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Resumen

RESUMEN

La Anandamida, la Oleamida y el receptor a canabinoides 1 (CBy)
forman parte del sistema canabinérgico. En trabajos realizados por nuestro
laboratorio y por otros investigadores se ha mostrado que en ratas macho, el
sistema canabinérgico participa en la regulacion del ciclo suefio-vigilia, a través
de la administracion central de los endocanabinoides Anandamida y Oleamida
ambos incrementando el Suefio de Ondas Lentas y s6lo Anandamida aumenta
el suefio de Movimientos Oculares Rapidos, atribuyéndoles una funcion en la

regulacion del suefio.

Por otra parte, la arquitectura del ciclo sueno-vigilia se modifica a lo largo
del ciclo estral y la afinidad por el CB1 es sensible a las variaciones en los
niveles de hormonas sexuales a lo largo del ciclo estral de la rata. Sin embargo,
no se ha demostrado que las variaciones de las hormonas sexuales afecten la
funcion endocanabinérgica y al mismo tiempo la expresion del ciclo suefio-
vigilia. En este estudio se caracteriz6 la expresion del ciclo-suefio-vigilia de la
rata wistar en las cuatro fases del ciclo estral y como ésta expresion se ve
afectada por la administracion de los endocanabinoides Anandamida y
Oleamida. Observamos una expresion del ciclo suefio-vigilia semejante al
reportado en la literatura para las fases de proestro y estro del ciclo estral. La
administracion de Anandamida revierte la disminucion de Suefo de Ondas
Lentas y del suefio de Movimientos Oculares Rapidos que de manera natural
ocurren en el proestro. Adicionalmente observamos que en el estro

Anandamida ejerce el efecto opuesto al inducido durante el proestro. Por otra
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Resumen

parte, Oleamida, incrementa el Suefio de Ondas Lentas solo las primeras
cuatro horas del registro y disminuyéndolo las ultimas cuatro horas en la fase
del proestro. Ademas posee un efecto contrario a Anandamida, la Oleamida

aumenta el Sueno de Ondas Lentas durante el estro.

Por lo tanto, la interaccidn entre los componentes del sistema
canabinérgico con las variaciones en los niveles de hormonas sexuales, varian
con el ciclo estral de la rata, induciendo asi efectos distintos sobre el ciclo

suefno-vigilia, para cada fase del ciclo estral.
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1.1. EL CICLO SUENO-VIGILIA.

1. 1. 1Definicién del ciclo sueno-vigilia.

Recurriendo a la simplicidad se puede decir que estar despierto o en
vigilia es lo opuesto a estar dormido. Los estados de vigilia y suefio se describen
frecuentemente uno en términos de otro. Por ejemplo, se describe al sueno
como una interrupcion sucesiva de la vigilia o que el suefio y la vigilia son
estados conductuales alternados, distintos y que son mutuamente excluyentes,

pero estan interrelacionados (Miller D. B. y O’"Callaghan J. P. 2006).

Asimismo, durante la vigilia, se procesan las entradas sensoriales como la
vision y el gusto, se dirige la atencién y se accede a los recuerdos almacenados
en la memoria para ejecutar distintas tareas, se mantiene la postura, se sostiene
la actividad motora y la actividad del cerebro anterior. También, es posible
monitorear el ambiente, mantenerse alerta y actuar segun la informacién
entrante lo demande; dicho monitoreo no es posible durante el suefio (Miller D.
B. y O’Callaghan J. P. 2006). Por otra parte, la necesidad de dormir aumenta
con la cantidad de tiempo que un sujeto permanece despierto (Hobson J. A.

2005).

Entonces, surge la pregunta, Qué hacemos cuando estamos dormidos,
que es el sueno? El suefio es un fendmeno bioldgico del cual se puede inferir su
importancia al considerar que invertimos un tercio de nuestras vidas en este

estado conductual (Fuller P. M. et al. 2006). Ademas, es un fendbmeno que ha
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perdurado a lo largo de la evolucidén de los mamiferos (Siegel J. M. 2005). Por
ejemplo, se sabe que el suefio no soélo se expresa en los humanos, sino en todo
el reino animal con caracteristicas particulares para cada especie. Asi, el tiempo
que los animales pasan durmiendo varia entre mamiferos. Podemos mencionar
el caso de algunos de ellos, como los murciélagos y las zariglieyas que duermen
de dieciocho a veinte horas diarias. Otros como el elefante y la jirafa duermen
mucho menos; es decir, de tres a cuatro horas diarias. Los primates
considerados como un grupo, no tienen patrones de suefo distintos a los
ordenes Rodentia, Insectivora o de otros ordenes de mamiferos terrestres
(Siegel J. M. 2005). Igualmente, la importancia que el suefio posee, se refuerza
por el notable rebote de suefo, esto es un aumento en la cantidad de tiempo
que un sujeto pasa dormido, tras la privacién total del mismo (ver Montes-
Rodriguez C. J. et al. 2006). Asi como las alteraciones funcionales que se
experimentan a consecuencia de la falta de suefio. Un ejemplo claro ocurre con
la privacion de suefio en ratas. Cuando éstas se privan de suefio total por un
periodo de tres semanas y algunas basta con dos semanas, todas mueren

(Rechtschaffen A. et al. 1983).

Los avances en el estudio del suefio se han logrado a través del

planteamiento de tres preguntas fundamentales. ;Qué es el suefio? ;Cuales

son los mecanismos que producen este estado? y ¢ Cuales son sus funciones?

Para definir al suefio desde el enfoque conductual existen cuatro criterios:

disminucién de la actividad motora, disminucion de la respuesta a la
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estimulacion, posturas estereotipadas y una reversibilidad relativamente facil

(comparada con la del coma y la anestesia) (Fuller P. M. et al. 2006).

Como lo cita Hobson en su revision, durante varias décadas y por mas de
un siglo, la explicacion tradicional del suefo fue que este fendmeno es el
resultado de una reduccidon o ausencia de la actividad cerebral inducida por la
fatiga. La experiencia subjetiva de la pérdida de la conciencia y la falta de
recuerdos de la actividad cerebral durante el suefio reafirmaron esta conclusion
(Hobson J. A 2005). Sin embargo, esta idea fue rebatida a partir de estudios
realizados en los anos treinta por el neurdlogo vienés Constantino Von
Economo, quien fue el primero en determinar algunas estructuras cerebrales que
regulan el suefio; es decir, en describir un sustrato anatémico del suefio. Von
Economo observé que las lesiones en el hipotdlamo anterior, area preoptica
(POA, por sus siglas en inglés), un grupo celular del hipotdlamo y cerebro basal
anterior (CBA) (ver figura 1.1), que ocurrieron en pacientes a consecuencia de la
encefalitis letargica, una epidemia causada por una infeccion viral en el cerebro,
les inducia insomnio (pérdida de suefio) y que las lesiones en el hipotdlamo
posterior (ver figura 1.2) producian un estado profundo y prolongado de

somnolencia, denominado hipersomnia (citado por Siegel J. 2004).

