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RESUMEN 

Anandamida y oleamida son dos endocanabinoides  que inducen 

sueño cuando son administrados de forma aguda. Sin embargo, aun 

no se ha probado cuáles son sus efectos bajo una administración 

subcrónica. Esto nos permite mostrar si se genera tolerancia y si la 

retirada repentina de la administración de estos endocanabinoides  

afecta negativamente el sueño. Con este fin, se evaluó el ciclo sueño-

vigilia de ratas durante 24 horas, bajo los efectos de la administración 

aguda o subcrónica de estos endocanabinoides y durante la 

abstinencia súbita de ellos. También se utilizó AM251, un antagonista 

al receptor a canabinoides 1, para bloquear los efectos de los 

endocanabinoides administrados. Nuestros resultados indican que 

tanto la administración aguda como la subcrónica aumentan el sueño 

de movimientos oculares rápidos. Y que durante la abstinencia de los 

endocanabinoides, las ratas no presentan síndrome de abstinencia. 

Además, el AM251, resultó eficaz para prevenir el aumento de sueño 

de movimientos oculares rápidos independientemente del tipo de 

administración, aguda o  subcrónica, lo que sugiere que este efecto en 

el sueño está mediado por el receptor a canabinoides 1. Nuestros 

datos apoyan la función de los endocanabinoides  en la regulación del 

SMOR.  
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INTRODUCCIÓN 

1. SUEÑO 

1.1 Historia y características del  sueño 

Comencemos por tratar de definir que es el sueño. El sueño es un 

estado fisiológico reversible en el cual se reduce importantemente la 

respuesta a los estímulos sensoriales y el tono muscular. Este se 

divide principalmente en sueño de movimientos oculares rápidos 

(MOR),  también conocido como sueño paradójico o activo, y en sueño 

no MOR (NMOR) o sueño de ondas lentas.  

El sueño no es exclusivo de los humanos. En los mamíferos 

también podemos encontrar tanto sueño MOR como  NMOR. Incluso 

en otras especies, en los reptiles por ejemplo, aunque la actividad 

eléctrica cerebral del sueño es diferente a la de los mamíferos, se ha 

podido registrar sueño caracterizado por ondas de alto voltaje. En 

otros animales como los invertebrados, el sueño ha sido difícil de 

determinar  debido principalmente a que no se ha podido registrar su 

actividad eléctrica cerebral, pero sin duda estos animales también 

presentan episodios de actividad y de reposo durante el día. 



3 
 

Antes de la mitad del siglo XX, los filósofos y científicos asumían 

que el sueño era un estado pasivo de inconsciencia1

En 1924, por primera vez un psiquiatra alemán llamado Hans 

Berger, publica sus registros electroencefalográficos en humanos, 

demostrando que cuando un sujeto está relajado con los ojos cerrados 

y se va sintiendo somnoliento, genera una actividad eléctrica cerebral 

de alto voltaje y de baja frecuencia si se compara con la de vigilia, que 

es de bajo voltaje y de alta frecuencia

. Sin embargo, a 

partir del descubrimiento del electroencefalograma (EEG) esta idea 

cambió.  

2

Posteriormente, en 1937 otro investigador alemán llamado Klaue 

comenzó a hacer registros en animales. Utilizando el EEG en gatos, 

pudo ver que el sueño avanzaba en una secuencia característica,  un 

periodo de sueño ligero durante el cual la corteza cerebral producía 

ondas lentas y otro periodo de sueño profundo donde la actividad 

cortical se hacía más rápida, acompañada de una relajación muscular 

y sacudidas de las extremidades. Sin embargo,  en ese entonces la 

idea no fue bien aceptada2. 

.  
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En 1953,  Eugene Aserinsky, quien fuera estudiante del profesor 

Nathaniel Kleiman, estaba estudiando las variaciones cíclicas del 

sueño en niños cuando observó que durante el sueño se presentaban 

periodos en los que sus ojos continuaban moviéndose a pesar de que 

la mayor parte del movimiento corporal había cesado3. Posterior a ésto 

Aserinsky grabó el EEG, los movimientos oculares, el pulso, la 

respiración y la actividad muscular del mentón en hombres, incluyendo 

a su profesor Kleitman. Mostrando, que había también movimientos 

oculares rápidos en los adultos y que éstos aparecían en grupos de 

aproximadamente 50 minutos de duración, comenzando de los 90 a 

los120 minutos después de empezar a dormir 4

Otro alumno de Kleitman, William Dement correlacionó por 

primera vez la duración del sueño MOR con la duración subjetiva de 

los sueños y de los movimientos oculares rápidos durante éste, 

estableciendo por primera vez la asociación entre sueño MOR y las 

ensoñaciones. También estableció una fuerte similitud entre la 

actividad electroencefalográfica de bajo voltaje observada durante la 

vigilia y el sueño MOR. Kleitman y Dement en 1957, por primera vez 

caracterizaron sistemáticamente 4 etapas de sueño NMOR basándose 

, dando origen a lo que 

actualmente se conoce como sueño MOR. 
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en la actividad electroencefalográfica. La etapas 1 y 2 de sueño ligero, 

y las etapas 3 y 4 a las que llamaron específicamente sueño de ondas 

lentas, que son etapas de sueño más profundas5

Al igual que Klaue, Dement encuentra dos etapas de sueño en el 

gato. Una en la cual, el electroencefalograma muestra una actividad 

cortical de alto voltaje,  lenta y con algunos husos; y otra de bajo 

voltaje y rápida con sacudidas de las extremidades, movimiento de las 

vibrisas y ráfagas de movimientos oculares rápidos, a la cual llamó 

sueño activo

.  

6

Al mismo tiempo, en Francia, Michael Jouvet y Francois Michel 

estudiaban la actividad eléctrica subcortical durante el sueño en el 

gato. Implantaron  electrodos en el hipocampo, la formación reticular 

mesencefálica y en el núcleo reticular pontino, además de colocar 

electrodos en los músculos de la nuca para registrar el 

electromiograma. Reportaron que en periodos de 6 min la actividad 

muscular desaparecía completamente y se observaban ondas 

puntiagudas en el puente, las cuales se correlacionaban con los 

movimientos oculares rápidos del gato mientras dormía 

(posteriormente llamadas ondas ponto genículo occipitales, PGO)  y 

. Lo cual corrobora lo visto por Klaue, dando la primera 

definición electroencefalográfica de sueño MOR. 
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que la actividad eléctrica registrada en el hipocampo y en la formación 

reticular mesencefálica era muy parecida a la de la vigilia7

Para identificar las diferentes etapas de sueño en el humano, se 

utiliza la polisomnografía, la cual incluye el electroencefalograma 

(EEG), el electrooculograma (EOG) y el electromiograma (EMG). En 

los animales se utiliza al menos el EEG ya sea cortical o intracortical y 

el EMG; en algunas ocasiones se utiliza el EOG o incluso el registro 

del movimiento de las vibrisas. 

. Habiendo 

tanta similitud entre esta etapa de sueño y la vigilia Jouvet la llamó 

sueño paradójico. Así, el crédito por la identificación y descripción del 

sueño MOR se le ha dado a Aserinsky, Kleitman, Dement, Jouvet y 

Michael. 

Actualmente en el humano el sueño NMOR se divide en tres 

etapas. La etapa I es de relativamente bajo voltaje (3-7 Hz) y puntas 

agudas del vertex; la etapa II se caracteriza por ondas lentas de baja 

frecuencia (<1Hz) en menos del 30% de la época, la cual dura 30s y 

alterna con otros componentes como los complejos K (onda aguda con 

un componente negativo seguida inmediatamente de uno positivo) y 

husos de sueño (ondas de 12-14 Hz que duran entre 0.5 a 1.0 s); la 

etapa III, también llamada de ondas lentas y que actualmente abarca 
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también a la antigua etapa IV, se caracteriza por presentar ondas 

lentas (<1Hz) en el 30% o más de una época. Ahora bien, el sueño 

MOR se caracteriza por actividad eléctrica de bajo voltaje, ondas mu o 

dientes de sierra, atonía muscular (principalmente en los músculos anti 

gravitatorios), ráfagas de movimientos oculares rápidos y pequeñas 

sacudidas musculares8

En los modelos animales más usados en los estudios del sueño, 

como el ratón, la rata y el gato, el sueño NMOR se divide en etapa I y 

II o sólo sueño NMOR. La etapa I correspondería a la somnolencia y la 

etapa II al sueño profundo o delta; en estas etapas de sueño se 

presentan ondas lentas de alta amplitud (0.1 a 4.0 Hz) en la corteza. 

En el sueño MOR se  presentan dos signos fisiológicos que requieren 

de la implantación de electrodos de profundidad, uno es el ritmo theta 

hipocampal y el otro las ondas PGO que se pueden registrar en el 

puente, el núcleo geniculado lateral y la corteza occipital 2. 

. 

La organización del ciclo sueño-vigilia varía dependiendo de la 

especie. En los primates, incluyendo al humano, es monofásica, es 

decir, se da 1 vez durante las 24 horas y es nocturna, mientras que en 

el ratón, la rata y el gato es polifásica, es decir el sueño se distribuye a 

lo largo de 24 horas alternando con la vigilia. En particular, la rata y el 
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ratón son animales nocturnos, es decir presentan mayor actividad 

durante la noche y duermen principalmente durante el día a diferencia 

de los humanos. 

En los mamíferos el sueño se presenta en un ciclo de 24h, es 

decir, es un ritmo circadiano. Estos ritmos dependen de relojes 

biológicos cerebrales, como el núcleo supraquiasmático (NSQ) del 

cual hablaremos en el capítulo siguiente. 

1.2. Neuroanatomía y Neuroquímica 

Regulación circádica del sueño 

Hay una estructura cerebral que se encarga de marcar el ritmo 

circádico, es decir, los ritmos que se presentan cada 24h, éste es el 

núcleo supraquiasmático del hipotálamo9, el cual se encuentra ubicado 

justo por encima del quiasma óptico. El NSQ es activado por la 

entrada de la luz a la retina y por las secreciones de melatonina de la 

glándula pineal en la obscuridad10, 11. Estas señales mantienen al NSQ 

sincronizado con el ciclo luz obscuridad. En la retina se encuentran las 

células ganglionares, que son las que se encargan de recibir la 

entrada de luz, produciendo melanopsina; posteriormente, esta señal 

se transmite al NSQ a través del tracto retinohipotalámico11,12. Además 
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actualmente se sabe que el NSQ tiene varios genes reloj que codifican 

para formar distintas proteínas como BMAL, PERIOD y CLOCK, las 

cuales actúan como factores de transcripción y bucles de 

retroalimentación, generando así el ritmo circádico13

Vigilia 

.  

Existen sistemas que llamamos promotores de la vigilia, los 

cuales evitan que durmamos y nos mantienen alerta. En los años 60s 

Moruzzi y Magoun hicieron varios experimentos seccionando y 

estimulando el tronco cerebral del gato, sugirieron que la vigilia es un 

estado que requiere un alto nivel de actividad cerebral, mantenido por 

impulsos que provienen de la formación reticular del tronco cerebral. 

En este tiempo, la zona excitable del sistema  activador reticular 

ascendente (SARA) se localizó ampliamente en el puente y el 

mesencéfalo14

Actualmente sabemos que el SARA promueve la vigilia a través  

de distintos grupos celulares. Participan el locus coeruleus (LC) que 

sintetiza norepinefrina (NE); los núcleos del rafe (NR) que sintetizan 

serotonina (5HT); el núcleo pedúnculo pontino tegmental (PPT) que 

sintetiza acetilcolina (Ach); el mesencéfalo con células glutamatérgicas 

. 
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(Glut); y dentro de este mismo la sustancia negra compacta y el área 

ventral tegmental con dopamina (DA). Estos núcleos del puente y 

mesencéfalo envían sus proyecciones al sistema tálamo cortical, 

produciendo la activación cortical y así manteniendo la vigilia15

A continuación se hará una breve descripción de cómo se ha 

demostrado que la estimulación eléctrica o la activación espontánea 

del SARA produce vigilia.  

.  

El LC proyecta a la corteza cerebral, al hipocampo, a la 

amígdala, al tálamo, al hipotálamo y al prosencéfalo.  Existe evidencia 

de que su activación produce alertamiento y activación cortical. El 

registro unitario del LC muestra que sus neuronas noradrenérgicas 

disparan con mayor frecuencia durante la vigilia activa (cuando el 

animal está explorando y/o en movimiento), su disparo disminuye en la 

vigilia quieta o el sueño NMOR y cesan su disparo durante el sueño 

MOR16,17. Además estas células aumentan su tasa de disparo en 

respuesta a estímulos externos que producen alertamiento18

Las células del LC responden inmediatamente antes de que los 

animales muestren signos fisiológicos y conductuales de vigilia, lo que 

sugiere que la actividad del LC se anticipa a la vigilia

.  

19. Así,  la 



11 
 

activación o la inactivación del LC produce un aumento o disminución 

de la vigilia. 

Los núcleos del rafe producen 5HT, específicamente en el área 

dorsal y medial. Este tiene casi las mismas proyecciones que el LC. 

Hasta el momento no es muy claro si las células serotonérgicas 

producen sueño o vigilia. Ya que se ha observado que las células del 

NR tienen su pico máximo de disparo en la vigilia, disminuyendo en el 

sueño NMOR y cesando el disparo durante el sueño MOR, lo que 

había sugerido que la activación de estas células promueve la 

vigilia20,21.  Sin embargo, al reexaminar estos patrones de actividad se 

encontró que estas células son incapaces de anticiparse a los cambios 

espontáneos del sueño a la vigilia, como lo hacen las noradrenérgicas, 

indicando que la actividad de las células serotonérgicas no causa una 

activación cortical22. Además, se ha mostrado que la lesión del rafe 

aumenta la vigilia y suprime el sueño NMOR23

Mediante registro unitario se ha visto que las células 

serotonérgicas aumentan su frecuencia de disparo durante el sueño 

NMOR

.  

24. Sin embargo, existe evidencia farmacológica de que la 

activación de los receptores 5HT puede estar involucrada también en 
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la vigilia25,26

Los núcleos PPT sintetizan acetilcolina además de algunos 

péptidos y neuromoduladores.  El óxido nítrico que contienen estas 

células actúa como una señal parácrina que regula la vigilia, 

controlando los niveles de actividad de las células de PPT, y las 

células que sintetizan acetilcolina promueven la vigilia activando la vía 

tálamo-cortical, hipotálamo-cortical, el núcleo supraquiasmático y la 

amígdala22. En ratas y gatos se ha mostrado que la  estimulación 

eléctrica de PPT promueve la vigilia e induce locomoción

. Lo que sugiere que las células serotonérgicas del rafe 

podrían estar involucradas tanto en la vigilia como en el sueño NMOR. 

27,28

Los estudios de actividad unitaria que se han llevado a cabo en 

PPT indican que existen diferentes tipos celulares y que cada uno 

tiene un distinto patrón de disparo dependiendo de la conducta, por lo 

cual se han clasificado básicamente en 3 grupos: 1) las células “Wake-

REM-on” que se activan durante la vigilia y durante el sueño MOR;  2) 

las células “Wake-on” que únicamente se activan durante la vigilia y 3)  

las células “REM-on” que se activan sólo durante el sueño MOR

. 

