la despolarizacion de la membrana de las neuronas del SNC, ANA es
liberada y puede bien unirse a los receptores o bien ser capturada por un
acarreador y degradarse por la FAAH produciende etanolamida y 4cidos grasos
los cuales se incorporan posteriormente a los fosfolipidos de la membrana.

Las concentraciones mas elevadas de ANA se han encontrado en areas del SNC
donde se localizan los receptores CB1 (Felder ef al., 1996, Glass ef al,, 1997},
tales como hipocampo, estriado, cerebelo y corteza cerebral; en menores
concentraciones en talamo, explicando la serie de alteraciones conductuales que
provoca. También se ha detectado en plasma y regiones periféricas como testiculo
(Wang et al., 1983; Felder y Glass, 1998).

Los efectos de ANA a nivel celular son similares a los inducidos por el AS-THC: a
bajas concentraciones disminuye la actividad de la AC, disminuyendo a su vez la
concentracion del AMPc (Childers, 1998). Incrementa la conductancia de los
canales de potasio; y a altas concentraciones activa la fosfolipasa A2 (PLAZ} y la
sefial de transduccién de la MAP cinasa, modulando de esta manera la
produccién y liberacién de ofros neurotrasmisores (Wartmann, 1995).

Los efectos conductuales de ANA son similares a los inducidos por el AS-THC
pero con menor duracién; produce analgesia, inactiva los centros
termomeguladores dando como resultado hipotermia, inactiva los centros de
percepcion. Ademas, nuestro grupo en estudios recientes observd que interfiere
con procesos cognitivos como los procescs de la memoria, incrementa el SOL 2y
el sSMOR a expensas de la vigilia, interfiriendo también en procesos motores
{Muriflo et al., 1998).
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[ PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los efectos que ANA ocasiona sobre el suefio fueron reportados por nuestro
grupo en 1998, después de observar que la administracion intra cerebro
ventricular (icv) de ANA induce un incremento en la cantidad de SOL 2 y de
SMOR, mientras que se observa un decremento significativo durante la vigilia
(Murillo ef al., 1998).

Hoy en dia se desconoce la ruta por la cual ANA puede modificar e! suefio. Sin
embargo, experimentos llevados a cabo en nuestro grupo han mostrado que al
bloquear el receptor a canabinoides CB1 empleando el antagonista SR141716A,
se previenen los efectos que ocasiona ANA en el suefio (Murillo et al., 2000). Este
dato es imporiante ya que sugiere que las alteraciones que ocasiona ANA en el
suefo, pueden ser explicadas parcialmente mediante la activacion del sistema de
sefalizacion de endocanabinoides.

Thomas y cols (1999), sefialaron que OLE puede activar a células del talamo e
hipotalamo de ratén, sugiriendo con esto un posible mecanismo neuroanatémico
involucrado en la generacién del suefio, es decir que se sugiere que OLE podria
estar activando determinados nucleos del SNC involucrados en ta generacion del
suefo.

Mendelson y Basile (1999), demostraron que empleando el SR141716A, se
prevenia el aumento en la somnolencia observado tras la administraciéon de OLE.
Nuestro grupo ha demostrado que la OLE presenta un efecto dosis-dependiente
sobre el incremento en la cantidad de SOL. El efecto mas importante se obtiene
con dosis de 25 pg, provocando una reduccién de laVIG y el SMOR asi como un
incremento en la cantidad de SOL1 y SOL2; éstos efectos son blogqueados
empleando el SR141716A {Murillo ef al., 2000).

Por los efectos causados por OLE y ANA, observados por nuestro grupo,
sugerimos que estos canabinoides endégenos juegan un papel importante en la
regulacion del suefio.

En base a la efectos provocados por los endocanabinoides en el cerebro via
receptores CB1 y basandonos, como ya se habia mencionado anteriomente, en
que el ciclo suefio vigilia es un ciclo circadico, nos interesamos en saber si el
receptor a canabinoides CB1 muestra también una variacién diuma. No seria el
unico receptor en el cerebro que presentara una variacion circadica; por ejemplo
en 1995 Holmes y cols. reportaron que los receptores a serofonina y
corticostercides se expresan siguiendo un ritmo circadico en neuronas del
hipocampo. En 1999, Diaz Muiiéz y colaboradores observaron que el receplor a
rianodina presenta una modulacion circadica en SNC de roedor.
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Asi mismo,

nos interesamos en analizar si la expresion del receptor a

canabinoides CB1, en puente e hipocampo, se altera al modificar el ciclo suefio-

vigilia.

. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

OBJETIVOS

1.

La expresion del receptor CB1 cursa con variaciones diumas en
hipocampo y puente de rata.

La expresion del receptor CB1 aumenta con la privacién de suefio y
disminuye con el rebote.

Determinar las concentraciones del receptor CB1 inmunoreactivo a
las 9:00, 13:00, 17:00, 21:00, 1:00 y 500 hrs en puente e
hipocampo de rata.

Evaluar la concentracion del receptor CB1 en hipocampo y puente de
rata con privacidn de suefio total.

Evaluar la concentracién del receptor CB1 en hipocampo y puente de
rata con rebote de suerio de dos horas.




IV. METODOLOGIA

Sujetos experimentales. En todos los experimentos se utilizaron ratas macho
adultas, de la cepa Wistar, con un peso entre 250 y 300 g. Fueron animales
clinicamente sanos mantenidos en condiciones de bioterio y cuidados de acuerdo
con los lineamientos para el uso de animales de investigacién de la Ley General
de Salud en México y con la Guide for the care and Use of Laboratory Animals. Se
mantuvieron en un ciclo constante de luzfoscuridad 12/12 (luz encendida a partir
de las 8:00 A M), con agua y comida ad libitum.

1. Variaciones diurnas

Para observar las variaciones de la expresion del receptor a canabinoides CB1, se
sacrificaron 30 ratas, sin manipulacion previa, a diferentes horas de! dia: 9:00,
13:00, 17:00, 21:00, 1:00 y 5:00; cinco ratas por cada punto.

Las ratas fueros sacrificadas por decapitacion, inmediatamente se les exirajo el
cerebro el cual se colocd sobre una caja de pefri que contenia papel filtro himedo
con solucién salina; todo esto en frio. Se procedid a la extraccion del puente e
hipocampo total. Al momento el tejido fue mantenido en hielo seco; una vez
extraidos todos los tejidos se congelaron a —70°C hasta su uso.

2. Privacién de suedio total.

Para analizar si la expresion del receptor a canabinoides CB1 se modifica al
alterar el ciclo suefio-vigilia, se procedié de la siguiente manera: se privaron 10
ratas de suefio total mediante manipulacién leve, es decir acicalando a la rata,
evitando que caiga en algin tipo de suefio, durante un periodo de 12 hrs (9:00 -
21:00 hrs), suministrandoles agua y comida ad libitum. A 5 de estas ratas se les
permitid un rebote de sueiio, el cual consiste en que una vez que se privan de
suefo total, se les deja dormir durante dos horas (19:00-21:00 hrs). A las 21:00
hrs. fueron sacrificadas por decapitacion para obtener puente e hipocampo. Se
siguié el procedimiento que a continuacion se describe para fa obtencion de tejidos
y preparacion de muestras.




3. Obtencion de tejidos y preparacion de muestras

Una vez extraido el tejido se congeld a —70°C. Se procesd homogenizandolo con
un amortiguador formado por Tris-HCI adicionado con inhibidores de proteasas,
aprofinina y PMSF (Ver anexc). Posteriormente se centrifugé (600 Xg, 10", 4°C)
(Centrifuga Sorvall Super T21), se deseché el primer precipitado. El sobrenadante
se someti® a una segunda centrifugacién (39,000 Xg, 15', 4°C). E! segundo
sobrenadante se sometid a una cuantificacién de concentracion proteica por el
método de Lowry {Lowry et al., 1951).

4. Cuantificacién de proteinas

Para cuantificar las proteinas del tejido analizado, se ulilizd ef método de Lowry.
Es un método cuantitativo que se hace en un medio alcalino. La base de este
método consiste en usar la reaccion de Biuret {anexo), es decir la interaccién de la
proteina con el Cobre, bajo condiciones basicas junto con la reduccion del
reactivo Folin-Ciocalteu. Dentro de las ventajas que nos da, es que es muy
sensible y varia muy poco entre diferentes proteinas y dentro de las desventajas
tenemos que es imeversible, interfieren muchas sustancias y tiene una velocidad
de reaccidn lenta.