Sus observaciones atrajeron la inquietud de los investigadores para
indagar mas extensa y profundamente este fendmeno. De esta manera, en 1939
S. W. Ranson describié que las lesiones realizadas en el hipotalamo posterior de

monos inducian hipersomnia y las lesiones efectuadas en el CBA (ver figura 1.1
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y 1.2), fueron incapaces de provocar insomnio (Citado por Drucker-Colin R. y

Prospéro-Garcia 0.1990).

Posteriormente, J. H. Nauta reconsidero las observaciones generadas por
Von Economo y realizd experimentos en ratas. A partir de estos experimentos
reportdé que las lesiones hechas en el hipotalamo anterior inducian insomnio,
mientras que las lesiones en la unién mesencéfalo-hipotdlamo; es decir, en el
hipotalamo posterior mostradas en la figura 1.2, promovian la hipersomnia.
Ademas, realizd descripciones histolégicas muy completas de la pérdida
anatémica inducida por las lesiones descritas anteriormente y sus resultados
apoyaron fuertemente la idea de que estas areas estan involucradas en la
modulacién del ciclo suefo-vigilia. No obstante, Nauta observé que la lesion
combinada de ambas regiones hipotalamicas en el mismo animal no producia o
inducia cambios pequenos en el ciclo suefio-vigilia. Basado en los efectos
anteriores, Nauta sugirié que el centro de la vigilia localizado en el hipotalamo
posterior, inhibe activamente el centro del suefio en el hipotalamo anterior. De
los trabajos efectuados tanto por Ranson como por Nauta se derivé la nocién del
que el cerebro tenia dos sistemas separados, uno que controla el suefio y otro
sistema que controla la vigilia. (Citado por Drucker-Colin R. y Prospéro-Garcia

0.1990).

Los anteriores estudios realizados por Von Economo, Ranson y Nauta

fueron las primeras exploraciones que determinaron que la promocion y la

inhibicion del suefio involucran distintas regiones cerebrales.
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Figura 1. 1. Vista sagital de cerebro de rata. Se muestra la localizacion del Locus
Coeruleus (LC), Hipotalamo, Area preoptica, Talamo, Mesencéfalo, Puente, Cerebro Basal
Anterior (CBA), Médula Oblongada. El cerebelo y la corteza se muestran como referencias.
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Figura 1. 2. Vista coronal del cerebro de rata. En el panel A se muestra la localizacién
del hipotalamo anterior (HA) que esta involucrados en la promocion del suefo y del hipotalamo
lateral (HL). En el panel B se puede observar la localizacion del hipotalamo posterior (HP) y del
hipotalamo lateral (HL) involucrados en la promocion de la vigilia.

Sin embargo, esta no ha sido la unica aproximacion en las primeras
investigaciones del ciclo suefio-vigilia. Una herramienta importante para su
estudio cientifico ha sido el electroencefalograma (EEG). Este instrumento
registra la actividad eléctrica del cerebro y provee una medida objetiva y

cuantificable del estado del cerebro y del estado de conciencia.
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Se ha acreditado al Psiquiatra aleman Hans Berger como el primero en
desarrollar un instrumento que registrara la actividad eléctrica generada por el
cerebro humano. En 1925, Berger obtuvo el primer registro
electroencefalografico de su hijo. Su trabajo mostr6 que mediante el EEG se

puede diferenciar al suefio de la vigilia (citado por Siegel J. 2004).

Utilizando como herramienta el EEG, en la década de los treinta el
neurofisidlogo belga Frederic Bremer sugirié que el suefio era un estado pasivo,
debido a que este ocurria a consecuencia de una reduccién de la entrada de la
estimulacion ambiental. Esta aseveracion fue el resultado de observaciones que
realizd en gatos. Primero desarroll6 dos preparaciones: la primera fue
denominada “cerebro aislado” y consistio en mantener a un gato con su cerebro,
en el que realizd un corte en el surco intercolicular (mesencéfalo) como se
muestra en la figura 1.3. En la segunda preparacion hizo un corte en la union
médula oblongada - médula espinal y la nombré “encéfalo aislado” (ver figura
1.3) mientras registraba la actividad cerebral de estos gatos. Cuando Bremer
observo el EEG de los gatos con “cerebro aislado” éste reflejé que la actividad
de los animales era la que correspondia a un estado de suefo. Con esta
interpretacion, supuso que este permanecer “dormidos” durante todo el registro
era resultado de la desaferentacion (eliminacién de las aferencias sensoriales)
que les ocurria a los gatos con “cerebro aislado”. Es decir, la falta de
estimulacion sensorial reduce la actividad de la corteza cerebral, por lo tanto, él
infirid que disminuye la vigilia y se instala el suefio (citado por Drucker-Colin R. y

Prospéro-Garcia 0.1990).
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Figura 1. 3. Dibujo esquematico del cerebro de gato. Basado en una secci6n sagital
que muestra la localizacion de la formacion reticular, de la médula oblongada, del talamo, del
hipotalamo, mesencéfalo, puente diencéfalo, glandula pituitaria, telencéfalo, cuerpo calloso,
cerebelo, bulbo olfatorio (OB), quiasma 6ptico (OC), area preoptica (POA), Locus Coeruleus (LC)
y del cerebro basal anterior (BFB). Sobrepuestas se encuentran lineas que describen los cortes
realizados por Bremer. Tomado de Siegel J. 2004

En 1944, W R Hess informd que la estimulacion de alto voltaje y baja
frecuencia de los nucleos intralaminares del talamo induce suefio en gatos.
Posteriormente, Maurice Monnier realizé experimentos que mostraron que la
estimulacion eléctrica de los mismos nucleos del talamo también producia
suefo. De esta manera se mostré que el tdlamo estaba involucrado en la
regulacion del ciclo sueno-vigilia y que este podia inducir suefio al estimularlo

eléctricamente (citado por Drucker-Colin R. y Prospéro-Garcia 0.1990).
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En la década de los cuarenta Guiseppe Moruzzi y Horace Magoun
realizaron un experimento que consistié en registrar la actividad eléctrica
cerebral de gatos con la ayuda del EEG. Cuando el registro mostraba la
actividad eléctrica caracteristica de un sujeto dormido, estimularon
eléctricamente la formacion reticular (FR) mesencefalica. Con esta estimulacién,
se produjo un cambio rapido en el EEG, el cual registr6 la misma clase de ondas
que se registran cuando el sujeto esta despierto. A este fendmeno se le conoce
como “Despertar Electroencefalografico” con el cual se mostré que la FR esta
involucrada en la promociéon de la vigilia. Tiempo después los estudios
realizados por Lindsley y colaboradores mostraron que la destruccion del area
estimulada por Moruzzi y Magoun en animales provoca un estado conductual y

un EEG que son caracteristicos de sujetos dormidos (citado por Siegel J. 2004).

Estos hallazgos se convirtieron en la confirmacién experimental de las
observaciones clinicas de Von Economo en el que el dafio de la FR en los

pacientes con encefalitis letargica elimina la vigilia.