29

Existe evidencia de que el PPT tiene que ver tanto con la vigilia 

como con el sueño MOR. En un estudio llevado a cabo por Datta en 

.  
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ratas en libre movimiento se mostró, que el 60% de las células 

colinérgicas de este núcleo  son de tipo “Wake-REM on” y que en el 

sueño MOR la actividad de estas células es de 65% y en sueño 

NMOR disminuye al 7.4%, en comparación con su actividad en vigilia. 

También se mostró que las células “Wake-REM on” aumentan su 

actividad unos segundos antes y después de la vigilia.30

Con respecto a la formación reticular mesencefálica, su 

estimulación eléctrica produce activación cortical en gatos 

anestesiados14. Mediante el registro unitario se ha observado que la 

mayoría de estas células están más activas durante la vigilia que en el 

sueño NMOR

.  

31. Además, aumenta la tasa de disparo de estas 

neuronas antes de la activación electroencefalográfica espontánea y 

por la administración de ácido kaínico, asociada a alertamiento en el 

gato32

Las células dopaminérgicas de la sustancia negra y el VTA no 

cambian mucho sus patrones de disparo a través del ciclo sueño-

vigilia. Algunos estudios han mostrado que estas células aumentan su 

. Aunque aún no se ha identificado que tipo de neurotransmisor 

sintetizan estas células, se cree que son de tipo glutamatérgico. Lo 

que sí se sabe con certeza es que estas células mandan proyecciones 

a la vía tálamo-cortical y a la hipotálamo-cortical produciendo vigilia29. 
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actividad asociada con el sueño MOR o con la vigilia en particular  

cuando ésta tiene que ver con la actividades que generen 

recompensa33,34. Se ha mostrado que durante el periodo de 

obscuridad, cuando las ratas están más activas, aumentan los niveles 

extracelulares de DA en la corteza prefrontal y que la administración 

intracerebroventicular de agonistas al receptor de dopamina (D1) 

aumenta la vigilia, suprimiendo tanto al sueño MOR como al 

NMOR35,36

Además del SARA, otras estructuras están involucradas en la 

vigilia, como el hipotálamo posterior que sintetiza o secreta histamina, 

el hipotálamo lateral con las orexinas, también llamadas hipocretinas, 

y el prosencéfalo con acetilcolina (Figura 1). 

. 
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Figura 1. El SARA envía proyecciones del tronco cerebral y del hipotálamo posterior a través 
del procencéfalo. Las neuronas de PPT y LTD envían Ach al procencéfalo, incluyendo el tálamo, 
que regula la actividad cortical. El rafe (NR) y el locus coeruleus (LC) envían proyecciones directas 
a la corteza y al hipotálamo. El núcleo tuberomamilar (TMN), que contiene histamina, el NR y el LC 
promueven la vigilia, mientras que el área preóptica del hipotálamo (VLPO) que contiene GABA y 
galanina promueve el sueño37

 

. 

En 1930, Von Economo fue el primero en relacionar el 

hipotálamo posterior con la vigilia. Postmortem, observó que los 

pacientes con encefalitis letárgica, que tenían dañado el hipotálamo 

posterior (HP) y la parte más rostral del mesencéfalo, habían cursado 

con prolongados periodos de somnolencia y habían mostrado 

dificultades para mantenerse despiertos. Posteriormente, esta 

observación se reprodujo en diversos modelos animales38,39. 

Actualmente se sabe que en especial es el núcleo tuberomamilar 
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(NTM), el que contiene células histaminérgicas que proyectan a varias 

zonas del cerebro, incluyendo la corteza cerebral, para promover la 

vigilia y que la mayoría de las células del NTM están activas durante la 

vigilia e inactivas durante el sueño40

Las neuronas orexinérgicas del hipotálamo lateral (HL)  

proyectan a diversas estructuras como PPT y LDT (núcleo laterodorsal 

tegmental), al locus coeruleus, al rafe, a la sustancia negra, al VTA y al 

NTM del hipotálamo. Estas neuronas están más activas durante la 

vigilia

. 

41 y típicamente se han relacionado a ella, incluso los ratones 

knockout a orexinas exhiben un fenotipo muy parecido a la narcolepsia 

en el humano, es decir, son incapaces de mantenerse en un estado de 

vigilia normal por tener episodios abruptos de sueño MOR42

Ahora bien, las neuronas colinérgicas del prosencéfalo  están 

involucradas en varias conductas que promueven la vigilia, como la 

atención y el aprendizaje y juegan un papel importante en la activación 

del hipocampo y de la neocorteza

. 

43. Se ha mostrado que los niveles 

de Ach en la neocorteza y el hipocampo son altos durante la vigilia en 

comparación con el sueño NMOR44

 

. 
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Sueño no MOR 

El sueño NMOR o sueño de ondas lentas se presenta después 

de una reducción en la actividad neuronal de las regiones que 

producen o promueven la vigilia y la disminución de la entrada de los 

estímulos sensoriales a la corteza cerebral.  Esta disminución de la 

entrada sensorial es controlada por el tálamo, se da cuando estas 

neuronas son hiperpolarizadas por las neuronas GABAérgicas del 

reticularis talámico45

Desde 1946, Nauta comprobó en ratas que la lesión bilateral del 

área preóptica del hipotálamo producía insomnio. Posteriormente se 

hicieron lesiones electrolíticas en el gato

. El mecanismo por el cual se genera el sueño 

NMOR es a través de la activación de las neuronas GABAérgicas del 

área preóptica del hipotálamo. 

46 y también se utilizó el 

registro electroencefalográfico, comprobando que la lesión de los 

cuerpos celulares del área preóptica suprimían el sueño NMOR47

Recientemente se ha propuesto que la zona específica del área 

preóptica del hipotálamo que se encarga de la generación del sueño 

NMOR es el área preóptica ventral lateral y la medial, ya que se 

encontró un aumento de imnumoreactividad de c-Fos, al que se le 

. 
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considera como marcador de actividad, en estas dos áreas específicas 

durante el sueño NMOR48. Así mismo, utilizando la resonancia 

magnética funcional se ha mostrado que el área preóptica medial está 

más activa durante el sueño NMOR49

El área preóptica principalmente produce GABA y galanina y 

manda proyecciones a distintos núcleos promotores de la vigilia, como 

el núcleo tubero mamilar, el hipotálamo lateral, el locus coeruleus el 

rafe dorsal, PPT y LDT, inhibiendo así la actividad de estos núcleos 

(Figura 2).  

 y que la lesión específica de 

esta área es la más efectiva para suprimir esta etapa de sueño47.  

 

Figura 2. Las proyecciones del área preóptica ventrolateral (VLPO) se dirigen al sistema de 
alertamiento. Los axones de las neuronas del VLPO proyectan al rafe, LC, TMN y además inhiben 
también a las neuronas colinérgicas de PPT y LTD37.  
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Sueño MOR 

El sueño MOR se compone de varios eventos y éstos son 

generados por varios núcleos del tronco cerebral. Además, en esta 

etapa de sueño se presentan fenómenos tónicos y fásicos, como la 

atonía muscular y la desincronización electroencefalográfica o los 

movimientos oculares rápidos y las ondas PGO respectivamente. La 

atonía muscular es generada por las neuronas del núcleo Locus 

coeruleus, los movimientos oculares por la formación reticular, las 

ondas PGO por el área peribraquial o el núcleo subcoeruleus, el ritmo 

theta hipocampal se produce por la activación del pontis oralis, los 

“twiches” o espasmos musculares se generan aparentemente por la 

activación de la parte caudal del núcleo giganto celularis, el aumento 

de temperatura y los cambios en la frecuencia cardíaca y respiratoria 

ocurren por la activación del núcleo parabraquial, la activación cortical 

es producida por la actividad de la formación reticular  mesencefálica y 

la formación reticular bulbar, también llamada núcleo magno celular 50

Como mencionamos al inicio del primer capítulo, el sueño MOR 

se presenta varias ocasiones durante el dormir, alternando con el 

sueño NMOR. Por ejemplo, en el humano se presenta normalmente 

en 4 ocasiones durante la noche, por lo tanto se requieren 

.  
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mecanismos para iniciar y terminar estos episodios, pudiendo así 

alternar entre el sueño NMOR y el sueño MOR.  

Los mecanismos de iniciación y término son controlados por 

neuronas colinérgicas de los núcleos PPT y LDT, y neuronas 

aminérgicas del Locus coeruleus y del rafe, respectivamente. En los 

años 60s, los investigadores Hernandez-Peón y Dement fueron los 

primeros en relacionar la neurotransmisión colinérgica en la regulación 

del sueño MOR. Posteriormente un gran número de investigaciones ha 

confirmado que la administración de acetilcolina o carbacol (un 

agonista colinérgico) en el tronco cerebral induce sueño MOR, 

específicamente en la formación reticular pontina mesencefálica 51, 

52,53. Otra evidencia de que la liberación de acetilcolina es la 

responsable de la generación de sueño MOR es que la estimulación 

eléctrica de PPT aumenta su liberación en la formación reticular 

pontina mesencefálica del gato54 y que esta liberación es capaz de 

producir sueño MOR55

Durante el sueño MOR la actividad de las células aminérgicas se 

reduce notablemente y aumenta la actividad de las células 

colinérgicas, comenzando a generar así los otros eventos  que 

caracterizan al sueño MOR, como la atonía muscular y los 

. 
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movimientos oculares, entre otros. Se ha mostrado anatómicamente 

que cada uno de los núcleos involucrados en generar los eventos 

característicos de sueño MOR recibe entradas del núcleo PPT 56,57,58

Los patrones de actividad neuronal de las células colinérgicas de 

PPT y LDT principalmente fueron estudiados por Datta, Steriade y 

Sakai. En gatos en libre movimiento se registró la actividad de 70 

células colinérgicas de PPT, encontrándose que el 12.86% fueron 

“REM-on”  y 60% “Wake-REM-on” 30. Ahora bien, se ha visto que la 

actividad de las células colinérgicas de PPT durante el sueño MOR es 

regulada por la interacción de otros neurotransmisores como 

glutamato y GABA. Se ha encontrado que cuando aumenta el nivel de 

actividad de las células colinérgicas de PPT al 65% por la liberación 

tónica de glutamato se induce sueño MOR. Los receptores a 

glutamato que son activados para producir sueño MOR son los de tipo 

kainato. Cuando los receptores que se activan en PPT son de tipo 

NMDA la actividad colinérgica aumenta a un 100% resultando en 

vigilia.

.  

59. Mientras que durante el sueño NMOR los receptores de tipo 

GABAB  se activan en las células colinérgicas de PPT manteniendo 

baja la actividad de estas células, aproximadamente a un 7.4%30. 
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Los estudios de Jouvet y las evidencias mostradas anteriormente 

condujeron al desarrollo de la teoría de interacción recíproca, 

propuesta por Hobson y McCarley en 197560

Este modelo propone que las neuronas aminérgicas y 

colinérgicas de la formación reticular mesopontina interactúan de 

forma tal que producen la alternación entre sueño MOR y NMOR. 

Básicamente, las células “REM-on” de la formación reticular pontina 

son colinoceptivamente excitadas posinápticamente y/o 

colinérgicamente excitadoras en sus terminaciones sinápticas. 

Mientras que las células “REM-off” son noradrenérgicamente y 

serotoninérgicamente inhibidoras. Durante la vigilia el sistema 

aminérgico está tónicamente activo e inhibe al sistema colinérgico. 

Durante el sueño NMOR la inhibición aminérgica disminuye y la 

excitación colinérgica aumenta, hasta que al inicio del sueño MOR, la 

inhibición aminérgica cesa y la excitabilidad colinérgica aumenta

. En este modelo se 

propone la existencia de un circuito que actúa como un “switch” 

regulando la generación del sueño MOR. 

61. 

Ahora bien, como se mencionó anteriormente existen otros 

neurotransmisores involucrados, los cuales se han incluido 

actualmente en este modelo de la interacción recíproca (Figura 3).  
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Figura 3. Modelo de interacción recíproca. La excitación colinérgica y no colinérgica involucra a 
la acetilcolina (Ach) y el glutamato (Glu) y aspartato (AS) incrementan el disparo de las células 
“REM-on”, mientras que la inhibición noradrenérgica, serotonérgica y los autoreceptores 
colinérgicos interactúan suprimiendo la actividad de las células “REM-on”. Los efectos en neuronas 
colinérgicas y aminérgicas son excitadores, como se propuso en el modelo original de interacción 
recíproca, y pueden también actuar presinapticamente en los circuitos noradrenérgicos-
serotonérgicos o en los serotonérgicos-serotonérgicos. El GABA, el oxido nítrico algunos 
neuropéptidos pueden contribuir a la modulación de esta interacción. Formación reticular del tronco 
cerebral (BRF), Peri Locus Coeruleus alfa (LCα), Sustancia Negra pars reticularis (SNpr), sustancia 
gris periacueductal (PAG), Núcleo giganto celular dorsal (DPGi) 61.  

 

Como se puede ver, el sueño y la vigilia son estados fisiológicos 

complejos que involucran un gran número de neurotransmisores y 

estructuras que para la ejecución de cada estado deben de estar en 

un estricto equilibrio. 
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2. CANABINOIDES 

2.1  La planta de la marihuana  

El nombre de los canabinoides proviene de la Cannabis sativa, 

mejor conocida como marihuana.  El principal componente activo y 

responsable de los efectos psicotrópicos de esta planta es el Δ-9 

tetrahidrocanabinol  también llamado simplemente tetrahidrocanabinol 

o THC. El cual fue aislado y sintetizado por primera vez  por el grupo 

de Mechoulam62,63,64

La marihuana tiene aproximadamente 460 compuestos de los 

cuales más de 60 son canabinoides.  Entre estos están el canabinol 

(CBN), Δ-8 tetrahidrocanabinol  o Δ-10 tetrahidrocanabinol, los cuales 

también son activos aunque menos potentes que el Δ-9 

tetrahidrocanabinol y se encuentran en menores cantidades en la 

planta. Estos y otros canabinoides tienen efectos sinérgicos o 

antagonistas con el THC y pueden modificar su acción cuando la 

canabis es fumada

.  

65

Existen tres especies de la planta de la marihuana: la Canabis 

sativa (que es la más conocida y estudiada), la Canabis indica y la 

Canabis ruderalis

.  

66.  Estas se distribuyen de diferente forma alrededor 
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del mundo e incluso existe una gran variedad de subespecies de las 

mismas.  