Utilizamos 5 ul de cada muestra para la cuantificacion de proteinas.

5.-  Electroforesis con gel de poliacrilamida con SDS (SDS- PAGE)

Se preparé un gel de poliacrilamida al 12% adicionado con SDS (Laemmli, 1970)
(ver anexo). Se mezci6 una cantidad correspondiente a 15 pg de proteina, de cada
una de las muestras, con amortiguador de protefnas 2x, a una dilucién 1:1
(anexo). Se utilizaron estandares de pesos moleculares (GIBCO BRL), los cuales
junto con las muestras se calentaron a 100°C durante 2 min. Cada una de las
muestras se sonicd con un sonicador de ultrasonide (ultrasonic homogenizer
4710); se centrifugaron las muestras a 10,000 r.p.m. durante 10 min. La
electroforesis se comid a 150 V, hasta que el frente de comida liegd a
aproximadamente 5 mm del borde inferior del gel.
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6.- Inmunoelectrotransferencia.

El patrén de proteinas obtenido se transfirié a una membrana de nitrocetulosa
(NC) {GIBCO BRL), con un didmetro de poro de 0.45y, siguiendo el procedimiento
reportado por Towbin (1979). La transferencia se llevd a cabo a 100 Volts, durante
una hora en una camara humeda de transferencia (Mini trans-blot, BIORAD). La
membrana de NC fue recortada en tiras, correspondiendo a los diferentes carriles
del gel. Las tiras de NC se incubaron en una solucién blogqueadora (anexo)
durante 30 min con la finalidad de blogquear sitios inespecificos. Cada tira se
dividié en dos: una se incubd con suero normal de conejo (1:1600} y la otra se
incubd con el primer anticuerpo anti-CB1 (1:1600), toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se hicieron tres lavados con PBS-Tween (anexo) de 5 min cada uno; se
hizo una incubacién con un segundo anticuerpo (IgG peroxidado anti conejo
hecho en cabra) (1:2000), durante 45 min, a temperatura ambiente. Este
anticuerpo tiene acoplada la enzima peroxidasa de rabano. Se lavo nuevamente
con PBS-Tween durante 5 min. cfu. La reacciéon antigeno-antiCB1-antilgG fue
reconocida adicionando el sustrato diamincbencidina (DAB) (anexo), la cual es
oxidada por la enzima peroxidasa, permitiéndonos detectar la presencia de
receptores a canabinoides CB1.

La inmunoelectrotransferencia se estandarizd hasta obtener la forma de bloqueo
exacto de Jas membranas, es decir, la cantidad de leche empleada (10%), el
porcentaje de Suero Normal de Cabra (2%) y ¢! tiempo empleado (ver anexo). Asi
como también la cantidad de proteina usada para comer en el gel de
poliacrilamida. También se optimizd la concentracién de ambos anticuerpos
utilizados y el tiempo de revelado.

7. Densitometria

La densidad de la banda comrespondiente al receptor CB1, se cuantificé utilizando
un sistema para documentacion y andlisis de geles (Kodak Digital Science EDAS
120). La intensidad neta (IN} obtenida, se refiere a la intensidad en color de la
banda, es decir que tan ciaro o que tan oscuro esta. La IN, en todos los casos, fue
referida a un tejido control que se comié en paralelo en cada uno de los geles.
Para tomar la densidad consideramos nuestra muestra control como el 100% vy el
programa nos daba la intensidad de la banda en base a la muestra control, es
decir, nos marcaba el porcentaje al cual correspondia la banda ya sea por encima
o por debajo de dicho 100%.
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8. Prueba estadistica

La prueba estadistica utilizada en todos los casos fue: andlisis de varianza de un
factor.