En 1953, el doctor Nathaniel Kleitman y su estudiante Eugene Aserinsky
mostraron que durante el suefio, el EEG puede ser diferenciado en al menos dos
categorias. Encontraron que un tipo de suefio estd acompafado por episodios
de Movimientos Oculares Rapidos, atonia muscular y esta asociado a la
ocurrencia de ensofaciones, a este tipo de suefo lo nombraron suefio (MOR).
También es llamado suefio paradéjico (SP) porque durante su ocurrencia la

actividad electroencefalografica es de bajo voltaje y alta frecuencia, que es una
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actividad relacionada con la vigilia. La otra fase de suefio en la que no se
presentan ensofiaciones, ni Movimientos Oculares Rapidos se denomind suefio
no MOR (nMOR). Durante el suefio nMOR la actividad eléctrica cerebral se
sincroniza progresivamente, las ondas registradas se hacen mas lentas y de
mayor amplitud, por lo que también se le ha nombrado suefio de ondas lentas
(SOL); nombre que utilizaremos a lo largo de esta tesis. Estas dos fases se
alternan ciclicamente siguiendo un patrén que se ha demostrado esta altamente

estructurado (Siegel J. 2004).

En la década de los sesenta, M. B. Sterman y C. D. Clemente probaron
que la estimulacién eléctrica tanto de alta como de baja frecuencia, en el CBA de
gatos mantenidos en una preparacion llamada “pontino”, producia suefio (citado

por Drucker-Colin R. y Prospéro-Garcia O. 1990).

Adicionalmente, el neurobidlogo francés Michel Jouvet aporté nuevos
datos que apoyaban la implicacién de otras estructuras en la modulacion del
sueno. Jouvet describidé que los “gatos pontinos”, presentaban periodos ciclicos
de atonia muscular y descargas de espigas PGOs (espigas ponto-geniculo-

occipitales), lo cual sugirio la importancia del puente en la generacion del SP.

Hasta aqui se ha mostrado que con la ayuda del EEG se puede
diferenciar al suefio de la vigilia. Que la estimulacion eléctrica del talamo y el
CBA promueven el suefio y que la estimulacion eléctrica de la FR inhibe el

suefo, promoviendo la vigilia.
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1. 1.2 Desde el punto de vista electrofisioldgico el sueno esta
organizado en fases de Ondas Lentas (SOL) y de Movimientos Oculares
rapidos (MOR).

Como se menciond anteriormente, existen cuatro criterios conductuales
para definir al suefio. Ademas, desde el punto de vista electrofisiolégico se
puede monitorear la actividad eléctrica cerebral durante el suefio con la ayuda
de un poligrafo y un juego de electrodos colocados, en el caso de roedores, en
el craneo, en el canto externo de los ojos y musculos de la nuca. La actividad
eléctrica muscular es llamada electromiograma (EMG), el registro de
movimientos de los ojos electroculograma, (EOG) vy la actividad colectiva de las

neuronas de la corteza cerebral electroencefalograma (EEG) (Siegel J. 2004).

La evidencia recabada a partir del siglo anterior demuestra que las
fuentes generadoras de la actividad registrada por el EEG residen en la corteza
cerebral. La actividad eléctrica registrada es el resultado del flujo de corriente
extracelular; es decir, la suma de los potenciales postsinapticos excitadores
(EPSPs) y los potenciales postsinapticos inhibidores (IPSPs). Y ya que las
neuronas piramidales son las principales neuronas de proyeccién en la corteza y
sus dendritas apicales, estan orientadas perpendicularmente a la superficie de la
corteza cerebral y reciben diversas aferencias sinapticas, se dice que la
actividad sinaptica de las células piramidales es la principal fuente de actividad
que registra el EEG. Es por ello que el EEG representa la actividad promedio de

un gran numero de agregados neuronales (Pedley T. A. y Traub R. D. 1990).
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En la vigilia particularmente, el EEG registrado en la corteza cerebral
contiene ondas de alta frecuencia y baja amplitud como se puede apreciar en la
figura 1.4, que oscila en el rango de las ondas de la banda beta (B) que tienen
un ancho de banda de 13.5 a 20 Hertz (Hz), dichas ondas no se encuentran
sincronizadas. Un ejemplo de estas ondas son las beta (), las cuales segun
parece, evidencian las diferencias en la sincronizacion del disparo de las
neuronas encargadas del procesamiento cognitivo, motor y de las funciones
perceptivas. Con la aparicion del SOL, el EEG muestra ondas que aumentan su
amplitud (reflejando un aumento en el disparo sincrénico cortical), y una
disminucion en la frecuencia (Fuller P.M. et al. 2006). En roedores, el SOL se
subdivide en dos fases; el suefio de ondas lentas uno (SOL I) durante el cual la
vigilia desaparece gradualmente y adicionalmente las ondas del EEG se
lentifican, con oscilaciones en las que predomina el rango de las ondas theta (8)
que va de 4 a 7 Hz como se observa en la figura 1.4. El suefo de ondas lentas
dos (SOL Il) esta caracterizado por la pérdida completa de la interaccion con el
medio, asi como por la aparicion de las ondas delta (6) en el EEG, en un rango
de 1 a 3 Hz (ver figura 1.4). La division de estas dos etapas del SOL esta
definida por un aumento en la potencia total, amplitud e incidencia de las ondas
(®) en el EEG que se ve reflejado en un aumento progresivo en la profundidad
de sueno del sujeto. La manifestacion de las oscilaciones de las ondas (d)
registradas en el EEG refleja la sincronizacidon de la actividad del circuito talamo
cortical (Steriade M. y Timofeev |. 2003). Durante el suefio MOR, el cual cicla
periddicamente con el SOL, las transiciones corticales del EEG hacia la actividad

de alta frecuencia y baja amplitud se parece al patron no sincronizado de la
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vigilia. Sin embargo, a diferencia de la vigilia, en el EOG aparecen movimientos
oculares rapidos, movimientos caracteristicos de esta etapa y el EMG evidencia
una marcada atonia (pérdida del tono de los musculos esqueléticos, sélo los
musculos extraoculares y los musculos respiratorios permanecen activos). En
los roedores, la actividad (8), que oscila entre los 4 y los 8 Hz, es producida por
el hipocampo. Dicha actividad es un marcador electrofisiolégico importante tanto
para el suefio MOR como para otras conductas especificas en la vigilia, tal como
la exploracion (Fuller P.M. et al. 2007). Las oscilaciones 6 se generan por las
aferencias colinérgicas y GABAérgicas de las neuronas marcapaso del septum
medial y de la extremidad vertical de la banda diagonal, las cuales reciben y
transforman la entrada ascendente tonica proveniente del tallo cerebral (Kocsis

B. y Kaminsky M. 2006).

Gracias a que ahora se sabe con exactitud el tipo de ondas que
caracterizan a cada estado conductual, con la ayuda del registro poligrafico, es
posible saber el tiempo que un sujeto transita por cada estado conductual,

llamémosle vigilia, SOL y suefio MOR.
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Figura 1. 4. Registro de la actividad eléctrica cerebral de la rata y una fotografia
representativa de la conducta a través de las fases de ciclo sueio-vigilia: Suefio de Ondas
Lentas uno (SOL |) Suefio de Ondas Lentas dos (SOL Il), suefio de movimientos oculares
rapidos (REM) (tomado de Guzman K. y Montes-Rodriguez C. J. 2004)
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1. 1. 3 Neuroanatomia del sueio
1. 1. 4 Vigilia
A partir del trabajo de Moruzzi y Magoun, se mostré que en el
alertamiento cortical y en la vigilia, participan un conjunto de rutas ascendentes
que se originan en la parte superior del tallo cerebral, cerca de la unién del
puente y del mesencéfalo. Este conjunto de rutas ha sido definido clasicamente
como Sistema Reticular de Activacion Ascendente (ARAS, por sus siglas en

inglés) (citado por Saper C. B. et al. 2005).