La proporción y cantidad de THC que contiene una planta varía 

dependiendo de su especie, lugar y condiciones de cultivo, así como 

del tiempo que se tarda en cosecharla. En los Países Bajos contiene 

16% de THC , en Europa específicamente contiene de 6-8% y en E.U. 

aproximadamente 7% , aunque ocasionalmente en estos últimos años 

se han encontrado muestras de cannabis que exceden el 18% de 

THC, debido tal vez a las nuevas mezclas de especies y técnicas de 

cultivo66. Incluso la proporción de los componentes activos de la 

marihuana puede ser diferente según el clima donde se cultiva. En 

lugares tropicales como África, Sudáfrica, México, Colombia y Brasil, 

usualmente hay mucho más THC que canabidiol en una planta, con 

una proporción de 10:1 o más67

Un cigarrillo de marihuana contiene en promedio de 10-20 mg de 

THC, fumada solo se absorbe del 10-20% de THC, es decir, se 

absorbería de 1-4 mg por cigarrillo. Sus efectos al fumarla son casi 

inmediatos, de 1-10 min el inicio y dura de 1-4 horas 

aproximadamente. Cuando se consume de forma oral tarda de 30-120 

min en hacer efecto, y este puede durar de 4 a 10 horas. La 

.  
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marihuana ingerida produce en el hígado un metabolito activo tan 

potente como el THC, el 11 hidroxi-THC, lo que potencia los efectos 

del consumo de esta droga. Cabe mencionar que el 11 hidroxi-THC 

también se produce cuando la marihuana es fumada pero en 

cantidades muy pequeñas, menores a una tercera parte del THC en 

plasma, mientras que cuando la vía es oral las cantidades de este 

metabolito y del THC son casi iguales67.  

Debido a que los canabinoides son altamente solubles en lípidos, se 

acumulan en el tejido graso y aún a los 4 y 5 días después del 

consumo  alcanzan un pico alto (Figura 4).  De ahí que los 

canabinoides se sigan liberando lentamente en todo el cuerpo, 

incluyendo el cerebro, que su vida media sea de aproximadamente 7 

días y que éstos pueden tardarse en eliminar por completo del cuerpo 

hasta 30 días68. Los metabolitos en parte son excretados en la orina 

(25%) y al intestino (65%), donde son reabsorbidos prolongando su 

acción65.  
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Figura 4. Distribución del THC en el cuerpo después de una sola administración en 
plasma. Se pueden observar básicamente dos fases de eliminación, una fase rápida (en minutos), 
que indica la captura rápida de la droga por el tejido adiposo y la fase lenta (en días) que muestra 
la liberación de THC por este tejido graso. También podemos observar en la distribución de THC 
en sangre que el nivel baja rápidamente aproximadamente a la media hora posterior a  la  
administración. En el cerebro el THC tiene su pico máximo desde los 10 min y se mantiene media 
hora; aunque éste va decreciendo, permanece presente hasta 24h. En el tejido adiposo las 
concentraciones iniciales son muy bajas pero se puede observar que entre las 72 y 120 horas este 
tejido tiene la mayor concentración de THC.  También se puede ver que el THC se distribuye de 
forma diferente en tejidos con alta o baja perfusión 69

 

 .   

El fumar o ingerir directamente esta planta no es el único medio 

de consumo que se ha utilizado. En la India se originó una forma 

también muy popular de consumir la marihuana. Ahí,  el cannabis 

también se consume en forma de preparado; el más popular y potente 

es el Charas o Hachís, que es la resina pura de la planta de 

marihuana y tiene alrededor de 15-30% de THC, por lo que en  

términos generales lo hace más potente que el consumo de la planta 
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directamente. Esta resina es consumida de las dos formas, es decir, 

fumada o ingerida. Actualmente el uso de hachís se ha extendido a lo 

largo  del mundo, aunque el mayor consumo es en Europa.   

También existe otra forma de uso de la marihuana o hachís, el  

tópico. Esta forma de uso es exclusivamente medicinal, debido a que 

el THC actúa de manera local y no tiene ningún efecto psicotrópico, 

excluyendo así su uso recreativo. Se utiliza un preparado de la planta 

o hachís en alcohol o en aceite, el cual se administra tópicamente para 

aliviar el dolor. 

2.2   Historia y uso de la marihuana  

La marihuana es originaria de Asia central y se ha cultivado 

desde el 4,000 a.C. en China y el 3,000 a.C en Turkestán.  Su 

utilización con fines medicinales en la India, China, Medio Oriente, 

Sudeste de Asia, Sudáfrica y Sudamérica es muy antigua. La primera 

evidencia de su uso es de hace 5,000 años en China, con el reinado 

del emperador Chen Nung, donde se recomendaba para la malaria, el 

estreñimiento, los dolores reumáticos y menstruales70. En la India, el 

cannabis ha sido recomendado para estimular la mente, bajar la fiebre, 
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curar la disentería, estimular el apetito, facilitar la digestión, quitar los 

dolores de cabeza, curar las enfermedades venéreas e inducir sueño.  

Más recientemente también se han encontrado reportes de su 

uso terapéutico. En 1860 el Dr. R.R. M´Meens informó a la sociedad 

médica de Ohio los descubrimientos del “ Comité de Cannabis Indica". 

Él enumeró varias de las utilidades de la marihuana, entre las cuales 

estaba el tratamiento del tétanos, la neuralgia, la dismenorrea, las 

convulsiones, el dolor reumático y  de parto, la  gonorrea y bronquitis 

crónica. Incluso como hipnótico (droga inductora de sueño) lo comparó 

con el opio, mencionando que sus efectos son menos intensos pero 

que producen un sueño “más natural”.  En 1890 el Dr. J.R. Reynolds  

lo recomendaba a pacientes con “insomnio senil” afirmando que en 

estos casos nada era de mejor utilidad que la marihuana. Incluso 

mencionaba que esta seguía siendo efectiva durante meses y años sin 

necesidad de aumentar  la dosis70.  

A pesar de que el uso medicinal de esta planta es milenario, la 

investigación y su uso terapéutico en la actualidad se han visto 

seriamente afectados desde 1937, cuando se creó la ley de impuestos 

a la marihuana,  y finalmente en 1992 cuando fue clasificada por la 

“Drug Enforcement Administration” (DEA) como droga de tipo I con lo 
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que está clasificada en la misma categoría que la heroína y la 

dietilamida de ácido lisérgico (LSD), es decir, actualmente se 

considera una droga peligrosa para la salud y sin utilidad terapéutica 

alguna. Hoy en día, la marihuana es la droga ilegal de mayor uso en el  

mundo71

 Por lo tanto, el desarrollo moderno del uso terapéutico de los 

canabinoides debe de tener en cuenta el potencial de abuso en su 

consumo, la dificultad en separar los efectos psicotrópicos de los 

efectos terapéuticos, la amplia variación del contenido de THC en 

cada planta, así como de otras sustancias y el hecho de que 

actualmente se considera una droga ilegal de tipo I.   

 y su consumo aun sigue siendo medicinal pero sobre todo es 

recreativo, lo que ha hecho que se considere un problema para la 

sociedad.  

A pesar de ésto, no se puede negar la importancia milenaria de 

su uso terapéutico. Actualmente como resultado del descubrimiento de 

la estructura química del THC  y de todo un sistema canabinérgico, se 

ha avanzado hacia la comprensión de la función de este sistema en 

una gran variedad de procesos fisiológicos. Incluso, se han podido 

desarrollar fármacos con actividad canabinérgica  para probar su uso 

terapéutico  de  una forma más controlada. 
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 2.3   Sistema Canabinérgico 

La marihuana ha sido usada con fines medicinales y recreativos 

por más de 4,000 años. Sin embargo, hasta hace poco comenzamos a 

comprender como esta droga ejerce sus efectos a través de todo un 

sistema endógeno.  

A partir del descubrimiento de los receptores membranales  a 

canabinoides y sus ligandos endógenos se ha  encontrado un sistema 

completo de señalización que incluye enzimas para la biosíntesis  e 

inactivación de los ligandos endógenos. 

Receptores a canabinoides 

A finales de los 80s y principios de los 90s se descubrieron 2 

tipos de  receptores a los que el THC se unía. Estos fueron nombrados 

receptores a canabinoides debido a su afinidad con este compuesto. 

El receptor a canabinoides 1 (CB1) fue descubierto por Devane en 

198872 y clonado por Mastuda en 199073. Posteriormente, en 1993 se 

halló otro receptor a canabinoides el CB2, descrito inicialmente en 

linfocitos B y T 74

Ambos receptores constan de 7 dominios transmembranales, es 

decir, son de tipo metabotrópico y están acoplados a una proteína 

 . 
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Gi/o. El CB1 se encuentra principalmente distribuido en el sistema 

nervioso central, aunque también se encuentra en la periferia por 

ejemplo en las células inmunes, en el sistema reproductivo, en el 

tracto gastrointestinal y en los pulmones. Mientras que el CB2 está 

ampliamente distribuido en la periferia como en el  sistema inmune, 

bazo, amígdalas, en células macrófagas y linfocitos72,73,74.  

Los estudios de mapeo del CB1 en el cerebro de la rata han 

mostrado que está localizado en los axones y terminales nerviosas y 

están prácticamente ausentes en el soma y las dendritas. Los 

receptores a canabinoides son predominantemente presinápticos, lo 

que coincide con el papel que se les ha dado como neuromoduladores 

o moduladores de la liberación de neurotrasmisores 75. Como se había 

mencionado, el CB1 se encuentra ampliamente distribuido en el 

sistema nervioso central. Hay una gran densidad de éste en los 

ganglios basales, el cerebelo y el prosencéfalo (como tálamo, 

hipotálamo, sistema límbico, hipocampo etc.). Un ejemplo de su 

distribución se puede ver en la figura 5.     
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Figura 5. Inmunohistoquímica para el receptor CB1. En esta imagen se muestra un corte 
sagital de cerebro de rata. Las zonas más obscuras son aquellas en las que el CB1 se encuentra 
en mayor abundancia. Así, podemos ver que el CB1 se encuentra principalmente distribuido en la 
corteza, hipocampo, estriado, sustancia negra y cerebelo. La imagen se obtuvo del laboratorio de 
canabinoides del Dr. Oscar Prospéro García. 

 

El CB1 es el receptor acoplado a proteína G más abundante, con 

una densidad de 10-50 veces por encima de otros receptores clásicos 

como los de dopamina u opioides 76,77

El CB1 y el CB2 comparten 44% de la identidad total y el 68% de 

la identidad en los dominios transmembranales. Debido a que los dos 

receptores están acoplados a una proteína Gi/o inhiben la formación 

de  AMPc. También se ha observado que la activación del CB1 afecta 

los canales iónicos, inhibiendo los canales de calcio tipo N y P/Q y 

. Su localización en el cerebro 

coincide con las propiedades farmacológicas reportadas para el THC.  
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activando los de tipo A y los canales de potasio rectificantes de 

entrada 78, 79, 80, (Figura 5). 

 

Figura 5. Mecanismos de transducción por la estimulación del CB1 en una terminal 
presináptica. La activación del receptor CB1 activa una proteína Gi inhibiendo a la adenilato 
ciclasa, disminuyendo así la producción de AMPc. Además la proteína G directamente inhibe  a los 
canales de calcio de tipo N y P/Q y estimula a los canales de potasio rectificantes de entrada (Kir+). 
Por otra parte, la activación de los canales de potasio tipo A es también dependiente de la proteína 
G pero no de forma directa. Al inhibir a la adenilato ciclasa y disminuir al AMPc se inhiben los 
canales de potasio de tipo A, ya que son dependientes de PKA para poder fosforilarse 81

 

. 

Endocanabinoides 

 Por definición, los endocanabinoides (eCBs) son moléculas 

endógenas capaces de unirse y activar funcionalmente a los 

receptores a canabinoides, ya sea al CB1, al CB2 o a ambos82. Los 
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endocanabinoides son una familia de eicosanoides y derivados afines 

de ácidos grasos no saturados que estimulan a los receptores a 

canabinoides. Entre estas moléculas endógenas se encuentran la 

anandamida (N-araquidoniletanolamida), el 2-AG (2 araquidonil-

glicerol), la Oleamida (Cis-9,10 octadecenamida), el PEA (N-

palmitoiletanolamida), el OEA (N-oleoiletanolamida), la virodamina (O-

araquidonoiletanolamina), NADA (N-araquidonoil-dopamina), y DEA 

(Docosatetraenoiletanolamida), entre otros (Figura 6).  

 

Figura 6. Endocanabinoides y compuestos relacionados. Muestra un listado de los 
endocanabinoides y sus propiedades de activación a los receptores a cabinoides CB1 y CB2 83

 

. 

Por razones obvias nos vamos a centrar en dos de ellos 

solamente, la anandamida y la oleamida. 

La anandamida fue el primer endocanabinoide descubierto, se 

identificó por primera vez en el cerebro de cerdo en 1992 por 
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Devane84. Es la amida derivada del acido araquidonico (AA) y la 

etanolamina. Su nombre proviene del sánscrito ananda y significa la 

que trae bendición interna y tranquilidad85

La anandamida es principalmente un agonista al CB1 aunque 

también actúa sobre el CB2 con menor afinidad

 y amida por su enlace 

químico que distingue a este endocanabinoide de los agonistas 

exógenos81. 

86,87, lo que indica que 

también tiene efectos en la periferia y en el sistema inmune, ya que es 

donde el receptor CB2 es mayormente localizado. La afinidad de la 

anandamida por el CB2 es al menos 4 veces menor que por el CB188

La anandamida ha mostrado una afinidad en el orden nanomolar 

al CB1 en homogenados de cerebro de rata

 . 

Al igual que el THC, inhibe la actividad motora, disminuye la ansiedad 

y produce analgesia e hipotermia, efectos que son típicos al 

administrar canabinoides. Se ha demostrado que la anandamida 

inhibe a la adenilato ciclasa y a los canales de calcio de tipo N85.  

89. Inicialmente, 

anandamida fue cuantificada en el cerebro de cerdo, ahí se encontró a 

razón de 0.4 pmol/proteína84. En la rata y en el humano se ha 

encontrado anandamida en el cerebro y periferia por medio de 

cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) y espectrometría de 
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gases. En el cerebro de rata se ha detectado a una concentración de 

29 pmol/g de tejido y en el de humano a 148 pmol/g de tejido90,91.  En 

el plasma se ha encontrado a una concentración de 4.4 pmol/ml en la 

rata, niveles muy parecidos a los de dopamina en el mismo animal92. 

En el cerebro se han encontrado niveles altos en áreas con alta 

densidad del CB1, como el hipocampo, estriado, cerebelo y corteza. 

Los niveles de anandamida en el cerebro son equivalentes a los de 

neurotrasmisores como dopamina y serotonina, pero al menos 10 

veces más bajos que los de GABA y glutamato81. Dentro de los 

endocanabinoides, el más abundante en el sistema nervioso central es 

el 2-AG (2-araquidonil glicerol). Se encuentra al menos170 veces más 

alto que la anandamida (4nmol/g de tejido)93,94

Tanto la anandamida como la oleamida no entran dentro de la 

definición de los neurotransmisores clásicos debido a que son 

compuestos lipofílicos, que no son almacenados dentro de vesículas 

en el citoplasma y éstos pueden difundirse libremente a través  de la 

membrana. Así, la anandamida se produce en la membrana a partir de 

. Los niveles de este 

endocanabinoide en el suero, plasma y líquido cefalorraquídeo son 

bajos, lo que indica que se metaboliza en los tejidos donde es 

sintetizado y que su acción no es de naturaleza hormonal.  
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un fosfolípido precursor por la activación de una enzima para después 

ser liberada y activar a los receptores a canabinoides. De su síntesis y 

degradación hablaremos detenidamente más adelante. 