V. RESULTADOS

1.- Estandarizacién de Ia técnica

Para cumplir con los objetivos antes sefialados, lo primero que hicimos fue
estandarizar la técnica de inmunocelectrotransferencia, con la cual, evaluamos
semicuantitativamente la expresion de! receptor CB1, en los tejidos de puente e
hipocampo de rata. Para estandarizar la técnica, variamos cantidad de proteina
utilizada, condiciones de bloqueo, concentracion de ambos anticuerpos utilizados,
asi como tiempo de incubacién con los mismos y finalmente tiempo de revelado.
Quedando en las siguientes condiciones:

- Proteina: 15ug

- Bloqueo: Leche Nestle-Svelty al 10%; 30 min.

- 1er anticuerpo: AntiCB1, hecho en conejo, (1:1600), 12 hrs. 4°C

- 2° anticuerpo: Anti IgG peroxidado, hecho en cabra, (1:2000),
1hr. Temperatura ambiante.

- Revelado: DAB (150 pg); 1 min.

2.- Expresién diurna de los receptores CB1 en puente e hipocampo de rata.

En la figura 1 se muestra el patron de proteinas inmunoreactivas a antiCB1 para
puente e hipocampo de rata a diferentes horas del dia. En cada uno de !os carriles
(1-6) se observa el resultado de la reaccion antigeno-anticuerpo tratado con anti-
CB1 {a), y con suero nomal de conejo (b} el cual fue nuestro control negativo.

Observamos una banda prominente a una movilidad relativa comespondiente
aproximadamente a 52 kd, baséndonos en los estandares de pesos moleculares
utilizados, la cual comesponde al peso reportado para los receptores a
canabinoides.
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PUENTE

52 Kd =i

HIPOCAMPO

52Kd = |

9:00 13:00 17:00 21:00 1:00 5:00

Fig. 1. Expresién inmunoreactiva del receptor CB1 en puente e hipocampo
de rata a diferentes horas del dia (carriles1-6). En cada uno de los
carriles el inciso a, corresponde a la reaccion antigeno-anticuerpo
tratado con antiCB1 y el inciso b, tratado con suero normal de

conejo.
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En puente observamos una ligera diferencia en la expresion del receptor a cada
una de las diferentes horas del dia; por otro lado, en hipocampo podemos apreciar
una diferente expresién del receptor en cada uno de los carriles; se observa en
primera instancia una mayor expresion del receptor a las 13:00 hrs y una menor
expresién del mismo a la 01:00 hrs.

Para comoborar estos datos se sometieron las bandas de 52 kd a un andlisis
densitométrico, obteniendo los resultados que se cbservan en la fig. 2. En esta
figura estdn graficados los promedio + el error estandar de las intensidades netas
del receptor a las diferentes horas del dia, tarto para puente como para
hipocarnpo respectivamente, correspondiendo a cinco ratas para cada hora.

Por un {ado, observamos que en puente hay una diferente expresion del receptor
CBH1 a las diferentes horas del dia, tendiendo a ser mayor en las horas de luz que
en las horas de oscuridad, siendo el punto mas alto (2,185.0 + 1416.1 LN) a las
17.00 y el mas bajo (1,086.0 + 516.4 ILN) a las 21:00 hrs, 1o cual no es
estadisticamente significativo (p = 0.942).

En la grafica para hipocampo observamos una mayor expresion del receptor CB1
a las 13:00 {1085.4 + 455.4 |.N.) y una menor expresion a la 01:00 hrs (483.2 +
111.4 LN.); tendiendo a ser mayor la expresion del receptor en las horas de luz
que en las horas de oscuridad; lo cual, no muestra una diferencia estadisticamente
significativa, segin el andlisis de varianza de un factor aplicado {(p = 0.824).

En la figura 3 podemos tener una mejor apreciacion de la expresion del receptor
CB1, a lo largo de las 24 hrs del dia, tanto en puente como en hipocampo,
observandose una tendencia a presentar una menor expresion del receptor CB1
en las horas de oscuridad y mayor en las horas de luz, en ambos casos; por lo que
puede observarse una tendencia a una variacion diuma.
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Fig. 2.

intensidades netas del recepior CB1 (promedio +/- error estandar) a
diferentes horas del dia (9:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00 y 05:00 hrs).
en puente e hipocampo de rata.