Este sistema consiste en poblaciones de neuronas en la FR que corren a
través de la FR mesencefalica y la FR pontina. Las investigaciones posteriores
revelaron los nucleos especificos y los tipos celulares que producen dicho

alertamiento (Saper C. B. et al.2005).

A lo largo del tallo cerebral pontino y mesencefalico hay un prominente
tracto fibroso, el brachium conjunctivum (ver figura1.5) que lleva sefiales del
cerebelo al talamo. Como se puede observar en la figura 1.5, alrededor de este
tracto al nivel de la union pontino-mesencefalica hay dos nucleos, el nucleo
Pedunculo Pontino Tegmental (PPT) y el nucleo Latero Dorsal Tegmental
(LDT), a estos dos nucleos colinérgicos se les ha nombrado nucleos
parabraquiales (PB) (Siegel J. 2004). Los nucleos PPT y LDT envian sus
proyecciones colinérgicas excitadoras al nucleo talamo cortical y al nucleo
reticular. Otra poblacion de neuronas colinérgicas, se entremezcla con células

que en su mayoria producen el neurotransmisor llamado acido gamma-

Los endocanabinoides en el ciclo suefio-vigilia a lo largo del ciclo estral de la rata 25




Marco Teorico

aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés), es decir, son GABAérgicas, en
el CBA (incluyendo al nucleo basalis y al nucleo predptico magnocelular en la
substancia imnominata). Asi como el nucleo septal medial y el nucleo de la

banda diagonal de Broca, que proyectan a la corteza y en una extension menor

al talamo (Fuller P. M. et al. 2006).

Figura 1. 5. Dibujo de una seccion coronal del tallo cerebral de gato, mostrando la
localizacion de los nucleos parabraquiales, el nacleo Pedunculo Pontino Tegmental (PPT) y el
nucleo Latero Dorsal Tegmental (LDT). Abreviaciones: (bc) brachium conjuctivum, (CNF) nucleo
cuneiforme, (DR) nucleo Rafe dorsal, (IC) coliculo inferior (Tomado de Siegel J. 2004).

A partir de la activacion de los nucleos PB, el alertamiento cortical esta

mediado por dos rutas: una via dorsal y una ventral, ambas se ilustran en la

figura 1.6.

La via dorsal es muy directa, las células PB proyectan a los nucleos

intralaminares del talamo. Estos nucleos proyectan a areas extensas de la
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corteza cerebral y son frecuentemente referidas como proyecciones no
especificas o difusas del talamo. Cuando las terminales de estas fibras se
activan liberan glutamato y producen la activacion de toda la corteza cerebral

(Jones B. E. 2005).

La via ventral posee una ruta mas compleja hacia la corteza. Los
componentes del tracto procedentes de la FR divergen de la via dorsal y
cursan a través de la region ventral del cerebro anterior para posteriormente
inervar al tdlamo, el cual proyecta hacia la corteza cerebral y la activa. Esta ruta
se origina de las células monoaminérgicas de la porcién superior del tallo
cerebral y del hipotdlamo posterior. Los sistemas monoaminérgicos que se
incluyen son: el nucleo noradrenérgico LC, las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia gris periacueductal (VIPAG, por sus siglas en inglés) (Lu J. et al.
2006a), los nucleos serotoninérgicos del Rafe dorsal (RD) y Rafe medial;
ademas de las neuronas histaminérgicas del nucleo tuberomamilar (NTM) (ver
figura 1.6) (Saper C. B. et al. 2005). En general, las neuronas de los grupos
celulares antes mencionados disparan mas durante la vigilia que durante el
SOL, y en el suefio MOR practicamente no muestran actividad eléctrica. Estos
proyectan al talamo, al hipotalamo lateral (HL), al CBA y a la corteza cerebral
(Saper C. B. et al. 2005). Ademas, el HL contiene al menos dos poblaciones
celulares con neurotransmisores peptidicos que contribuyen a la regulaciéon de
la vigilia. Las neuronas del HL que contienen orexinas, estan activas en la
vigilia e incrementan las tasas de disparo de las neuronas del NTM, LC y el RD

(Ericsson K. S. et al. 2001).
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Las neuronas del HL que contienen la hormona concentradora de
melanina (MCH, por sus siglas en inglés), tienen proyecciones similares a las
proyecciones de las neuronas orexinérgicas, pero se encuentran mas activas
durante el suefio MOR, tiempo durante el cual estas neuronas inhiben a los

sistemas ascendentes monoaminérgicos (Saper C. B. et al. 2005).

El HL contiene al menos dos poblaciones celulares con
neurotransmisores péptidicos que contribuyen a la regulacion de la vigilia. Las
neuronas del HL que contienen orexinas, estan activas en la vigilia e
incrementan las tasas de disparo de las neuronas del NTM, LC y el RD

(Ericsson K. S. et al. 2001).

Las neuronas del HL que contienen la hormona concentradora de
melanina (MCH, por sus siglas en inglés), tienen proyecciones similares a las
proyecciones de las neuronas orexinérgicas, pero se encuentran mas activas
durante el suefio MOR, tiempo durante el cual estas neuronas inhiben a los

sistemas ascendentes monoaminérgicos (Saper C. B. et al. 2005).
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Figura 1. 6. Nucleos y rutas de los componentes dorsal y ventral del sistema de
activacion ascendente que se origina en las células colinérgicas de la Formacién
Reticular. La ruta dorsal representada en lineas sélidas activa a la corteza a través del tdlamo.
La ruta ventral en lineas discontinuas muestra la participacién del hipotalamo y del cerebro basal
anterior en la activacion cortical.Formacion Reticular (RF). (AC) Comisura anterior, (BFB)
Cerebro Basal Anterior, (OB) Bulbo Olfatorio, (OC) Quiasma Optico. (+) Representa activacion
Tomado de Siegel J. 2004.