La oleamida (Cis-9-10-Octadecenoamida) es también una 

molécula de naturaleza lipídica. Esta fue encontrada por primera vez 

en el líquido cefalorraquídeo de gatos privados de sueño95,96

Este endocanabinoide se une a ambos receptores. Su síntesis y 

distribución en el cerebro aún no ha sido muy estudiada. La oleamida 

ha mostrado producir efectos clásicos de los canabinoides o 

endocanabinoides como la anandamida, produce hipomotilidad, 

analgesia y reduce la temperatura corporal

.  

97 y otros efectos que a lo 

largo del tiempo se ha visto que los canabinoides también producen, 

como daño en la memoria, aumento del consumo de alimento e 

inmunosupresión98,99,100

La oleamida se une al CB1 sólo en altas concentraciones

.  

101 y 

también es capaz de unirse a otros receptores como a los 5HT1A, 

5HT2A y 5HT7  en neuronas102. Se ha probado que la oleamida se une 

al receptor CB1 y que por medio de la activación del receptor inhibe la 

formación de AMPc101. Además es degradada por la misma enzima 
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que degrada a la anandamida, la hidrolasa de los ácidos grasos 

amidados (FAAH). Todo esto sugiere que forma parte de una extensa 

familia de compuestos similares a los endocanabinoides83.    

Biosíntesis y Degradación 

Los endocanabinoides no son almacenados en vesículas como 

los neurotransmisores clásicos. Éstos son sintetizados en la 

membrana celular y liberados a demanda, por medio de una vía 

dependiente de Ca++. 

La anandamida se produce a partir de fosfolípidos  precursores 

que se encuentran enclavados en  la membrana celular  por medio de 

la actividad de dos enzimas. El primer paso de la síntesis consiste en 

la catálisis de dos fosfolípidos, la fosfatidil etanolamina  (PE) y la 

fosfaditil colina (PC), que por medio de la actividad de la enzima N-

aciltransferasa  (NAT) producen N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina 

(NAPE), tomando el acido araquidónico de la PC y uniéndolo a la 

cabeza del grupo de la PE. El segundo paso consiste en la hidrólisis 

de la NAPE por medio de la enzima fosfolipasa D (PLD), la cual 

produce anandamida y acido fosfatídico, el cual se recicla para 

producir glicerol103 (Figura 7). En cultivos de neuronas corticales de 
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rata se ha observado que la actividad de la NAT es dependiente de 

Ca++ 104. 

 

Figura 7. Biosíntesis de anandamida. Ilustra la formación de anandamida en 2 pasos. 
El primero es la formación del precursor de anandamida, NAPE por medio de la actividad de la 
NAT, la cual lo produce catalizando PE y PC. El segundo paso, es la formación de anandamida por 
medio de la PLD que toma el NAPE y lo hidroliza para formar anandamida103. 

 

Ahora bien, la síntesis de oleamida aún no es clara, pero se cree 

que se forma a partir de N-acil glicina, por acción de la enzima peptidil 

glicina α-amida monooxigenasa (PGAM)105. Estudios in vitro han 

mostrado que la PGAM genera oleamida eficientemente106

 

 (Figura 8). 
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Figura 8. Posible biosíntesis de Oleamida. A través de la enzima PGAM se forma oleamida 
de N-acil glicina105.  

 

 La anandamida y la oleamida son degradadas por la misma 

enzima, la hidrolasa de los ácidos grasos amidados. La FAAH es la 

enzima principal que se encarga de la inactivación de ácidos grasos 

amidados, entre los cuales están la anandamida, el N-palmitoil 

etanolamida, el N-estearoil etanolamida, la N-oleoil etanolamida y por 

supuesto la oleamida107. La FAAH es una proteína integral de la 

membrana de 597 aminoácidos, ha sido clonada en varias especies y 

muestra un grado alto de conservación entre el humano y el ratón108

 El papel que juega la FAAH en el proceso de degradación de los 

ácidos grasos amidados es realmente importante. Actualmente se han 

generado ratones knockout de FAAH  [FAAH(-/-)]  los cuales muestran 

. 

La FAAH degrada a la anandamida en acido araquidónico y 

etanolamina, mientras que a la oleamida la convierte en ácido oleico y 

amonia. 
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disminución en la hidrólisis de anandamida y otros FAAs (ácidos 

grasos amidados) de 50-100 veces en diversos tejidos, lo que indica 

que esta enzima es la principal para degradar estos lípidos in vivo. La 

administración de anandamida en el ratón FAAH (-/-) produce efectos 

exagerados en la hipomotilidad, analgesia, hipotermia y catalepsia, 

comparados con los efectos que produce la misma administración en 

ratones silvestres105. 

 También se ha observado que los niveles endógenos de 

anandamida y otros FAAs se encuentran al menos 10 veces más 

elevados en el cerebro del ratón FAAH (-/-)109,110. Además, si se 

administra un inhibidor de la FAAH, el URB597, se produce una 

inhibición dosis dependiente de la actividad de la FAAH en el cerebro 

de la rata. Después de una inyección i.p. de 0.3 mg/kg, el URB597 

inhibe a la FAAH en 15 min y esta inhibición dura hasta 16h. Asociado 

a esto los niveles de anandamida en el cerebro se triplican, 

intensificando y prolongando sus efectos en la hipotermia, la analgesia 

y la hiperfágia111

 Por medio de microscopía electrónica se ha visto que la FAAH 

se encuentra localizada predominantemente dentro de la célula, 

principalmente en la mitocondria y en el retículo endoplasmático 

. 
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aunque  no exclusivamente. Aún no se sabe con exactitud cómo es 

que la anandamida que se encuentra en la membrana llega hasta ahí, 

una posibilidad es que exista una proteína intracelular encargada de 

secuestrar a la anandamida de la membrana internalizándola y 

facilitando su movimiento hacia la mitocondria o el retículo 

endoplasmático112

 Para concluir, los endocanabinoides son moléculas de 

naturaleza lipídica que se sintetizan en la membrana celular a partir de 

lípidos precursores. Estos son sintetizados por enzimas ancladas a la 

membrana que son dependientes de calcio. Una vez sintetizados, los 

endocanabinoides son liberados y viajan a la presinapsis, uniéndose 

así a sus receptores. Por esta razón, los endocanabinoides se 

consideran neuromoduladores o transmisores retrógrados. Al activar al 

CB1 o CB2 que están acoplados a una proteína Gi/o inhiben la 

liberación de neurotransmisores como GABA, Glutamato etc. (Figura 

9). Posteriormente, los endocanabinoides son degradados por 

enzimas específicas, que para el caso de oleamida y anandamida es 

la FAAH. 

. 
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Figura 9. Biosíntesis y mecanismo de acción de los endocanabinoides. El calcio activa a la 
N-acil transferasa (NAT). La liberación del Ca++ puede ser activada por receptores ionotrópicos de 
glutamato, NMDA o canales de Ca++ dependientes de voltaje. Una vez que la NAT es activada ésta 
toma a la fosfatidiletanolamida (PE) y a la fosfatidil colina (PC) como sustrato para generar N-
araquidonil-fosfatidiletanolamina (NAPE). La NAPE se convierte en anandamida a través de la 
enzima fosfolipasa D (PLD). Ahora bien, para la biosíntesis del 2-AG, la activación de un receptor 
acoplado a una proteína Gi/o activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual toma como sustrato 
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) para generar diacil glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). El DAG 
es transformado a 2-AG por la enzima diacilglicerol lipasa (DGL). Una vez sintetizados los 
endocanabinoides son liberados como mensajeros retrógrados activando los receptores CB1. La G 
i/o inhibe a la adenilatociclasa (AC),  disminuyendo la formación de AMPc. Este efecto previene la 
activación de la PKA, evitando la fosforilación de los canales de potasio tipo A (K+A). La G i/o 
también inhibe canales de Ca++, a los tipo K+ir y activa la proteina cinasa activada por mitógenos 
(MAPcinasa). La actividad de la anandamida termina cuando es convertida a acido araquidonico y 
etanolamina por la hidrolasa de los ácidos grasos amidados (FAAH). En el caso del 2-AG éste es 
inactivado por la monoacil glicerol lipasa (MAGL)113

 

. 

 

 

 

 

 



45 
 

3. Sueño y Canabinoides  

 Recapitulando un poco, desde hace unos miles de años la 

marihuana era una planta que se utilizaba con diversos fines 

medicinales, entre los cuales cabe destacar que en la India se 

recomendaba para mejorar el sueño. No fue hasta 1860 que se 

presento un primer reporte médico donde se mencionaba que una de 

las utilidades de esta planta era la de actuar como hipnótico y cuatro 

décadas después fue recomendada para el insomnio senil.  

Debido principalmente a que la marihuana se catalogó como 

droga ilegal (tipo I) no siguieron reportándose sus efectos en la 

medicina, hasta que en 1960 y 70 se reanudaron las investigaciones,  

sobre todo en lo que tenía que ver con el sueño. A pesar de que 

existen varios reportes en estos años los efectos resultaron ser 

contradictorios, tal vez en gran medida debido a que se utilizaba la 

planta, que como sabemos presenta grandes variaciones en la 

cantidad de THC que produce, así como en la de los otros 

canabinoides que la componen, dificultando la dosificación y la 

comparación entre estudios. 
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Posterior al descubrimiento de los endocanabinoides y de los 

receptores a canabinoides se reanudó la investigación sobre la 

participación de los canabinoides en el sueño. Así, recientemente la 

anandamida y la oleamida, dos moléculas endógenas con actividad 

canabinérgica que se unen al receptor CB1114,115 y son degradadas 

por la misma enzima, la FAAH116, se han propuesto como reguladoras 

de  diversas funciones fisiológicas, entre las cuales están la 

temperatura corporal, el consumo de alimento, la conducta sexual y el 

sueño117,118,119,120,121,122

 Existen evidencias farmacológicas que vinculan al sistema 

canabinérgico con el sueño. Se ha mostrado en ratas que la 

administración aguda intracerebroventricular (icv) de anandamida 

aumenta el sueño NMOR y el sueño MOR a expensas de la vigilia

. 

123. 

Cuando la anandamida es administrada directamente a PPT causa un 

efecto similar aunque más evidente124

 

. La administración del 

SR151716A, un antagonista al CB1, previene este efecto indicando 

que el aumento en el sueño es debido a la activación del CB1. 
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 La oleamida fue aislada por primera vez del líquido 

cefaloraquídeo (LCR) de gatos privados de sueño durante 22h125

La administración sistémica de 5mg/kg de oleamida  2h antes del 

inicio del periodo de obscuridad, que es cuando las ratas están más 

activas, indujo sueño y acorto la latencia de éste a 4min en 

comparación con los controles cuya latencia fue una hora125. 

Adicionalmente, se ha reportado que 6h de privación de sueño 

aumentan las concentraciones de oleamida de 3 a 4 veces en el 

líquido cefalorraquídeo de ratas. Además, la administración de 

oleamida reduce la actividad motora en el laberinto de brazos abiertos, 

mientras induce signos electroencefalográficos de sueño

  y 

desde entonces diversos grupos han probado sus efectos en el sueño.  

126

La administración intraperitonial de 10mg/kg de oleamida acorta 

la latencia al sueño y aumenta el tiempo total de sueño principalmente 

por un aumento del sueño NMOR. Estos efectos fueron prevenidos por 

la administración de SR141716A

.  

127,128

 

. 
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 Por otro lado, los ratones que carecen de FAAH, que 

recordemos es la enzima que degrada tanto a anandamida como a 

oleamida muestran una gran cantidad de sueño de ondas lentas y un 

aumento de la potencia de delta129

 Por otra parte se ha reportado que la administración sistémica de 

3mg/kg de SR141716A  reduce el sueño MOR y NMOR aumentando 

la vigilia128. Incluso, la administración del SR141716A puede prevenir 

el rebote de sueño observado en ratas después de 24h de privación 

selectiva de sueño MOR. Más aun se ha mostrado que las 

manipulaciones sobre el sueño pueden producir cambios en el sistema 

canabinérgico. Durante el rebote de sueño consecutivo a la privación 

selectiva de sueño MOR hay un aumento del CB1 en el puente de la 

rata

. 

130

 Los endocanabinoides y sus receptores también se expresan de 

forma diferente a lo largo del ciclo luz obscuridad. La anandamida se 

ha medido en diversas estructuras cerebrales como el hipocampo, el 

puente y el hipotálamo además de en el LCR a lo largo del ciclo luz 

obscuridad utilizando HPLC y espectrometría de masas, se mostró 

que ésta es detectable en el hipocampo y el puente durante la fase de 

obscuridad pero no durante la de luz y que presenta un pico en el LCR 

. 
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al inicio del periodo de obscuridad. Sin embargo, en el hipotálamo la 

anandamida sólo es detectable durante la fase de luz131. El CB1 

también presenta fluctuaciones dependientes del ciclo luz obscuridad. 

Utilizando la técnica de “Western blot” se ha medido la cantidad de 

proteína de CB1 a lo largo del ciclo en diferentes estructuras como el 

hipocampo y el puente, esta fue mayor a las 13:00h en el periodo de 

luz, mientras su pico más bajo fue a la 1:00h en el periodo de 

obscuridad. Utilizando RT-PCR se midió la cantidad de mRNA y se vio 

que el pico más alto es a las 21:00h indicando que hay un retardo de 

16h en la producción de la proteína132

 Por otra parte, existe evidencia que muestra que la 

administración aguda de anandamida o de THC en ratas aumenta la 

Bmax de los receptores a canabinoides en el cerebelo y el hipocampo 

y este efecto se mantiene a lo largo de una administración subcrónica.  

Ahora bien, mientras que el aumento en Bmax después de la 

administración aguda es causado por cambios en la afinidad (Kd) del 

receptor CB1, el aumento de la Bmax después de la administración 

subcrónica se debe a un aumento en la densidad de receptores. Otras 

áreas como el hipotálamo no sufrieron cambios tras las 

administraciones

. 

133. Aunque existen algunas evidencias que el THC 
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puede disminuir el número de receptores CB1 en algunas áreas 

cerebrales como el cerebelo o el estriado esto sólo se observa cuando 

se administran dosis sistémicas muy altas. Hasta ahora no existe 

evidencia de que la administración crónica de anandamida produzca 

una disminución en la afinidad o en el número de receptores CB1, por 

lo que creemos que es importante explorar sí las administraciones 

subcrónicas de los endocanabinoides pueden mejorar el sueño. 

 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 La evidencia experimental presentada sugiere que la 

anandamida y la oleamida pueden mejorar el sueño después de una 

administración aguda y que este efecto es, en su mayoría 

consecuencia de la activación del CB1. Sin embargo, aún no se sabe 

si estos efectos se mantienen después de varias administraciones. En 

este contexto, decidimos evaluar los efectos de la administración 

subcrónica de anandamida y oleamida sobre el sueño, así como los 

efectos de la suspensión súbita de éstos (abstinencia) y por último el  

bloqueo del receptor CB1 antes de la administración de estos 

endocanabinoides para probar si los efectos en el sueño se deben a la 

activación del CB1. 
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HIPÓTESIS 

  La administración aguda y subcrónica de los endocanabinoides 

anandamida y oleamida mejora el sueño y este efecto es mediado a 

través de receptor a canabinoides CB1. 