Tipo de prueba estadistica: anélisis de varianza de un factor
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Variacion diuma del receptor CB1 (promedio de intensidad neta +/-
emor estandar) a diferentes horas del dia (9:00, 13:00, 17:00, 21:00,
01:00, y 05:00 hrs), en puente e hipocampo de rata.
Tipo de prueba estadistica: anélisis de varianza de un factor
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3.- Expresién de la concentracién del receptor CB1 en puente e hipocampo
de rata con privacién de sueio total y ratas con rebote.

En la figura 4, observamos la expresion inmunoreactiva del receptor CB1 en
puente e hipocampo de rata en las tres condiciones medidas: carriles 1-3 controles
es decir, ratas con comida, agua y suefio ad libitum; carriles 4-8 ratas privadas de
sueiio total y carriles 9-13 ratas con rebote de suefio de dos horas; cada uno de
los carriles carresponde a una sola rata.

Se abserva una mayor concentracion del receptor CB1 a una movilidad relativa dé
52 Kd, en las ratas con rebote, tanto en puente como en hipocampo. Sin embargo,
en general la expresion del receptor en puente es mayor que en hipocampo.

Para corroborar estos datos fas bandas correspondientes a los 52 Kd fueron
analizadas densitométricamente, con lo cual, se midid cualitativamente las
diferencias entre cada grupo (Fig. 5).

En esta figura observamos las intensidades netas, promedio de 5 ratas + eror
estandar, del receptor CB1, tanto en puente como en hipocampo.

En puente, observamos que efectivamente hay una diferencia en los tres grupos,
siendo mayor en las ratas con rebote de suefio (794.0 £ 39.0 L.N), con respecto a
las ratas privadas (512.4 £ 28.8 |.LN) y a los controles (482.4 + 60.5 1.N.); en este
experimento al analizarlo estadisticamente si se observan diferencias significativas
al comparar tanto los rebotes con los controles como los rebotes con las privadas.

Comparacion p<0.05
Jvs1 si
3vs2 si
2vs1 no

Nota: control = 1, privada = 2 y rebote = 3

Por ofro lado en hipocampo observamos que las ratas con rebote de suefio
presentan una mayor expresion del receptor (477.6 + 98.6 L.LN.} con respecto a las
ratas privadas (425.8 + 36.0 LN.) y a las ratas controles (307.4 + 23.1 LN.); las
diferencias no alcanzan a ser estadisticamente significativas (p = 0.181).

27
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T o

Fig. 4. Expresion inmunoreactiva del receptor CB1 en puente ¢ hipo-
campo de ratas con privacion total de suefio por 12 hrs. Los carriles
1-3 comresponden a los controles; los carriles 4-8 a las ratas privadas

de suefio y los carriles 9-13 ratas con rebote.
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Intensidades netas del receptor CB1 (promedio +/- error esténdar) en
puente e hipocampo de ratas controles, privadas de suefio total por 12
horas y ratas con rebote de dos horas.

Tipo de prueba estadistica: analisis de varianza de un factor, post hoc
* p<0.05; comparacién de rebote vs control y rebote vs privada.
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Vl. DISCUSION

A pesar de que las funciones del suefio son consideradas todavia un misterio, se
cree que el suefio MOR , por un lado, favorece el aprendizaje y la memoria, ya
que en esta fase consolidamos la informacién adquirida durante la vigilia (Murilio,
1998). Se ha observado también, que durante e! suefio o periodos de descanso,
en aves y mamiferos endotérmicos, se disminuye la temperatura, fo cual esta a
favor de la conservacién de la energia. Entre otras, éstas son razones importantes
para la sobrevivencia de los organismos, es por esto que nos interesamos en
abordar et amplio estudio del suefio via factores inductores; en particular estamos
analizando el sistema endocanabincide, ya que se ha comprebado que participa
de alguna manera en los estados de vigilancia (Murillo et al., 2000). Estos
endocanabinoides (OLE y ANA) se unen a receptores que se localizan
principaimente en e! cerebro conocidos como CB1; por un tado nos interesamos
en analizar si la expresion de dichos receptores a canabincides presenta una
variacion diuma en puente e hipocampo de rata.