Como se mostré anteriormente las proyecciones de las neuronas
colinérgicas, de los grupos celulares monoaminérgicos y de las neuronas
orexinérgicas del hipotalamo posterior se inervan mutuamente y actuan en
conjunto para producir el alertamiento de la corteza cerebral, pero ¢qué
estructuras apagan este sistema de alertamiento para producir el suefio? Esta

duda se intentara aclarar en el siguiente apartado.
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1. 1. 5 El Sueio de Ondas Lentas (SOL)

Recientemente, una serie de estudios ha postulado al nucleo predptico
ventrolateral (VLPO, por sus siglas en inglés) del hipotdlamo como un
participante clave en la inhibicién de los circuitos de alertamiento durante el
sueno (Sherin J. E. et al. 1996). Las neuronas del nucleo VLPO estan activas
en el sueno y contienen a los neurotransmisores inhibidores GABA y galanina.
Como se menciond anteriormente, las lesiones del hipotalamo anterior, como
en los pacientes de Von Economo o las lesiones hechas por Ranson en monos
y en ratas por Nauta inducen insomnio. Asimismo, las lesiones excitotoxicas y
especificas en el VLPO, producen insomnio y la fragmentacion en la duracién
del suefio (Lu J. et al. 2000). Este nucleo contiene dos poblaciones de
neuronas, el primer grupo de neuronas esta localizado en el centro del nucleo
formando una agrupacién, por lo que se le conoce como VLPO conglomerado.
Esta area proyecta con mayor densidad a las neuronas histaminérgicas del
NTM (ver figura 1.7), que estan relacionadas con las transiciones entre la vigilia
y el SOL; mientras que la segunda poblacion posee una localizacion menos
definida, por lo que es denominada como VLPO extendido y proyecta mas
densamente al LC y al RD como se puede observar en la figura 1.7 (Saper C.

B. et al. 2001).

El nucleo VLPO también recibe aferencias de cada uno de los sistemas

monoaminérgicos mas importantes (ver figura 1.8). Tanto los grupos

noradrenérgicos como los serotoninérgicos inhiben a las neuronas del nucleo
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VLPO. Este no posee receptores para histamina, pero el NTM también contiene
neuronas GABAérgicas que son capaces de inhibirlo, asi como otros
inhibidores peptidicos potenciales como son la galanina y las endomorfinas.
Por lo tanto, al nucleo VLPO lo pueden inhibir varios sistemas de alertamiento y

éstos a su vez permanecer inhibidos en el suefio (Saper C. B. et al. 2005).
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Figura 1. 7. Esquema que muestra las proyecciones claves del nucleo predptico
ventrolateral, VLPO, a los principales componentes del Sistema de Activacion
Ascendente. Los grupos monoaminérgicos y el ndcleo tubero mamilar (TMN) se muestran en
rojo, el hipotalamo lateral incluyendo el &rea perifornical (PeF) se ejemplifican en verde y las
interneuronas de los grupos celulares colinérgicos en amarillo. Las neuronas productoras de
GABA y galanina del VLPO, se exponen en morado. Tomado de Saper C. B. et al. 2005.
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Adicionalmente, se ha mostrado que la interaccién entre el nucleo VLPO
y los componentes de los sistemas de alertamiento es inhibirse mutuamente y
se propone que su interaccion es analoga a la de un circuito, que los ingenieros
eléctricos llaman un “circuito con un interruptor de encendido y apagado”,
mismo que ellos disefian con la finalidad de producir estados discretos con

transiciones marcadas (Saper C. B. et al. 2001).

Estos circuitos tienden a eliminar estados intermedios, porque cuando
uno de los lados empieza a superar al otro, el interruptor cambia al estado
alternativo. Este modelo de circuito con interruptor puede explicar porque las
transiciones de vigilia a suefo, son relativamente abruptas (uno se queda
dormido y despierta repentinamente). Ademas, tanto los humanos como otros
animales pasan una minima parte del dia (1-2%) en estados transitorios (Saper

C. B. et al. 2001).

Una de las caracteristicas de este circuito con interruptor es que cada
parte de él, inhibe activamente al otro lado, creando asi un circuito de
retroalimentacion que se estabiliza en ambas direcciones. Ademas, poseen una
naturaleza autoreforzadora, es decir, este circuito se fortalece asimismo. Por
ejemplo, cuando una de las partes esta disparando, este interruptor reduce su
propia retroalimentacion inhibidora (ver figura 1.8.). Sin embargo, este
interruptor a veces posee la propiedad indeseable de que ocurran transiciones

abruptas a estados conductuales no deseados, como la fragmentacion del
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suefno por la interrupcion de despertares y las siestas diurnas. La frecuencia de
aparicion de estados indeseados puede aumentar cuando un lado del
interruptor esta debilitado es decir, el lado debilitado se vuelve menos habil

para inhibir al otro lado (Saper C. B. et al. 2001).

Sumado al VLPO, a los sistemas monoaminérgicos y al NTM, las
neuronas orexinérgicas del HL, que estan activas principalmente durante la
vigilia, también interaccionan en este circuito. Este nucleo tiene proyecciones
ascendentes hacia la corteza cerebral, asi como proyecciones descendentes
hacia los nucleos monoaminérgicos y colinérgicos de los grupos celulares del
sistema de alertamiento (Peyron C. et al. 1998). Conjuntamente, hay
proyecciones reciprocas entre el VLPO y el HL. Sin embargo, éste ultimo no
expresa receptores a orexinas. Por lo tanto, las neuronas orexinérgicas
fortalecen a los sistemas de alertamiento, pero es muy probable que no a

través de la inhibicidn directa al VLPO (Saper C. B. et al. 2001).

La posicidon externa del HL al interruptor, le permite estabilizar el estado
conductual, reduciendo asi las transiciones, tanto en la vigilia como en el suefio

(Fuller P. M. et al. 2006).

Los endocanabinoides en el ciclo suefio-vigilia a lo largo del ciclo estral de la rata 33




Marco Teorico

£
TMH Awake
'-\.-c-lﬂ'!- E H

Ve

Sleep LR /
-H VLPD
LC
\ TN

Figura 1. 8. Modelo de Interaccion entre el VLPO y el sistema de alertamiento
cortical. En la vigilia (a), los nicleos monoaminérgicos (en rojo) inhiben al nucleo predéptico
ventrolateral (VLPO) (en morado), por lo tanto liberan de la inhibicion a las células
monoaminérgicas, a las neuronas orexinérgicas (ORX) en verde, y a los nucleos colinérgicos
pedunculo pontino tegmental (PPT) y latero dorsal tegmental (LDT) (PPT y LDT no se muestran).
Debido a que las neuronas del VLPO no tienen receptores a orexinas, las neuronas
orexinérgicas sirven principalmente para reforzar el tono monoaminérgico, mas que para inhibir
directamente al VLPO.