Objetivos 

1) Realizar curvas dosis respuesta de anandamida y oleamida para 

determinar la dosis efectiva a la cual de forma aguda mejoran el 

sueño. 

2) Analizar los efectos sobre el sueño inducidos por la 

administración subcrónica de anandamida y oleamida. 

3) Analizar los efectos sobre el sueño inducidos por la suspensión 

súbita de ambos endocanabinoides en los animales que han sido 

administrados de forma subcrónica. 

4) Bloquear los efectos producidos por la administración aguda y 

subcrónica de anandamida y oleamida utilizando un antagonista al 

receptor CB1. 
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MÉTODO 

  Sujetos 

Se utilizaron 102 ratas macho de la cepa Wistar, con un peso 

entre 250 y 280 gr. Todos los animales fueron alojados en cajas 

individuales de plexiglas. A lo largo del estudio la temperatura 

ambiental se mantuvo a 22+1 °C y el ciclo luz obscuridad fue 

controlado 12:12h (08:00 am – 08:00 pm). El alimento y el agua 

estuvieron disponible ad libitum. 

Cirugía 

Todos los animales fueron implantados con electrodos y cánulas 

mediante una cirugía estereotáxica. Para este procedimiento fueron 

anestesiados intraperitonelamente con una mezcla anestésica que 

contenía 66 mg/kg ketamina, 0.26 mg/kg xylazina y 1.3 mg/kg 

acepromazina. En la cirugía se les implantó una cánula guía de 23 

gauges directo al ventrículo lateral (P=0.8, L=1.5, V=3.8) para la 

administración icv de los fármacos,  dos electrodos al hipocampo 

(P=4.0, L=2.5, V=2.5) para el registro del electroencefalograma, de 

acuerdo al atlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson134, dos 

electrodos con tornillo implantados en los huesos frontales para 
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utilizarlos como referencia y por último dos electrodos a los músculos 

de la nuca para el registro del electromiograma. 

Los animales fueron tratados de acuerdo con la Norma Oficial 

Mexicana  (NOM-062-ZOO-199) y la Guía para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio del National Institute of Health, y de la 

European Community Council Directive 86/609/EEC.  Adicionalmente, 

el protocolo fue aprobado por el comité de ética e investigación de la 

Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM).  

Registros de Sueño 

Después de la cirugía los animales implantados fueron alojados 

individualmente y se dejaron recuperar por 10 días. Una vez que 

terminó este periodo las ratas fueron habituadas a las condiciones del 

registro por 24h. Después del periodo de habituación se dividieron a 

las ratas en diferentes grupos experimentales, en los cuales se les 

administraba vehículo, oleamida o anandamida a las 8:00 am (al 

comienzo del periodo de luz). Inmediatamente después de la 

administración se comenzó a grabar el registro de sueño y se mantuvo 

durante 24h. 
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Las señales de EEG y EMG fueron amplificadas con un polígrafo 

Grass Modelo 7 y un amplificador Modelo 7P511 con un rango de 

frecuencia para el EEG de 1 a 30 y para el EMG de 30 a 100 Hz. Para 

la adquisición y análisis de las señales se utilizó el programa ICELUS®. 

Los animales fueron sacrificados al final de los experimentos con 

una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sódico. Para verificar la 

posición de la cánula se utilizó una inyección icv de rojo de  Ponceu 

(5µl) para teñir el sistema ventricular cerebral. Los cerebros fueron 

extraídos y seccionados para verificar que todos los ventrículos 

estuvieran teñidos. 

Fármacos 

 La araquidoniletanolamida (anandamida, ANA) y la oleamida 

(OLE) se obtuvieron de Sigma Aldrich, y el antagonista al CB1, 

AM251, se obtuvo de Cayman Chemical. En estos experimentos se 

utilizó este antagonista y no el SR141716A porque es más específico 

para el CB1y está comercialmente disponible.  La anandamida y la 

oleamida fueron disueltas en una solución de 5% etanol en solución 

salina, el AM251 se disolvió en 1µl de dimetil sulfoxido (DMSO). Las 
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dosis y los volúmenes utilizados se describen a continuación para 

cada experimento.  

Protocolo experimental 

Curva Dosis Respuesta de Anandamida y Oleamida 

Para determinar la dosis en la que la anandamida y la oleamida 

producen un mayor efecto en el sueño se utilizaron 7 grupos de 

animales (n=6 para cada grupo) a los cuales se les administró una 

sola vez el fármaco (administración aguda). El grupo CONTROL 

recibió 5µl de vehículo (salina con 5% de etanol), el grupo de ANA1 

(1µg/5µl de vehículo), el grupo de ANA2 (2µg/5µl de vehículo), el 

grupo de ANA4 (4µg/5µl de vehículo), el grupo OLE6 (6µg/5µl de 

vehículo), el grupo OLE12 (12µg/5µl de vehículo) y el grupo OLE25 

(25µg/5µl de vehículo). En todos los grupos experimentales los 

fármacos fueron administrados a las 8:00am. El registro de sueño 

comenzó inmediatamente después de la administración y tuvo una 

duración de 24h. 

Administración subcrónica y abstinencia 

Para las administraciones subcrónicas se utilizaron 3 grupos 

(n=6 para cada grupo). Los mismos animales usados en la 
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administración aguda en los grupos CONTROL, ANA2 (2µg/5µl de 

vehículo) y OLE25 (25µg/5µl de vehículo) se siguieron administrando  

diariamente con las mismas dosis y los mismos fármacos a las 8:00am 

durante 15 días. Estas dosis fueron las más efectivas para aumentar el 

sueño MOR después de la administración aguda. Los animales no 

fueron registrados hasta el día 15 de la administración. En este día 

inmediatamente después de la administración del vehículo o de los 

canabinoides  los animales fueron registrados por 24h. El día 16, todos 

los grupos recibieron vehículo (5µl) a la misma hora y se registraron 

por 24h, con el fin de detectar si presentaban signos de abstinencia en 

el sueño. Además, para detectar si los efectos de anandamida y 

oleamida sobre el sueño están mediados por la activación del CB1 

utilizamos un antagonista a este receptor, el AM251. 

Curva Dosis respuesta de AM251 

Se llevó a cabo una curva dosis respuesta de AM251 para 

determinar el efecto del bloqueo del CB1 y así potencialmente prevenir 

la actividad de los endocanabinoides administrados. La curva dosis 

respuesta de AM251comenzó con la dosis equimolar a 2µg de 

anandamida, que fue la dosis que tuvo efectos en el sueño. Se 

utilizaron 4 grupos (n=6 para cada grupo), el grupo CONTROL al que 
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se le administro 1µl de vehículo (DMSO), el grupo de AM251-3.2 

(3.2µg/1µl de DMSO), el grupo de AM251-6.4 (6.4µg/1µl de DMSO) y 

el grupo de AM251-12.8 (12.8µg/1µl de DMSO). La administración se 

llevo a cabo a las 8:00am. El registro de sueño comenzó 

inmediatamente y tuvo una duración de 24h. 

Bloqueo de la administración aguda y subcrónica de 

anandamida y oleamida 

Para bloquear los efectos de la administración aguda de 

anandamida o oleamida se utilizaron 3 grupos (n=6 para cada grupo). 

El grupo CONTROL (1µl de DMSO, 15 min después recibieron 4µl de 

etanol al 5% en solución salina), AM251/ANA (3.2µg AM251/1µl de 

DMSO, 15 min después recibieron 2µg de ANA/4µl de salina con 5% 

de etanol) y AM251/OLE (3.2µg AM251/1µl de DMSO, 15 min después 

recibieron 25µg de OLE/4µl de salina con 5% de etanol). Los animales 

fueron administrados a las 8:00am y el registro de sueño se llevó a 

cabo inmediatamente con una duración de 24h. 

Para conocer los efectos del bloqueo con AM251 en la 

administración subcrónica se utilizaron 3 grupos adicionales que 

recibieron vehículo, anandamida u oleamida diariamente durante 15 
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días (n=6 para cada grupo). Las administraciones fueron exactamente 

iguales que las descritas para el experimento de administración 

subcrónica. El día 15, se administró el AM251 de la siguiente forma: 

para el grupo CONTROL (1µl de DMSO, 15 min después recibieron 

4µl de salina con 5% de etanol), AM251/ANA (3.2µg AM251/1µl de 

DMSO, 15 min después recibieron 2µg de ANA/4µl de salina con 5% 

de etanol) y AM251/OLE (3.2µg AM251/1µl de DMSO, 15 min después 

recibieron 25µg de OLE/4µl de salina con 5% de etanol). Los animales 

fueron administrados a las 8:00am y el registro de sueño se llevó a 

cabo inmediatamente y tuvo una duración de 24h. 

Análisis de datos 

Los registros electroencefalográficos fueron analizados cada 12 

segundos y se clasificaron en los siguientes estados de vigilancia: 

Vigilia (V), sueño NMOR (NMOR) y sueño MOR (MOR). Los criterios 

electroencefalográficos usados para definir estos estados de vigilancia 

fueron los siguientes: la vigilia se caracterizó por un 

electroencefalograma con actividad rápida de bajo voltaje  y actividad 

theta así como alta actividad muscular en el EMG; el sueño NMOR 

con ondas delta y una disminución en la actividad muscular y el sueño 

MOR con actividad teta y atonía muscular. El tiempo que pasaban los 
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animales en vigilia, NMOR y MOR se calculó por hora durante dos 

periodos de 12h (total 24h). La latencia a sueño NMOR se calculó 

midiendo el tiempo transcurrido hasta tener el primer periodo de sueño 

NMOR, y la de sueño MOR se midió desde el primer periodo se sueño 

NMOR al sueño MOR. La frecuencia y la duración promedio de sueño 

MOR también fueron medidos. 

  Estadística 

Los resultados de la vigilia, el sueño NMOR y el sueño MOR 

fueron comparados con una ANOVA mixta y una corrección de 

Greenhouse-Geisser,  además de una ANOVA subsidiaria para 

detectar los cambios por hora con una prueba post hoc LSD usada 

sólo para la comparación específica cuando estaba indicada por la 

ANOVA mixta, a excepción de la curva dosis respuesta de AM251 

para la cual se usó una ANOVA de una vía y un post hoc LSD. 

Finalmente, la frecuencia del sueño MOR se analizó con una prueba 

de Kruskal-Wallis y con un post hoc U de Mann-Whitney con su 

respectiva corrección de Bonferroni. 
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RESULTADOS 

Curva dosis respuesta de anandamida y oleamida 

Los resultados muestran que la administración aguda de 2µg de 

anandamida aumenta significativamente el sueño MOR en 

comparación con el grupo control.  El análisis estadístico con la 

ANOVA mixta indica una interacción significativa grupo x tiempo para 

el sueño MOR (F 7549, 50.32= 2.489. p<0.05,ε=109) y diferencias de la 

hora 5 a la 10 y desde la hora 18 a la 24 con las ANOVAs subsidiarias 

(Tabla 1).  
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El aumento en el tiempo total de sueño MOR producido por la 

administración de anandamida se observó a partir de la 5ta hora hasta 

las 24h aunque no en todas las horas resultó significativo (Gráfica 1A). 

La vigilia mostró una pequeña reducción en el tiempo total pero no fue 

significativa (Gráfica 1C), y el sueño NMOR tampoco mostró 

diferencias significativas. El tiempo que aumentó el sueño MOR fue 

tomado de la vigilia, que se redujo un poco aunque no 

significativamente (Gráfica 1B). 
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Gráfica 1. Curva dosis respuesta de la administración aguda de 3 dosis de anandamida en el ciclo 
sueño vigilia. Muestra los grupos  ANA 1 (1µg), ANA2 (2µ), ANA4 (4µg) y el grupo CONTROL que recibió vehículo. En el Panel 
(A) se observa el sueño MOR, en el panel (B) el sueño NMOR y en el (C) la vigilia. Los resultados están expresados como la media + 
EE  del tiempo acumulado (min) a lo largo de 24h de registro y el ciclo luz obscuridad está representado con una barra blanca-negra 
en el eje de las X. Los análisis estadísticos  fueron hechos con una ANOVA mixta que indicó una interacción significativa 
grupoxtiempo para el sueño MOR y las diferencias específicas evaluadas con las ANOVAs subsidiarias (* p<0.05). Es importante 
mencionar  que algunos de los EE son muy pequeños para ser apreciados en las gráficas.  
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Por otra parte, la administración aguda de oleamida a 25µg 

aumentó significativamente el sueño MOR en comparación con el 

grupo control (Gráfica 2). El análisis estadístico con la ANOVA mixta 

mostró que hay una interacción significativa de grupo x tiempo para el 

sueño MOR (F7.75,51.67=288, p<0.05,ε=0.112) y diferencias significativas 

desde la  hora 6 a la 24, aunque no todas las horas fueron 

significativas, con las ANOVAs subsidiarias (Tabla 2). 
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Gráfica 2. Curva dosis respuesta de oleamida en el ciclo sueño vigilia. Muestra a los grupos OLE 6 (6µg), 
OLE12 (12µ), OLE25 (25µg) y el grupo CONTROL que recibió vehículo. En el Panel (A) se observa el sueño MOR, en el panel (B) el 
sueño NMOR y en el (C) la vigilia. Los resultados están expresados como la media + EE  del tiempo acumulado (min) a lo largo de 24h 
de registro y el ciclo luz obscuridad está representado con una barra blanca-negra en el eje de las X. Los análisis estadísticos  fueron 
hechos con una ANOVA mixta que indicó una interacción significativa grupoxtiempo para el sueño MOR y las diferencias específicas 
evaluadas con las ANOVAs subsidiarias. Las diferencias contra el grupo CONTROL fueron marcadas con (*)  p<0.05 y las diferencias 
entre OLE6 y OLE12 con  (+) p<0.05. Es importante mencionar  que algunos de los EE son muy pequeños para ser apreciados en las 
gráficas.  
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De forma muy similar que con anandamida la vigilia y el sueño 

NMOR no mostraron diferencias significativas y el tiempo que aumentó 

el sueño MOR fue a costa de una pequeña disminución de la vigilia 

(Gráfica 2). 