Por ofro lado, nos interesamos en observar, si la expresion de los receptores a
canabincides CB1, tanto en puente comoc en hipocampo de rata, varia
dependiendo de la alteracidn del ciclo suefo-vigilia. Una manera ampliamente
utilizada de analizar este efecto, es alterando dicho ciclo, privande a los sujetos
experimentales de suefio total y posteriormente permitiendo que se presente un
incremento o rebote de suefio. Asi pues nos interesé ver si la privacion y rebote de
suefio altera la expresion del CB1.

Nuestro estudio lo realizamos en el puente de rata, ya que en esta region del
cerebro se localizan ndcleos neuronales involucrados en &! control de diversas
conductas, entre las que se encuentra el ciclo suefio-vigilia. Asi mismo, utilizamos
el hipocampo, ya que es una de las estructuras en la que se ha reportado que
existe mayor cantidad de receptores CB1 (Felder y Glass, 1998), ademas, de que
@s un area involucrada de manera importante en la memoria.

En los resultados obtenidos observamos que tanto en puente como en hipocampo
se aprecia una expresion diferencial del receptor dependiendo de ia hora del dia.

La variacion que se observa en la expresion de los receptores a canabinoides
CB1, se considera variacion diuma, mas no circadica, en base a que el estudio fue
hecho a lo largo de las 24 hrs del dia, manteniendo a los animales en un ciclo luz-
oscuridad determinado. Para ser considerado circadico se tendria que comprobar
que las variaciones no dependen de marcadores externos, es decir, que si se
mantienen los sujetos en condiciones de libre comrrimiento {luz u oscuridad
constantes) las variaciones en la expresién de los receplores se seguirian
presentando.
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Al analizar densitométricamente las bandas obtenidas, observamos en ambos
casos que existe una tendencia de mayor expresion del receptor CB1 en las horas
de luz y menor en las horas de oscuridad. Particulammente en el hipocampo es
mayor la expresién a las 13:00 hrs. y menor a la 01:00 hrs. sin embargo las
diferencias no son estadisticamente significativas.

Recordando que los organismos en los cuales hicimos este estudio son mamiferos
nocturnos, es decir su actividad es durante la noche y duermen durante el dia;
podemos relacionar los resultados en puente con datos previos obtenidos en
nuestro grupo, los cuales, muestran que las ratas presentan mayor vigilia a las
21:00 hrs y menor cantidad de suefio MOR y por otro lado, mayor cantidad de
suefio MOR a las 13:00 hrs y por consiguiente menos vigilia (Méndez et al., 1999).
Lo cual nos podria sugerir una asociacion de que a mayor cantidad de la
expresién de fos receptores a canabinoides CB1, mayor cantidad de suefio MOR.

Los resultados obtenidos en hipocampo {mayor expresion del CB1 a las 13:00 hrs
y minima a la 01:00hrs), lo podemos relacionar con observaciones hechas en
nuestro grupo, que indican que hay mayor eficiencia en la resolucién de tareas
que involucran memoria espacial en ratas, a las 01:00 hrs (Méndez et af., 1999), lo
cual se asocia a una menor expresion de receptores CB1.

Con respecto a los resultados obtenidos mediante la privacién de sueiio total y
rebote, observamos una mayor expresion inmunoreactiva del receptor CB1 en el
rebote, tanto en puente como en hipocampo; esto sugiere que cuando la rata entra
a la fase de suefio se acumula el receptor, lo cual se comrelaciona con los datos
obtenidos de la expresion diuma de! receptor donde observamos que hay mayor
expresion, cuando la rata esta dormida que cuando esta despierta. Nuestros
resultados muestran lo contrario a lo que esperabamos, es decir, que hubiera
mayor expresién durante la privacién y disminuyera al dejara dormir, lo que nos
sugeriria que hay un rebote en 1a expresion de los receptores.