En el suefio (b) el disparo de las neuronas del VLPO inhibe a los grupos
monoaminérgicos, por lo tanto, se libera de su propia inhibiciéon. Esto permite también inhibir a
las neuronas orexinérgicas. Ademas, evita la activacion monoaminérgica que puede interrumpir

el suefio. Tomado de Saper C. B. et al. 2005
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1. 1. 6 El Sueino de Movimientos Oculares Rapidos (sMOR)

Estudios originales realizados en el laboratorio del estadounidense
Clifford B. Saper y sus colaboradores en el aino 2006, han revelado la presencia
de areas que son activadoras e inactivadoras del suefio MOR. Dichas areas no
son las estructuras colinérgicas y monoaminérgicas propuestas en los trabajos y
teorias anteriores. Estas areas activadoras e inactivadoras del SMOR, se inhiben
reciprocamente. Ambas areas se encuentran en el Tegmentum Mesopontino y
forman parte de las bases neuroanatémicas de un nuevo modelo de “circuito con
un interruptor de encendido y apagado” para el suefio MOR (Lu J. et al. 2006a),

el cual se ilustra en la figura 1.9.

En este arreglo con un interruptor, el grupo de Saper propone a los
nucleos colinérgicos y monoaminérgicos del tallo cerebral como moduladores del
sueiio MOR y no como generadores del mismo. Con sus hallazgos propone a
tres grupos celulares activadores del sMOR que tienen proyecciones y
neurotransmisores distintos. El nucleo sublaterodorsal del LC (SLD) en su region
ventral contiene neuronas glutamatérgicas que proyectan a la médula oblongada
y a la médula espinal, y las neuronas GABAérgicas del SLD proyectan a las
neuronas inactivadoras del sMOR en el VIPAG y del nucleo Latero Pontino
Tegmental (LPT), a las cuales el VLPO extendido es capaz de inhibir (Fuller P.

M. et al. 2007).

El area preCoeruleus (PC) perteneciente al area MOR activadora y los

nucleos PB también poseen neuronas glutamatérgicas, pero estas neuronas
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proyectan al CBA y al septum medial, regulando en conjunto las oscilaciones 6
del epifenémeno EEG, en la corteza cerebral y en el hipocampo durante el
sueio MOR. Por lo tanto, las lesiones en SLD, en el area ventral del SLD y en el
area PC provocan la pérdida de componentes especificos del suefio MOR: la
lesion del SLD provoca la pérdida en la duracion del sMOR, la lesién del SLD
ventral, la pérdida de la atonia que caracteriza al suefio MOR vy la lesion del area

PC, la pérdida del ritmo 6 en el EEG (Lu J. et al. 2006Db).

El area activadora del suefio MOR también es capaz de inactivar al area
inhibidora del suefio MOR y viceversa. La inhibicion reciproca entre estas
regiones produce un interruptor de encendido-apagado (Fuller P.M. et al. 2007).
.Por lo tanto, su modelo de regulacion del suefio MOR sugiere un arreglo
analogo al modelo del interruptor de encendido y apagado como el descrito para
el SOL. Sin embargo, los nucleos que intervienen son distintos, las neuronas
inactivadoras del sMOR son las correspondientes a las areas vIPAG y LPT que
inhiben a los tres grupos activadores del sMOR vy las neuronas GABAérgicas del

SLD retroalimentan a las neuronas inactivadoras del sMOR.

Este interruptor del suefio MOR esta modulado por neuronas colinérgicas

(PPT y LDT promotoras del suefio MOR) y por neuronas tanto noradrenérgicas

(LC) como serotoninérgicas (RD que inhiben el sueiio MOR) (Lu J. et al. 2006b).
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Figura 1. 9. Modelo que expone la interrelaciéon de las dos partes del interruptor del
sueino MOR. La region inactivadora del sSsMOR recibe proyecciones provenientes de las
neuronas orexinérgicas y de neuronas MCHérgicas del area predptica ventrolateral en su parte
extendida (VLPO). Estas neuronas se encuentran en la sustancia gris periacueductual (VIPAG) y
en el nucleo latero pontino tegmental (LPT) y tienen una interaccion reciprocamente inhibidora
con las neuronas GABAérgicas del area ventral de la region sublaterodorsal del LC (vSLD) y con
las neuronas del area precoeruleus (PC). Las neuronas colinérgicas de los nucleos pedunculo
pontino tegmental y laterodorsal tegmental (PPT-LDT) son activadoras del sMOR y pueden
inhibir al LPT, pero a estas no las inhibe el circuito, por lo tanto no forma parte la interaccion
reciprocamente inhibidora del interruptor del sMOR. De manera equivalente, las neuronas del
nucleo Rafe Dorsal (DRN) y del Locus Coeruleus (LC) activan al area inactivadora del sMOR. Sin
embargo, no se inhiben directamente por SLD y no forman parte del interruptor del sMOR.
Tomado de Lu J. et al. 2006.

Hasta aqui se propone que la modulacion de ambas fases del suefio se
puede explicar mediante los modelos del circuito con interruptor, no olvidando
que los nucleos implicados son analogos, por tanto diferentes, pero la
interaccién entre los grupos celulares que participan en cada fase es en esencia

la misma.

Control de la atonia muscular durante el sueiio MOR

En la busqueda del funcionamiento de la atonia muscular durante el
sueio MOR, se plantearon varios modelos, pero el modelo mas aceptado fue el
que proponia que los circuitos que intervienen en la inhibicion del tono

muscular, residen en la protuberancia y en el bulbo; debido a que las neuronas
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motoras estan inhibidas por estos dos nucleos, este modelo se ilustra en la
figura 1.10 (Kandel E. 2000). Sin embargo, en estudios posteriores se encontré
que gatos con lesiones en la region subcoeruleus del tallo cerebral exhibian
una potencial representacion de sus suefos (por ejemplo, elevacién de cabeza,
locomocion, intentos de atrapar un ratén) durante el transcurso del suefio MOR,
al conjunto de estas conductas extraordinarias se les nombré “conductas

oniricas” (citado por Fuller P. M. et al. 2007).

Como se menciond previamente en el ano 2006 Jun Lu reportd que las
lesiones de las neuronas del nucleo SLD en ratas, que es equivalente al area
subcoeruleus en gatos y en humanos, generan periodos de suefio MOR sin
atonia. Debido a que SLD tiene proyecciones glutamatérgicas directas a las
interneuronas glicinérgicas, esto sugiere que el mecanismo de control ténico
primario para producir la atonia observada durante el sMOR, es a través de
proyecciones espinales glutamatérgicas directas a las interneuronas
glicinérgicas o GABAérgicas del cuerno ventral de la médula espinal, por lo que

no se requiere de un relevo medular (Lu J. et al. 2006).
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Figura 1. 10. Modelo precursor del control del tono muscular durante el suefio
MOR.
Los grupos neuronales se muestran en un corte sagital del tronco encefalico de gato. La
activacion de las neuronas GABAérgicas en la protuberancia provoca la inhibicién de las
neuronas noradrenérgicas y serotoninérgicas y la activacion de neuronas colinérgicas de la
protuberancia. El tono muscular se inhibe por un sistema descendente. Las neuronas
colinérgicas de la protuberancia excitan a las neuronas glutamatérgicas, estan proyectan al
bulbo raquideo, donde terminan en interneuronas que liberan glicina sobre las neuronas
motoras, hiperpolarizandolas y por lo tanto inhibiéndolas. Tomado de Kandel E. 2004
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1. 1. 7 Moléculas promotoras del Sueiio: Antecedentes

La hipotesis que propone que al suefio lo regulan mecanismos
humorales, esta fundamentada en la evidencia empirica antigua. La idea de
que al suefno lo inducen “vapores”, ha prevalecido desde tiempos antiguos vy
estos conceptos persistieron en varias formas por milenios. La conexién entre
estas ideas arcaicas sobre la regulacion humoral del suefo y la investigacion
moderna que continua hasta nuestros dias, se estableci6 de dos
investigaciones hechas independientemente que utilizaron aproximaciones

semejantes por los grupos de Ishimori en 1909 y Pieron en 1913 (Opp M.2004).