 Para la curva dosis respuesta de anandamida y oleamida se 

utilizó el mismo grupo control, ya que los experimentos se hicieron al 

mismo tiempo. Sin embargo, se graficaron en distintas figuras  ya que 

los efectos se pueden apreciar con mejor claridad por separado 

(Gráfica 1y 2) 

El aumento de sueño MOR producido por la administración de 

2µg de anandamida se debe a un aumento de la frecuencia de los 

episodios de sueño MOR más que a cambios en la duración media de 

los episodios. Mientras que de forma muy parecida aunque no 

significativa, el  aumento de sueño MOR producido por la 

administración de 25 µg oleamida mostró una tendencia a aumentar la 

frecuencia y no la duración de los episodios de sueño MOR. La 

administración aguda de 2µg de anandamida aumentó 

significativamente la frecuencia de los episodios de sueño MOR 

durante la fase de luz (H3=8.49, p<0.05) con  respecto al control 
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(Gráfica 3). Un patrón similar se observó con la administración de 

25µg de oleamida, aunque no hubo diferencias significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 3. Frecuencia de los episodios de sueño MOR en el ciclo luz- obscuridad y 
durante el total de las 24h Muestra la frecuencia del sueño MOR bajo los efectos de las 3 dosis utilizadas de 
anandamida. Los resultados se expresan como la media+ EE de la frecuencia del sueño MOR para las dosis de 
anandamida ANA1 (1µg), ANA2 (2µg), ANA4 (4µg) y el CONTROL (vehículo). El análisis estadístico con la prueba de 
Kruskal-Wallis revela diferencias significativas entre los grupos y el test post hoc U de Mann Whitney indica 
diferencias significativas entre ANA2 y el CONTROL (*p<0.05) en la fase de luz.  
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Administración Subcrónica y Abstinencia de Anandamida y 

Oleamida 

La administración subcrónica (15 días) de anandamida u 

oleamida se llevó  a cabo con las dosis de 2 y 25µg respectivamente, 

ya que estas dosis fueron las que aumentaron el sueño MOR durante 

la administración aguda.  

Los resultados muestran que la administración subcrónica de 

anandamida u oleamida aumentan el sueño MOR significativamente 

(Gráfica 4). La ANOVA mixta mostró una interacción significativa de 

grupo x tiempo para el sueño MOR (F4.95, 37.15=3.87, p<0.05,ε=0.108). 

Ambos, anandamida y oleamida, producen efectos similares a 

diferentes dosis. Se observa que la administración subcrónica facilita 

aún más el aumento de sueño MOR. Los endocanabinoides producen 

un aumento significativo de sueño MOR desde la 5ta hora hasta las 

24h, como se muestra en la Tabla 3 de las ANOVAs subsidiarias. La 

vigilia y el sueño NMOR, no mostraron diferencias significativas.  
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Ahora bien, como en los otros experimentos el aumento de 

sueño MOR se debe a una reducción no significativa de la vigilia 

(Gráfica 4).  
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Gráfica 4. Administración subcrónica de anandamida u oleamida en el ciclo sueño vigilia. Se muestran los 
grupos de ANA 2 (2µg), OLE 25 (25µ)  y el grupo CONTROL (vehículo)  tras 15 días de administración. En el Panel (A) se observa el 
sueño MOR, en el panel (B) el sueño NMOR y en el (C) la vigilia. Los resultados están expresados como la media + EE  del tiempo 
acumulado (min) a lo largo de 24h de registro y el ciclo luz obscuridad está representado con una barra blanca-negra en el eje de las X. 
Los análisis estadísticos  fueron hechos con una ANOVA mixta que indicó una interacción significativa grupoxtiempo para el sueño MOR y 
las diferencias específicas evaluadas con las ANOVAs subsidiarias muestran las diferencias contra el grupo CONTROL (* p<0.05).Es 
importante mencionar  que algunos de los EE son muy pequeños para ser apreciados en las gráficas.  
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El aumento observado después de la administración subcrónica 

de anandamida fue producido al parecer por una tendencia a 

aumentar de la frecuencia del sueño MOR más que por aumentar la 

duración media de los episodios. La administración subcrónica de 

oleamida aumentó significativamente la frecuencia del sueño MOR 

durante el periodo de luz (H2 =6.23, p<0.05) y el tiempo total (H2 

=8.05, p<0.05) ver gráfica 5. 

 

 

 

Gráfica 5. Frecuencia de los episodios de sueño MOR en la fase le luz, obscuridad y el 
tiempo total de 24h en la administración subcrónica de anandamida u oleamida. Los 
resultados están expresados como la media+ EE de la frecuencia del sueño MOR para ANA (2µg), OLE (µg) y el grupo 
CONTROL (vehículo) después de 15 días de administración. Los análisis estadísticos con el test de Kruskal-Wallis, 
indican diferencias significativas entre los grupos de OLE y el CONTROL, en la fase de luz y en el tiempo total 
(*p<0.05). 
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En el día 16 todos los grupos administrados subcrónicamente 

durante 15 días con canabinoides fueron administrados con vehículo. 

Mostramos que el retiro súbito de los canabinoides tras la 

administración subcrónica no produjo cambios. Los animales que 

habían recibido oleamida o anandamida por 15 días mostraron un ciclo 

sueño vigilia igual al de los controles cuando les fue retirado el 

fármaco (Gráfica 6).  
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Gráfica 6. Efectos de la suspensión súbita de los endocanabinoides (abstinencia) en el 
ciclo sueño vigilia. Se muestran los grupos: ANA/SUSPENSIÓN,  OLE/SUSPENSIÓN, y el grupo CONTROL que 
recibió vehículo todo el tiempo. Se observa en el Panel (A) el sueño MOR, en el panel (B) el sueño NMOR y en el (C) la 
vigilia. Los resultados están expresados como la media + EE  del tiempo acumulado (min) a lo largo de 24h de registro y 
el ciclo luz obscuridad está representado con una barra blanca-negra en el eje de las X. Los análisis estadísticos  fueron 
hechos con una ANOVA mixta que indicó que no hay diferencias significativas.  
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Curva Dosis Respuesta de AM251 

En gráfica 7, se muestra la curva hecha para ver los efectos del 

AM251 sobre el sueño. La dosis de 3.2µg disminuye el sueño MOR 

durante las primeras 4h de la administración y después regresa a la 

línea base en las siguientes 20h. Debido a esto, los datos presentados 

son de las 4h seguidas a la administración. Se utilizó una ANOVA de 

una vía para este análisis, la cual indicó diferencias significativas con 

el grupo control (F3, 20 =3.11, p=<0.05). Se observó una reducción del 

sueño MOR con la dosis de 3.2µg. 

 

 

Gráfica 7. Curva dosis respuesta de AM251.  Los resultados están expresados como 
la media+ del tiempo en minutos para las primeras 4h de registro usando 3 dosis de AM251: AM251 
3.2 (3.2µg), AM251 6.4 (6.4µg), AM251 12.8 (12.8µg) y el grupo CONTROL (vehículo). El análisis 
consistió en una ANOVA de una vía que indicó diferencias significativas en el sueño MOR y una 
prueba post hoc LSD que indicó diferencias significativas entre el AM251 3.2 y el grupo CONTROL 
(*p<0.05). 
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Bloqueo de la administración aguda y subcrónica de anandamida 

y oleamida 

Con el fin de tratar de prevenir los efectos de la administración 

aguda y subcrónica de anandamida y oleamida se administró el 

antagonista al CB1, el AM51 a una dosis de 3.2µg 15 minutos antes de 

la administración aguda o subcrónica (día 15). Como se puede ver en 

las gráficas 8 y 9  la administración del antagonista al CB1 previene 

los efectos de anandamida y oleamida sobre el sueño MOR en la 

administración aguda y subcrónica. 

Por último, analizamos las latencias de sueño no MOR y sueño 

MOR en cada uno de los experimentos descritos pero no se 

encontraron diferencias significativas con el grupo control. 
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Gráfica 8. Bloqueo de los efectos inducidos por la administración aguda de anandamida y 
oleamida  en el ciclo sueño vigilia con AM251. Se observan a los grupos AM251/ANA (AM251 3.2µg 15 min antes 
de ANA 2µg), AM251/OLE (AM251 3.2µg 15 min antes de OLE 25µg) y el grupo CONTROL (DMSO, 15 min antes del vehículo 
con salina y 5% de ETOH). En el Panel (A) se muestra el sueño MOR, en el panel (B) el sueño NMOR y en el (C) la vigilia. Los 
resultados están expresados como la media + EE  del tiempo acumulado (min) a lo largo de 24h de registro y el ciclo luz 
obscuridad está representado con una barra blanca-negra en el eje de las X. Los análisis estadísticos  fueron hechos con una 
ANOVA mixta que indicó que no había diferencias significativas. Es importante mencionar  que algunos de los EE son muy 
pequeños para ser apreciados en las gráficas.  
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Gráfica 9. Bloqueo de los efectos inducidos por la administración subcrónica de 
anandamida y oleamida  en el ciclo sueño vigilia con AM251. Muestra a los grupos de AM251/ANA 
(AM251 3.2µg 15 min antes de ANA 2µg), AM251/OLE (AM251 3.2µg 15 min antes de OLE 25µg) y el grupo CONTROL 
(DMSO, 15 min antes del vehículo con salina y 5% de ETOH). En el Panel (A) se observa el sueño MOR, en el panel (B) el 
sueño NMOR y en el (C) la vigilia. No se encontraron diferencias significativas, lo que muestra que la previa administración 
del antagonista al CB1 previene los efectos inducidos por anandamida y oleamida en el sueño. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN  

Los resultados indican que la administración aguda y subcrónica 

de anandamida (2µg) u oleamida (25µg) aumentan el sueño MOR. A 

estas dosis ambos endocanabinoides producen efectos muy similares. 

Nuestros datos apoyan hallazgos previos donde se había mostrado 

que la administración aguda de anandamida produce un aumento del 

sueño MOR124. Además, por primera vez hemos reportado un estudio 

donde se describen los efectos de los endocanabinoides en el sueño 

por  24h después de una sola administración. También hemos podido 

demostrar que estos endocanabinoides son capaces de aumentar el 

sueño MOR durante 2 semanas. En cuanto al sueño NMOR, no 

encontramos cambios inducidos por la administración de estos 

endocanabinoides aunque previamente se había reportado que la 

anandamida aumenta el sueño NMOR124 y que la oleamida acorta la 

latencia al sueño126,127, y aumenta el sueño NMOR cuando es 

administrada sistémicamente135. Una explicación para estas 

diferencias es que usamos dosis diferentes a los experimentos ya 

reportados. Además, hicimos los registros electroencefalográficos en 

el hipocampo, lo cual pudo haber evitado la observación de la 
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expresión robusta de ondas lentas. Al llevar a cabo las curvas dosis 

respuesta para los endocanabinoides nos hemos podido dar cuenta 

que el margen para inducir cambios en el sueño con la administración 

de canabinoides como la anandamida y la oleamida es muy pequeño.  

En la curva dosis respuesta de anandamida podemos observar 

que la dosis más alta no produjo efectos en el sueño. Esto se puede 

explicar considerando que los canabinoides producen una U invertida. 

Se ha reportado, por ejemplo, que en la ansiedad, dosis bajas de 

anandamida producen un efecto ansiolítico, mientras que dosis altas  

producen lo contrario, ansiogénesis, induciendo así un efecto 

bifásico136. Por otra parte, la administración de AM404 (un inhibidor 

selectivo de un transportador putativo de anandamida) produce una 

curva dosis respuesta de tipo U invertida en la prueba de preferencia 

condicionada de lugar137

La administración subcrónica de anandamida u oleamida 

aumenta el sueño MOR, ambos endocanabinoides producen un efecto 

muy similar, causando un aumento desde la 5ta hora post 

administración a las 24h y manteniendo este aumento gracias a un 

incremento en la frecuencia de los episodios de sueño MOR. El 

aumento de sueño MOR  fue aún mayor después de la administración 

. 
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crónica.  Una explicación potencial para este fenómeno es que la 

administración subcrónica de anandamida podría producir un aumento 

en la Bmax del receptor a canabinoides aumentando el número de 

receptores133. 

Posterior a la suspensión súbita de la administración de los 

endocanabinoides, los grupos que recibieron anandamida u oleamida 

durante 15 días presentaron un ciclo sueño vigilia muy similar al de los 

animales control, cuando el día 16 les fue retirado el fármaco. Lo que 

indica que no hay efectos de abstinencia,  que se vean reflejados en el 

sueño. En cuanto a la oleamida se ha reportado que ésta difícilmente 

puede inducir dependencia física138 y que la anandamida es capaz de 

producir este efecto pero solo a dosis muy altas (20mg/kg i.p.)139

Los resultados de la administración aguda y subcrónica de estos 

endocanabinoides indican que ambos pueden facilitar de alguna 

manera los mecanismos de inicio de sueño MOR.  Ahora bien, hay 

que remarcar que a la dosis de anandamida utilizada en estos 

estudios (2µg) no pudimos reproducir  los efectos reportados 

previamente con la dosis de 1.25µg124. 

. 
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Para probar la potencial función del CB1 como el mediador de 

los efectos producidos por los endocanabinoides en el sueño MOR, se 

usó un antagonista al receptor CB1, el AM251. Los resultados 

muestran que  el AM251 reduce el sueño MOR en las primeras 4 

horas post administración, datos que apoyan las observaciones 

previas de  Santucci126, quien administró el antagonista al receptor 

CB1 (SR141716A) causando una disminución del sueño MOR y no 

MOR, y como consecuencia un aumento de la vigilia. En el caso de la 

curva dosis respuesta del AM251 el registro electroencefalográfico fue 

de 24h, pero solo reportamos los efectos en las primeras 4h post 

administración, debido que en este lapso de tiempo fue cuando se 

observaron los efectos en el sueño MOR. Es interesante también que 

el AM251 induzca efectos mayores a menores dosis. Parece que este 

antagonista produce un patrón similar a los efectos de los agonistas al 

CB1, una U invertida. No tenemos datos que expliquen los 

mecanismos subyacentes a esta conducta farmacológica pero 

observamos la ocurrencia de este fenómeno. 

En este contexto, el bloqueo de los efectos de estos 

endocanabinoides en el sueño da un fuerte soporte experimental al 



81 
 

papel del receptor CB1 en la generación del sueño MOR. Estos 

hallazgos apoyan los resultados estudios previos, donde  se ha 

mostrado que la administración del SR141617A bloquea los efectos 

producidos por anandamida y oleamida en el sueño y también 

previene el rebote de sueño MOR124,127,130.  

Los endocanabinoides no son las únicas moléculas que 

promueven el sueño. La cortistatina, la hormona concentradora de 

melanina y muchas otras sustancias más, incluyendo algunos  

neurotransmisores  tienen efectos sobre el sueño. El sueño en general 

depende no solo de la acción de una familia de moléculas como los 

endocanabinoides sino de la actividad de muchas otras moléculas más 

como proteínas, prostaglandinas y adenosina, por ejemplo. 

En resumen, se ha encontrado que tanto la administración aguda 

como subcrónica de anandamida y oleamida aumenta el sueño MOR y 

que estos cambios se deben  a un aumento en la frecuencia de los 

episodios ya sea por una tendencia  o por un aumento significativo. 

Además,  la suspensión súbita de estos endocanabinoides después de 

la administración subcrónica no produce efectos de abstinencia en el 

ciclo sueño vigilia. Por último, se ha proporcionado evidencia que 

muestra que los efectos de estos endocanabinoides en el sueño se 
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deben a la activación del CB1. En conclusión, estos estudios apoyan 

la función de los endocanabinoides en la regulación del sueño MOR. 