Los resultados obtenidos de la variacién diuma para puente e hipocampo, no
muestran diferencias estadisticamente significativas, lo que podriamos atribuir a
que las condiciones experimentales a las que se somete la rata, no son lo
suficientemente extremas para poder registrar variaciones en la expresién del
receptor CB1; o bien debido a que los cambios en la concentracion que presenta
este receptor son minimos, que no podemos apreciarios.
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Sin embargo, en los experimentos de ratas con privacidn total y con rebote, se
observa un incremento significativo en el caso del puente, lo cual coincide con la
acumulacidn de oleamida en liquido cefaloraquideo que genera la privacién de
suefio total (Murillo et al., 2000). Este incremento en CB1, también, coincide con el
incremento de SMOR y SOL Il que se observa durante el rebote; que como ya
sefialamos son algunos de los efectos de la ANA (Murillo et al., 1998),

Asi pues los resultados obtenidos, hasta el momento, le dan validez a que dichas
sustancias (OLE y ANA) sean consideradas como factores inductores de suefio.

VIl CONCLUSIONES

1. La expresion de ios receptores a canabincides CB1 muestra una tendencia
a una variacién diuma.

2. La expresion de los receptores a canabinoides CB1, tiende a ser mayor en
las horas de luz que en las horas de oscundad, tanto para puente como
para hipocampo.

3. la privacién total de suefio no modifica la densidad de receptores CB1, ni
en hipocampo ni en puente,

4. El rebote incrementa la densidad de receptores CB1 en puente.

En base a estos resultados, podriamos concluir, que la fase de oscuridad se
asocia con una menor expresion del CB1 y coincide con una mejor ejecucion en
las tareas que implican memoria espacial y con una mayor presencia de vigilia, por
lo que pensamos que el sistema de canabinoides endégenos esta participando en
la consolidacién de la memoria y en el ciclo suenio-vigilia.

En la fase de luz, la mayor expresion del receptor CB1 sugiere un mayor efecto
de Anandamida endégena lo que podria explicar un deterioro en la consolidacion
de la memoria y el aumento de sueito MOR y SOL 2 (Méndez et al., 1999; Murillo,
1998),
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VIil. ANEXO

1.- Homogenizacién de muestras

Tejido + 1 ml de buffer A + Cocktail

Buffer A (100ml):

Sacarosa 320mM
Tris EDTA 2mM
MgClI2 5mM

10.94 gr.

0.0476 g

Cocktail de inhibidores de proteasas p/ml de amortiguador

1 ul de aprotinina (10 mg/ml) (aprotinina-agua)
1l de DTT 1M
12 ul de PMSF (13.9 mg/ml) (PMSF-isopropanol)

Na2CO03 Anhidrido 2% en NaOH 0.1 Mo 0.1 N
Tartrato de Na y K (KnaC4H406 — 4H20 2%)
Suffato clprico (CuS04-5H20) 1%

1:2 folin-Ciocalteu

3.- Gel SDS-PAGE

Agua desionizada
Acrilamida 30% BIS 0.8 %
Tris-HCI1.5M. PH 8.8
Tris-HC11.5M. PH 6.8

SDS10%

TEMED N'-tetrametil diamino
Persulfato de amonio (10%)

Amortiguador para proteinas

H20 desionizada
Tris-HCIO.5 M, pH 6.8

SDS 10%

2R-Mercaptoetanol
Azut de bromofenol

.. 9.8ml
01 ml
22001 ml

1mlTris IMpH6.8y 0.4 m EDTAO5 M.
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Amortiguador para electroforesis de proteinas (5X)

Tris base 9.0 grs.
Glicina 43.2 grs.
SDs 3.0grs.

4.- Inmunoelectrotransferencia
Amortiguador de transferencia

Metanol 20%

Tris 25 mM

Clicina 192 mM
Aforado a un litro con H20 desionizada

Amortiguador de bloqueo

PBS pH74 50.0 mt.

Tween 0.150 mi

{Tween 20, Polioxietileno Sorbitan monolaurato SIGMA)
Leche 10% 50g¢gr

{leche descremada en polvo Svelty Nestle)
Suero Normal de Cabra (2%)

Solucion de lavado (PBS-Tween)
PBS pH 7.4 50.0 m!
Tween 20 0.150 ml
Solucién reveladora
PBS S0ml

3,3 Diaminobencidina {DAB) (SIGMA) 0.01 gr.
Peréxido de Hidrégeno (MERCK} S5l
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