Pieron privd de suefio a perros que previamente habia implantado con
una canula en la cisterna magna. Extrajo el liquido cefalorraquideo (LCR) de
estos perros a los que habia mantenido despiertos durante varios dias y se lo
administrd a la cisterna magna de perros que habian dormido ad libitum y éstos
se durmieron. Fue asi que sugiridé que el suefio era el efecto de una hipnotoxina
producida en el encéfalo, la cual se acumula en el LCR durante la vigilia. Con
base en este estudio, sugirié que existen sustancias que se acumulan durante
la vigilia y que cuando llegan a cierto nivel detectable por el cerebro, provocan

la necesidad de dormir, para metabolizarlas durante el sueno.

Sin embargo, las teorias neurales propuestas por Von Economo y otros
ensombrecieron los estudios de Ishimori y Pieron y no fue hasta los afos
sesenta que se volvieron a considerar los mecanismos humorales en la

regulacion del suefio (citado por Opp M. 2004). A partir de esta década, los
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neurotransmisores estudiados que se han involucrado en la regulacion del ciclo
sueno-vigilia han sido numerosos. El interés de encontrar como los sistemas de
neurotransmision regulan el ciclo suefio-vigilia ha aumentado notablemente,

ultimamente con fines terapéuticos (Krueger J. M. et al. 1999).

Continuando con la busqueda de sustancias que inducen suefio,
distintos grupos de investigacion buscaron y determinaron las caracteristicas
moleculares y funcionales de varias sustancias, a las que se les describiod
propiedades hipnogénicas. Por ejemplo, la teoria monoaminérgica postulada
por Jouvet propuso que la serotonina producida por el sistema Rafe regula el
SOL, mientras que el SP resulta de la accion de la noradrenalina producida por
el LC. Jouvet conjuntd estas premisas y concluyé que el estado de suefio
depende principalmente de la actividad de las monoaminas (citado por

Prospéro-Garcia O. y Drucker-Colin R.1996).

El neurofisidlogo mexicano Raul Hernandez Pedn, demostré que la
estimulaciéon mediante acetilcolina y carbamilcolina en el POA de gatos producia
sueno. También, demostr6 que la administracibn de atropina (droga
anticolinérgica) en dicha area reduce el tiempo total de suefio. Basandose en
éstas y en otras observaciones que involucraron la estimulacion quimica con
sustancias colinérgicas en el tronco cerebral y en la médula espinal, formul6 su
teoria colinérgica, la cual afirma que la estimulacion colinérgica es esencial en la

produccion de suefio (Hernandez Peon R. 1965).
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En esta misma década Marcel Monnier realizé una serie de experimentos
en conejos a los que les hizo un arreglo de circulacién cruzada, un donador y
otro receptor y observé que la estimulacion eléctrica de baja frecuencia en los
nucleos intralaminares del talamo que producia sincronizacion del EEG en el
donador, también moderaba la actividad eléctrica cerebral del receptor, es decir,

en ambos conejos.

El registro simultaneo de la actividad eléctrica cerebral del donador y el
receptor muestra un incremento significativo de las ondas & en ambos,
fendmeno al que denomind “suefio delta ortodoxo”. Esto sugirié que la sangre
del donador “adormecido” contenia una sustancia capaz de modificar la actividad
cerebral del receptor. A esta sustancia la nombraron factor hipnogénico

(Monnier, M. y Hoésli L. 1965).

En 1976, el médico estadounidense John Richard Pappenheimer obtuvo
una sustancia a partir de un extracto del LCR de cabras privadas de suefio
durante 48 horas, mediante choques eléctricos (2.5-mA, 60 Hz). Lo administrd
en el cerebro intraventricularmente a ratas que durmieron ad libitum, e indujo en
ellas un incremento del 25% de SOL en las primeras 6 horas, fue asi que
propuso que existia un factor promotor del suefio al que nombré sustancia P

(Pappenheimer J. R. et al. 1975).

Entre otras sustancias identificadas con propiedades hipndégenas figuran

varios péptidos como los muramil (un producto quimico de las paredes de las
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bacterias), la interleucina-1 (una citocina mediadora de las respuestas
inmunitarias), el interferon a-2 (Krueger J. M. et al. 1999), la colecistocinina 8
(CCK-8, por sus siglas en inglés) (Kapas L. et al. 1988), la somatostatina
(Danguir J. 1986) y la cortistatina (De Lecea et al. 1996). Asimismo, la hormona
prolactina (Krueger J. M. et al. 1999), el péptido vasoactivo intestinal (VIP, por
sus siglas en inglés) (Riou F. et al. 1981), el factor liberador de la hormona del
crecimiento (GH-RH, por sus siglas en inglés) y la misma hormona del
crecimiento (GH, por sus siglas en inglés) (Mendelson W.B et al. 1983). Ademas,
se ha propuesto que la modulacion del SOL esta a cargo de la prostaglandina D>
(Ueno R. et al. 1983), del GABA, porque cuando éste activa al receptor (GABA,),
incrementa la somnolencia en perros (Brisbare-Roch C. et al. 2007) y la
Adenosina, un nucledtido de purina cuando se acumula extracelularmente en el
CBA durante la vigilia inhibe a las neuronas que estan activas en la vigilia y asi

promueve el SOL en ratas (McCarley R. W. 2007).

Ademas, como se ha tratado en este capitulo, existen varias sustancias
que facilitan la vigilia como son el glutamato, la histamina y la orexina (Jones B.
E. 2005) Adicionales a éstas, se encuentran la adrenalina, el factor liberador de
tirotropina, el factor liberador de corticotropina, la corticotropina misma y los

glucocorticoides (Steiger A. 2007).