Actualmente,  los tratamientos farmacológicos para inducir sueño 

son pocos. La mayoría de la medicación utilizada no induce sueño 

delta (o profundo) e interfiere con el sueño MOR. Además, de que 

algunos producen dependencia y abstinencia140

 

. Debido a esto es 

sumamente importante estudiar los efectos de otras moléculas como 

los endocanabinoides. La investigación de sus mecanismos de acción, 

la dosificación y las futuras pruebas en modelos animales que nos 

permitan estudiar  sus efectos en el insomnio posiblemente proveerán 

el desarrollo de nuevos tratamientos para mejorar el sueño en 

pacientes. Los efectos terapéuticos a los que me refiero no se limitan a 

los agonistas endógenos del CB1. Falta por explorar  el uso de 

agonistas sintéticos o fármacos que inhiban la degradación enzimática 

de los endocanabinoides, por mencionar algunos. En conclusión, esta 

es una línea de investigación muy reciente pero prometedora para el 

futuro desarrollo terapéutico de los canabinoides. 
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Anandamide and oleamide, induce sleep when administered acutely, via the CB1 receptor. Their subchronic
administration must be tested to demonstrate the absence of tolerance to this effect, and that the sudden
withdrawal of these endocannabinoids (eCBs) does not affect sleep negatively. The sleep–waking cycle of
rats was evaluated for 24 h, under the effect of an acute or subchronic administration of eCBs, and during
sudden eCBs withdrawal. AM251, a CB1 receptor antagonist (CB1Ra) was utilized to block eCBs effects.
Our results indicated that both acute and subchronic administration of eCBs increase REMS. During eCBs
withdrawal, rats lack the expression of an abstinence-like syndrome. AM251 was efficacious to prevent
REMS increase caused by both acute and subchronic administration of these eCBs, suggesting that this effect
is mediated by the CB1 receptor. Our data further support a role of the eCBs in REMS regulation.
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1. Introduction

Anandamide (ANA) and oleamide (OLE) are two endogenous
molecules with cannabinoid activity that bind to the cannabinoid
receptor 1 (CB1) (Axelrod and Felder 1998; Leggett et al., 2004) and are
degradedby the fatty acid amidehydrolase (FAAH) (Cravatt et al., 1996).
Recently it has been proposed that these lipids are involved in the
regulationof severalphysiological functionsandbehaviors. For example,
core temperature, pain perception, locomotor activity, memory regula-
tion, food intake, sexual behavior, and sleep (Crawley et al., 1993; Basile
et al., 1999; Maione et al., 2006; Martínez-González et al., 2004; Rueda-
Orozco et al., 2008a, b; Huitrón-Reséndiz et al., 2001).

Regarding anandamide, its acute intracerebroventricular (icv)
administration increases non-rapid-eye movement sleep (NREM) and
rapid eye movement sleep (REMS) at the expense of waking in rats
(Murillo-Rodríguez et al., 1998). Likewise, anandamide administered
directly into the peduncle pontine tegmental nucleus (PPTg) causes a
similar although stronger effect (Murillo-Rodríguez et al., 2001). This
effect was blocked with the CB1 receptor antagonist, SR141716A,
indicating that the effect on sleep results from the CB1 receptor
activation.

Oleamide was isolated for the first time from the cerebrospinal
fluid (CSF) of sleep-deprived cats (Cravatt et al., 1995). We have
observed that its systemic administration induces sleep in rats, with
shortened sleep latency (Cravatt et al., 1995). In addition, 6 h of sleep
deprivation increases 3- to 4-fold the oleamide concentration in rats'
CSF. SR141716A, as with anandamide, prevents oleamide's sleep-
inducing effects (Mendelson and Basile, 1999). Moreover, SR141716A
reduces both NREM and REMS while increasing waking after its
systemic administration at a 3 mg/kg dose (Santucci et al., 1996).

Furthermore, mice lacking fatty acid amide hydrolase FAAH (−/−),
an enzyme that degrades anandamide and oleamide, exhibit a higher
SWS expression and a higher delta power than wild-type mice
(Huitrón-Reséndiz et al., 2004), further supporting the notion that
eCBsmodulate sleep. SR141716A prevents the REMS rebound observed
in rats after a 24-h period of selective REMS deprivation (REMSD).
During the rebound, consecutive to REMSD, the CB1 receptor increases
in the pons of rats (Navarro et al., 2003).

This experimental evidence suggests that anandamide and
oleamide improve sleep after their acute administration and this
effect is a consequence of mainly, although not entirely, the activation
of the CB1 receptor. In this context, we decided to evaluate the effect
on sleep of the subchronic administration of these eCBs, during eCBs
withdrawal, and after AM251-blocking of the CB1 receptor.

2. Materials and methods

2.1. Subjects

Adult male Wistar rats, weighing 250–280 g, were used. All
animals were housed individually in Plexiglas cages. They were
maintained at an ambient temperature of 22±1 °C and a controlled

mailto:opg@unam.mx
http://dx.doi.org/10.1016/j.pbb.2009.12.014
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00913057
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12:12-h light–dark cycle (08:00 AM–08.00 PM) throughout the study.
Food and water were available ad libitum.

2.2. Surgery

Rats (n=102) were stereotaxically implanted under anesthesia
(cocktail: 66 mg/kg ketamine, 0.26 mg/kg xylazine, and 1.3 mg/kg
acepromazine) with a stainless-steel guide cannula (23 gauge) aimed
at the lateral ventricle (P=0.8, L=1.5, V=3.8) for icv administration
of drugs. Two electrodes were inserted into the hippocampus (P=4.0,
L=2.5, V=2.5) according to the Paxinos andWatson atlas (1986) for
recording the electroencephalographic (EEG) equivalent from this
structure. Although fully develop slow waves are not obtained from
this structure, we still have a signal indicative of NREM sleep. In
addition, the theta rhythm is easily recorded from the hippocampus,
helping us to easily differentiate between waking and REMS. Two
additional screw electrodes were implanted into the frontal bones
for grounding the animal. Two twisted wire electrodes were placed
into the neck musculature for electromyographic (EMG) recordings.
Animalswere treated according to the NormaOficial Mexicana (NOM-
062-ZOO-199), the Guide for Care and Use of Laboratory Animals
established by the National Institutes of Health, and the European
Community Council Directive 86/609/ EEC. Additionally, our protocol
was approved by the Research and Ethics Committee of the Facultad de
Medicina, Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Every
effort was made to minimize the number of animals used and their
potential suffering.

2.3. Sleep recording

After surgery, animals were monitored and allowed to recover for
10 days. Upon the completion of this period, rats were habituated to
the recording conditions for 24 h. Once the habituation period was
completed, rats were divided into different experimental groups. They
received a daily icv administration of either vehicle or anandamide
or oleamide at 8:00 AM (at the beginning of the light period).
Immediately after the administration, the sleep–waking cycle was
recorded for 24 h.

The EEG and EMG signals were amplified with a Grass Model 7
polygraph, Amplifier Model 7P511, in a frequency range of 1 to 30 and
30 to 100 Hz, respectively. Signals were acquired and analyzed with
the ICELUS® software.

Animals were killed at the end of the experiment with an i.p.
overdose of sodium pentobarbital to verify the position of the cannula,
Ponceau red stain (5 μl) was injected into the ventricle through the
cannula, aimed at dyeing the cerebral ventricle system. Brains were
removed and dissected to verify that all the ventricles were stained.

2.4. Chemicals

Arachidonylethanolamide (anandamide, ANA) andoleamide (OLE)
were obtained from Sigma Aldrich, and the CB1 antagonist, AM251,
was obtained from Cayman Chemical. We decided to use AM251 over
SR141716a for two reasons: 1, it is more specific for CB1 receptors and
2, it is commercially available. ANA or OLE was dissolved in a mixture
of 5% ethanol in saline, and AM251 was dissolved in 1 µl of dimethyl
sulfoxide (DMSO).Doses of drugs and volumeswill be specified later in
the description of each experiment.

2.5. Experimental protocol

2.5.1. Anandamide and oleamide dose–response curve
To determine the dose at which anandamide or oleamide produce

amore reliable effect on sleep, seven groups of animals (n=6 for each
group) received an acute icv administration. The CONTROL group
received 5 μl vehicle (saline with 5% ethanol), ANA1 group (1 µg/5 µl
of vehicle), ANA2 (2 µg/5 µl of vehicle), ANA4 (4 µg/5 µl of vehicle),
OLE6 (6 µg/5 µl of vehicle), OLE12 (12 µg/5 µl of vehicle) and OLE25
(25 µg/5 µl of vehicle). All experimental drugs were administered at
8:00 AM and sleep was recorded immediately thereafter for 24 h.

2.5.2. Subchronic administration and drug withdrawal
Three subchronic administration groups were used (n=6 for each

group). The same animals used in groups CONTROL, ANA2 (2 µg/5 µl of
vehicle), and OLE25 (25 µg/5 µl of vehicle) for the acute administration
were treated daily with identical doses at 8:00 AM for 15 days. These
doses were the most efficient in increasing REMS after the
acute administration. Rats were not sleep-recorded until day 15 of
administration. On this day, immediately after the drug or vehicle
administration, animals were sleep-recorded for 24 h. On day 16, all
groups received 5 μl vehicle at the same hour andwere recorded for 24 h,
todetect earlywithdrawal signsonsleep. In addition, to furtherdocument
that the sleep-inducing effect of anandamide andoleamidewasmediated
by the CB1 receptor, an antagonist of this receptor, AM251, was used.

2.5.3. AM251 dose–response curve
We performed an AM251 dose–response curve to determine the

effect by blocking the CB1 receptor and, thereby, potentially prevent-
ing the activity of the endogenous eCBs. The dose–response curve
was startedwith a dose that was equimolar to 2 µg of anandamide, the
very dose producing themost significant effects on sleep by increasing
REMS. Four groups were acutely icv administered (n=6 for each
group), the CONTROL group received 1 μl vehicle (DMSO), AM251-3.2
group (3.2 µg/1 µl of vehicle), AM251-6.4 (6.4 µg/1 µl of vehicle),
AM251-12.8 (12.8 µg/1 µl of vehicle). Rats were injected at 8:00 AM
and sleep was recorded immediately for 24 h.

2.5.4. Blockade of acute and subchronic administration of anandamide
or oleamide

To block the effects of the acute administration of anandamide or
oleamide, 3 groups were used (n=6 for each group): CONTROL (1 µl
of DMSO, 15 min before receiving 4 µl salinewith 5% ethanol), AM251/
ANA (3.2 μg AM251/1 µl of DMSO, 15 min before receiving 2 μg ANA/
4 µl saline with 5% ethanol), and AM251/OLE (3.2 μg AM251/1 µl of
DMSO, 15 min before receiving 25 μg OLE/4 µl salinewith 5% ethanol).
Rats were injected at 8:00 AM and sleep was recorded immediately
thereafter for 24 h.

To document the AM251 blocking effect on the subchronic eCBs
administration, three additional groups of rats received either the
vehicle, anandamide or oleamide during 15 days (n=6 for each group)
exactly as described for the subchronic administration experiment. On
day 15, AM251 was administered as follows: CONTROL (1 µl of DMSO
15min before administering 4 µl saline with 5% ethanol), AM251/ANA
(3.2 μg AM251/1 µl of DMSO, 15 min before administering 2 μg ANA/
4 µl saline with 5% ethanol), and AM251/OLE (3.2 μg AM251/1 µl
of DMSO, 15 min before administering 25 μg OLE/4 µl saline with 5%
ethanol). Rats were injected at 8:00 AM and sleep was recorded imme-
diately thereafter for 24 h.

2.6. Data analysis

Polygraphic recordings were analyzed every 12 s and classified
according to the following vigilance stages:wakefulness (W), non-rapid-
eye movement (NREM), and rapid eye movement (REMS) sleep.
Electrophysiological criteriawere used to define these stages of vigilance
as follows: W was characterized by the EEG expressing mixed low fast
voltage and theta activity, as well as high muscle activity. In NREM, rats
showed an EEG with delta waves and EMG with decreased amplitude.
Finally, in REMS rats showed an EEG with theta activity and an EMG
absent activity (postural atonia). The time spent inW, NREM, and REMS
per hour was calculated during two periods of 12 h (total 24 h). Latency
of NREM and REM sleep was also calculated by measuring the time
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elapsed fromthe start of thesleep recording to thefirstNREMbout. REMS
latency was considered from the first SWS bout to the first REMS bout.
Frequency and average duration of REMS bouts were also calculated.

2.6.1. Statistics
Results of REMS, SWS, and W were compared by a mixed analysis

of variance (ANOVA) with a Greenhouse–Geisser correction, and
subsidiary ANOVAs to detect changes per hour with an LSD post hoc
test used only for specific comparison when indicated by mixed
ANOVA, except for the AM251 dose–response curve to which one way
ANOVA was applied. Sleep latencies and average duration of REMS
episodes were analyzed with one way ANOVA and post hoc LSD.
Finally, frequency of REMS was analyzed with Kruskal–Wallis test
with post hoc Mann–Whitney U-test and Bonferroni correction.

3. Results

3.1. Anandamide and oleamide dose–response curve

Our results showed that the acute administration of 2 μg of
anandamide significantly increased REMS in comparison with the
CONTROL group and the other doses of anandamide. Statistical analysis
by mixed ANOVA indicated a significant group×time interaction for
REMS (F7.549, 50.32=2.489, Pb0.05, ε=109) and differences from the
5th to the 10th hour and from the 18th to the 24th hourwith subsidiary
ANOVAs (Table 1). The increase in the total time of REMS produced by
anandamide was observed from the 5th to the 24th hour, although not
all the hours were significant (Fig. 1A). Waking exhibited a reduction in
the total time, however non significant (Fig. 1C). Likewise NREM
exhibited no significant differences. The time added to the increase of
REM sleep was taken from the small non significant reduction of the
waking time (Fig. 1B).

On the other hand, acute administration of 25 μg of oleamide
significantly increased REMS in comparison to the CONTROL group
and the other doses (Fig. 1D to F). Statistical analysis by mixed
ANOVA indicated a significant group×time interaction for REMS
(F7.75, 51.67=2.88, Pb0.05, ε=0.112) and differences from the 6th to
the 24th hour, although in this case not all the hours were
significantly different, with subsidiary ANOVA (Table 2). Similar to
anandamide, waking and NREM depicted no significant differences
and the time spent on increasing REM sleep was taken from a small
fraction of the waking time (Fig. 1D, E, and F).

A group of the dose–response curve of anandamide and oleamide
was established at the same time; hence, the CONTROL group is the
same for both dose–response curves, therefore the values of this
group are plotted in Fig. 1A to F. We decided to illustrate the effects of
these eCBs separately for the sake of clarity.

The increase of REMS produced by the administration of 2 μg of
anandamide or 25 μg of oleamidewasmainly due to an increase in the
Table 1
Acute administration anandamide subsidiary ANOVA of REMS.

Hour Significant F

5 F(3, 20)=3.18*
6 F(3, 20)=3.16*
7 F(3, 20)=3.26*
8 F(3, 20)=3.14*
9 F(3, 20)=3.72*
10 F(3, 20)=3.15*
18 F(3, 20)=3.36*
19 F(3, 20)=3.34*
20 F(3, 20)=4.01*
21 F(3, 20)=4.69*
22 F(3, 20)=5.01*
23 F(3, 20)=5.58*
24 F(3, 20)=5.62*

*Pb0.05 vs CONTROL.
frequency of REMS episodes rather than to changes in the bouts' mean
duration. The acute administration of 2 μg anandamide significantly
increased the frequency of bouts in the light phase (H3=8.49, Pb0.05)
with respect to the CONTROL group (Fig. 2A). A similar pattern was
observed with 25 μg of oleamide, although it did not reach statistical
significance.

3.2. Subchronic administration and drug withdrawal

The subchronic administrations (15 days) of anandamide or olea-
mide were performed by using 2 and 25 μg, respectively. These doses
had been effective to increase REMS in their acute administrations.

Our results show that the subchronic administrations of ananda-
mide or oleamide increased REM sleep significantly (Fig. 3A). Mixed
ANOVA indicated a significant group×time interaction for REMS
(F4.95, 37.15=3.87, Pb0.05, ε=0.108). Both anandamide and oleamide
induced similar effects, although at different doses. It seems that the
subchronic administration facilitated evenmore REMS increase. These
eCBs produced a significant increase of REMS from the 5th to 24th hour
as shown by subsidiary ANOVA (Table 3). Waking and NREM depicted
no significant differences. However, as in the other experiments, the
increase of REMS is due to a non significant reduction of the waking
time (Fig. 3B and C).

Increased REMS observed after the subchronic administration of
anandamide was mainly produced by an increase in the frequency of
REMS episodes rather than by changes in the duration of the bouts.
Subchronic administration of oleamide significantly increased bouts
frequency during the light period (H2=6.23, Pb0.05), and increased
the total time (H2=8.05, Pb0.05) (Fig. 4).

On day 16, all rats belonging to any of the three groupswere injected
with the vehicle. No changes were documented. Rats receiving anan-
damide or oleamide exhibited a sleep–waking cycle similar to the oneof
those rats receiving vehicle (Fig. 3D to F).

3.3. AM251 dose–response curve

Fig. 2, B shows the dose–response curve performed to evaluate
the effect of AM251 on sleep. The 3.2 μg dose decreased REMS during
the first 4 h after its administration with a return to baseline for
the 20 following hours. Thus, the data reported here concern only the
4-h period after treatment. Statistical analysis using a oneway ANOVA
indicates significant differences with the CONTROL group (F3, 20=
3.11, Pb0.05).

Although there was a decrease in REMS frequency with the 3.2 μg
dose of AM251, significance was not reached. Neither was significant
differences observed in the duration of REMS bouts.

3.4. Blockade of acute and subchronic administration of anandamide or
oleamide

In an attempt to block anandamide or oleamide effects induced
by their acute or subchronic administration on sleep and to further
explore the involvement of the CB1 receptor in these effects, we
administered 3.2 μg AM251, 15 min before the administration of
anandamide or oleamide. As can be seen in Fig. 1G to I and Fig. 3G to I,
the administration of the CB1 antagonist receptor blocked the effects
of anandamide or oleamide on REMS after their acute or subchronic
administration.

Finally, we examined the latencies of NREM and REMS in each of
these experiments and found no significant differences regarding the
CONTROL groups in any of the latencies.

4. Discussion

Our results indicate that the acute and the subchronic adminis-
tration of anandamide (2 μg) or oleamide (25 μg) increase REMS. At



Fig. 1. The left side of this panel illustrates the dose–response curve of the acute administration of 3 doses of anandamide on the sleep–waking cycle, ANA1 (1 μg), ANA2 (2 μg), ANA4 (4 μg), plus the CONTROL group (vehicle). Panel (A) REMS:
rapid eye movement sleep. (B) NREM: non-rapid-eye movement sleep. (C) Wakefulness. Panels in the middle of this figure illustrate the dose–response curve of the acute administration of oleamide on the sleep–waking cycle. OLE6 (6 μg),
OLE12 (12 μg), OLE25 (25 μg), and CONTROL group (vehicle). (D) REMS: rapid eye movement sleep. (E) NREM: non-rapid-eye movement sleep, and (F)Wakefulness. The CONTROL group is the same for both dose–response curves. Graphs in
the right side of this figure illustrate the blockade of the effects induced by the acute administration of anandamide or oleamide on the sleep–waking cycle, by AM251: AM251/ANA (AM251 3.2 μg, 15 min before ANA 2 μg), AM251/OLE
(AM251 3.2 μg, 15 min before OLE 25 μg), and CONTROL group (DMSO, 15 min before vehicle saline/ETOH). (G) REMS: rapid eye movement sleep. (H) NREM: non-rapid-eye movement sleep, and (I) Wakefulness. Results are expressed as
mean±SEM of the accumulated time (minutes) of 24 h of recording and the light–dark cycle is indicated by a white–black bar in the X axis. Statistical analysis, using a mixed ANOVA test, indicated a significant group×time interaction for
REMS, and significant differences for individual time points with a subsidiary ANOVA. Differences against CONTROL group (*Pb0.05) and “+” differences between OLE6 and OLE12 (+Pb0.05). Is important to mention some SEM levels are too
small to be appreciated in the graphs. No significant differences were detected in the groups receiving AM251.
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Table 2
Acute administration oleamide subsidiary ANOVA of REMS.

Hour Significant F

6 F(3, 20)=4.03*
7 F(3, 20)=3.17+

12 F(3, 20)=3.12*
15 F(3, 20)=3.45+

16 F(3, 20)=4.28*
17 F(3, 20)=4.86*
18 F(3, 20)=6.22*
19 F(3, 20)=7.01*
20 F(3, 20)=5.96*
21 F(3, 20)=7.67*
22 F(3, 20)=7.72*
23 F(3, 20)=7.78*
24 F(3, 20)=7.01*

*Pb0.05 vs CONTROL.
+Pb0.05 vs OLE6 and OLE12.
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these doses, both eCBs effects are very similar. We have previously
shown that the icv administration of anandamide produces REMS
increase (Murillo-Rodríguez et al., 2001). In this report we are
supporting our previous findings, and in addition, we are reporting for
the first time a study describing long-lasting effects, at least for 24 h
Fig. 2. Panel (A) shows the frequency of REMS bouts in the light and in the dark phase,
and during the entire light–dark cycle (Total), under the effect of the different doses
used. Results are expressed as mean±SEM of REMS frequency for 3 doses of
anandamide; ANA1 (1 μg), ANA2 (2 μg), ANA4 (4 μg), and CONTROL group (vehicle).
Statistical analysis (Kruskal–Wallis test) revealed significant differences between
groups, and a Mann–Whitney U-test post hoc test indicated significant differences
between ANA2 and CONTROL group (*Pb0.05) in the light phase. Panel (B) shows the
dose–response curve of AM251 on the sleep–waking cycle. The results are expressed as
mean±SEM of time (minutes) for the first 4 h of recording for 3 doses of AM251:
AM251 3.2 (3.2 μg), AM251 6.4 (6.4 μg), AM251 12.8 (12.8 μg), and CONTROL group
(vehicle). A one way ANOVA test indicated significant differences among groups for
REMS, and post hoc LSD indicated significant differences between AM251 3.2 and
CONTROL groups (*Pb0.05).
after a single administration. Moreover, we are showing that eCBs are
able to produce a REMS increase for 2 weeks. Oleamide also produced
such a long-lasting effect on REMS. Regarding NREM, we did not
detect changes induced by these eCBs, despite that we had previously
reported that anandamide increases it (Murillo-Rodríguez et al.,
2001), and that it has also been reported that oleamide shortens sleep
latency (Mendelson and Basile, 1999; 2001), and that its systemic
administration increases NREM and total sleep (Laposky et al., 2001).
The potential explanation for these discrepancies is that we used
different doses of these eCBs in this study as compared with our
previous reports. Also, we recorded the EEG from the hippocampus,
and this fact might prevent us from observing robust expression of
slow waves. In addition, it has come to our attention that the margin
to induce changes in the sleep–waking cycle by means of eCBs is very
narrow.

Regarding anandamide's dose–response curve, the highest dose
did not produce any effect on sleep. This is not surprising since it has
been reported that eCBs induce biphasic effects, like in anxiety, where
low doses of anandamide are anxiolytic whereas high doses are
anxiogenic (Viveros, et al., 2005). On the other side, administration of
AM404 (selective inhibitor of a putative anandamide transporter)
produces an inverse U-shaped response in the conditioned place
preference test (Bortolato, et al., 2006).

The subchronic administration of anandamide or oleamide
increased REMS. Both eCBs caused a similar effect, producing and
increase from the 5th hour of administration to the 24th hour, mainly
due to an increase in the bouts' frequency. The increase was even
higher after the subchronic than after the acute administration. A
potential explanation for this phenomenon is that the subchronic
administration of anandamide increases the Bmax of the cannabinoid
receptor, as well as the number of receptors (Romero et al., 1995).
During acute drug withdrawal, those groups receiving anandamide or
oleamide had a sleep–waking cycle similar to the one exhibited by the
CONTROL group, indicating that there are no abstinence effects, at
least expressed as changes in the sleep–waking cycle. However, it has
been reported that oleamide is a poor inducer of physical dependence
(Fedorova et al., 2001) and anandamide is capable of producing this
effect only at high doses (20 mg/kg, i.p.) (Costa et al., 2000).

Results of the acute and subchronic administration of these eCBs
indicate that they may be facilitating somehow REMS triggering
mechanisms. However, we have to remark that at the dose presently
used (2 μg) we could not reproduce the original effect induced by
anandamide at the dose of 1.25 μg (Murillo-Rodríguez et al., 2001).

To support a potential role of the CB1 receptor as mediator of the
effects produced by these eCBs on REMS, we used the CB1 receptor
antagonist, AM251. Our results showed that AM251 reduces REMS
within the first 4 h post administration, supporting the pioneer
observations made by Santucci et al. (1996) who administered the
CB1 receptor antagonist, SR141716A, causing a decrease of both REMS
and NREM, and consequently an increase in waking. Although we
recorded 24 h after the administration of AM251, here we are reporting
only the first 4 h in whichwe observed its effect on REM sleep. It is also
interesting that AM251 induces the strongest effect with the lowest
dose used, and it is less effectivewith a higher dose. It seems likeAM251
causes a pattern of effects similar to CB1 agonists (inverted U shape)
but in the opposite direction. We do not have data to explain the
mechanisms subserving this pharmacological behavior, but its phe-
nomenological occurrence seems to be warranted.

In this context, blockage of the eCBs effect on REMS lends further
support to the role of the CB1 receptor in the generation of REMS, and
that eCBs, such as anandamide and oleamide among others not yet
tested, are the ones activating this receptor. Our findings also support
studies performed by our own group and by others showing that
SR141716A blocks the effects produced by anandamide and oleamide
on sleep and also prevents REMS rebound (Murillo-Rodríguez et al.,
2001; Mendelson and Basile, 1999; Navarro et al., 2003).



Fig. 3. On the left side of this figure, the effects of the subchronic administration of anandamide or oleamide on the sleep–waking cycle can be observed: ANA (2 μg), OLE (25 μg), and CONTROL group (vehicle). (A) REMS: rapid eye movement
sleep. (B) NREM: non-rapid-eye movement sleep, and (C) Wakefulness. Graphs in the middle of this figure illustrate the drugs withdrawal effect on the sleep–waking cycle: ANA WITHDRAWAL, OLE WITHDRAWAL, and CONTROL group
(vehicle). These graphs illustrate the effect of substituting anandamide or oleamide by the vehicle, 24 h after the last administration of any of these eCBs. Panel (D) REMS: rapid eyemovement sleep (E) NREM: non-rapid-eye movement sleep,
and (F)Wakefulness. No statistical differences were found. Graphs on the right side of this figure illustrate the blockade of the effects of the subchronic administration of anandamide or oleamide on the sleep–waking cycle by AM251. Groups
were subchronically administered with anandamide, oleamide, or vehicle and, on the 15 day, AM251 was added: AM251/ANA (AM251 3.2 μg, 15 min before ANA 2 μg), AM251/OLE (AM251 3.2 μg, 15 min before OLE 25 μg), and CONTROL
group (DMSO, 15 min before vehicle saline/ETOH). (G) REMS: rapid eye movement sleep. (H) NREM: non-rapid-eye movement sleep. (I) Wakefulness. Statistical analysis revealed a lack of significant differences. Results are expressed as
mean±SEM of the accumulated time (minutes) of 24 h of recording and the light–dark cycle is indicated by a white–black bar in the X axis. Statistical analysis, using a mixed ANOVA test, indicated a significant group×time interaction for
REMS, and significant differences for individual time points with a subsidiary ANOVA. Differences against CONTROL group (*Pb0.05). It is important to mention some SEM levels are too small to be appreciated in the graphs.
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Table 3
Subchronic administration subsidiary ANOVA of REMS.

Hour Significant F

5 F(2, 15)=3.88*
6 F(2, 15)=5.14*
7 F(2, 15)=6.53*
8 F(2, 15)=5.86*
9 F(2, 15)=7.55*
10 F(2, 15)=7.00*
11 F(2, 15)=5.49*
12 F(2, 15)=5.24*
13 F(2, 15)=4.89*
14 F(2, 15)=5.67*
15 F(2, 15)=6.60*
16 F(2, 15)=7.83*
17 F(2, 15)=7.55*
18 F(2, 15)=8.03*
19 F(2, 15)=8.43*
20 F(2, 15)=7.47*
21 F(2, 15)=7.81*
22 F(2, 15)=7.83*
23 F(2, 15)=8.38*
24 F(2, 15)=7.51*

*Pb0.05 vs CONTROL.
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With all, it has been amply shown that eCBs are not the only
molecules with sleep-promoting properties. Many proteins are
examples of molecules with sleep-inducing properties, i. e. cortistatin,
melanin concentrating hormone and many others as we have
reviewed elsewhere (Prospéro-García and Méndez-Díaz, 2004). This
fact implies that sleep in general depends not only on the action of one
family of molecules as eCBs, but on the activity of many more with
other chemical nature, i. e. proteins, prostaglandins, and adenosine.

In summary, we have found that both acute and subchronic ad-
ministrations of anandamide or oleamide increase REMS and that
these changes are mainly due to an increase in bouts frequency. In
addition, we did not find any signs of acute withdrawal once these
eCBs were suddenly suspended, at least not expressed as changes in
the sleep–waking cycle. Furthermore, we are providing evidence that
these eCBs effects are mediated by the CB1 receptor. In conclusion,
this study supports the role of these endogenous cannabinoids in the
regulation of REMS.
Fig. 4. Illustration of the frequency of REMS bouts in the light phase, dark phase, and
during the entire light–dark cycle (Total), for the subchronic administration of
anandamide or oleamide. Results are expressed as mean±SEM of REMS frequency
for ANA (2 μg), OLE (25 μg) and CONTROL group (vehicle). Statistical analysis (Kruskal–
Wallis test) indicated significant differences between groups and significant differences
between groups OLE and CONTROL, in the light phase and the total light–dark cycle
(*Pb0.05).
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