Como se puede notar, la naturaleza de las moléculas promotoras del

sueio es muy amplia. Asi tenemos péptidos, hormonas, nucleétidos,

aminoacidos Yy lipidos. Ahondando mas en estos ultimos, se sabe que las
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prostaglandinas PGE; y la PGD,, derivados del acido araquiddnico, participan en
la respuesta inflamatoria y modulan el dolor. En cuanto a su participacion en la
regulacion del suefio, la administracion intracerebro ventricular y en el POA de
PGD, aumenta el SOL. Adicionalmente, interacciona con GABA y con la
adenosina, probablemente a través del aumento del SOL. Por otra parte, la
PGE;, estd mas involucrada con el mantenimiento de la vigilia. Ademas otros
metabolitos modulan el ciclo sueno-vigilia, el primero derivado del acido
araquidénico llamado Anandamida y un derivado del acido oleico, llamado

Oleamida (Cravatt B. F. et al. 1995).

Adicionalmente estudios realizados en nuestro laboratorio han mostrado
que la Anandamida y la Oleamida, integrantes del sistema canabinérgico,
participan en la regulacion del ciclo sueno-vigilia; en el siguiente capitulo se
tratara de explicar qué es el sistema canabinérgico y su participacion en la

regulacion de dicho ciclo.
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1. 2. Sistema Canabinérgico
Con el descubrimiento de moléculas a las que se les ha denominado
endocanabinoides y el hallazgo de los receptores donde ejercen su accion,
nombrados receptores a canabinoides y con la descripcion subsiguiente de una
ruta bioquimica compleja, para la sintesis, liberacion, transporte y degradacion
de los endocanabinoides se completé la cadena de un nuevo sistema de

sefalizacion, llamado sistema canabinérgico (Pacher P. et. al 2006).

1.2.1 Canabinoides
Los Canabinoides se extrajeron por primera vez de la Cannabis sativa,
mejor conocida como Marihuana (ver figura 2.1) que es una planta dioica anual,
tipica de las zonas templadas, la cual puede medir desde 1.5 hasta 6 metros

(Lorenzo P. 2003).

La Cannabis sativa o marihuana es la droga ilicita con el mayor y mas
antiguo consumo en las sociedades occidentales. Ha sido utilizada con fines
terapéuticos, religiosos y recreativos; la popularidad de la Marihuana como
droga recreativa se debe a la capacidad que ésta posee para alterar la
sensopercepcion (Pachér P. et al. 2006), ademas es relajante, aumenta el

apetito y facilita el deseo sexual (ver Prospéro-Garcia et al. 2004).

La descripcion de las propiedades curativas de la Cannabis sativa se

remonta al afio 2737 a. C. cuando el emperador chino Shen Nung hace

referencia de ésta por sus propiedades medicinales en el tratamiento de la
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gota, la malaria, algunos dolores y la falta de concentracién. En la India,
formaba parte de algunos rituales religiosos y fue utilizada también por sus
propiedades curativas, esta practica se ha conservado hasta nuestros dias. Al
principio de la era cristiana, Plinio el viejo, Discorides y Galeno describieron sus
posibles aplicaciones médicas. Durante el siglo XIX, la presencia colonial
inglesa en la India y la expedicion de Napoledn a Egipto sirvieron para la
difusion por Europa y posteriormente por los Estados Unidos de América, de
las aplicaciones médicas de la Cannabis sativa (Lorenzo P. 2003). Algunos de
sus efectos terapéuticos son como antihemético, estimulante del apetito,
analgésico, (Di Marzo V. y De Petrocellis L. 2006) anticonvulsivante vy
antiinflamatorio, ademas de disminuir la ansiedad y de sus efectos en la

actividad locomotora. (Prospéro-Garcia O. et al. 2004).

Figura 2.1. Cannabis sativa
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En 1964, los quimicos israelies Yehiel Gaoni y Rafael Mechoulam
identificaron que el principal componente psicoactivo de la marihuana es el N®
tetrahidrocanabinol (THC) (Mechoulam R. et al. 1967). Este componente es tan
so6lo uno de los aproximadamente 60 canabinoides presentes en la planta
(Pachér P. et al. 2006). Posteriormente se caracterizd el receptor donde el
THC, ejerce su efecto (Devane W. A. et al. 1988) y en 1990 se clond por
primera vez dicho receptor, que se nombrd receptor a canabinoides 1 (CB1)

(Matsuda L. A. et al. 1990).
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Figura 2. 2. Estructura quimica del THC

1.2.2 Canabinoides Endégenos
El descubrimiento del receptor de canabinoides y la disponibilidad de
canabinomiméticos (moléculas que se unen al receptor) altamente selectivos y
potentes, permitio la identificacién rauda de una familia de transmisores lipidos
que funcionan como ligandos naturales del receptor a canabinoides CB1. Estos
canabinoides son sintetizados de manera enddgena por los mamiferos y por

consiguiente son llamados endocanabinoides (Di Marzo V. y Fontana A. 1995).

La mayoria de los endocanabinoides son derivados del acido
araquidénico, un lipido que es constituyente de la membrana celular,
combinado con una molécula de etanolamina o de glicerol. Dentro del grupo de

los endocanabinoides se encuentran moléculas como la Anandamida (ANA)
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(Devane W. A. et al. 1992), el 2- Araquidonilglicerol (2-AG) (Mechoulam R. et
al. 1995), la Oleamida (OLE) (Cravatt B. F. et al. 1995), la Virodamina (Porter
A. C. et al. 2002) y el Noladin-eter (Hanus et al. 2001), su estructura quimica se
ilustra en la figura 2.3. Todos estos canabinoides enddgenos se han
encontrado en el cerebro, plasma y en tejidos periféricos. Ademas, sus
propiedades farmacolégicas son muy similares a las de los canabinomiméticos

sintéticos (Bisogno T. et al. 2005).
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Figura 2. 3. Estructuras quimicas de los principales endocanabinoides.
a) Anandamida, virodamina, N-araquidonildopamina, 2-araquidonilglicerol y Noladin
eter. b) Oleamida. Tomado de Piomelli D. 2003

1.2.2.1 Anandamida
A principios de los afios noventa un grupo israeli aislé del cerebro de
cerdo, un lipido, el araquidonil- etanolamida, que actuaba de manera muy
similar a los canabinoides. Se le nombré Anandamida, que en sanscrito

significa “bendicion interna” (Devane W. A. et al. 1992) y se ha encontrado que
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en el cerebro la concentracion de ANA es 200 veces menor que la

concentracion de 2-AG (Sugiura T. et al. 1995).

ANA es un agonista parcial o total del receptor CB+, dicha caracteristica
depende del tejido y de la respuesta bioldgica que se mida. Aunque también se
une al receptor CB,, lo hace con poca eficiencia y puede actuar como un

antagonista (Gonsiorek W. et al. 2000).

Via de sintesis y liberacion:

ANA esta formada por el precursor de un fosfolipido de membrana, el N-
araquidonil-fosfatiletanolamina (NAPE, por sus siglas en inglés). Este es
sintetizado por la enzima N-aciltransferasa (NAT), la cual cataliza la
transferencia del acido araquidénico de la fosfatilcolina al grupo cabeza de la
fosfatidiletanolamina, como se puede apreciar en la figura 2.4. Esta enzima
requiere la presencia de calcio y esta regulada por monofosfato de adenosina
ciclica (AMPc, por sus siglas en inglés), aumenta la actividad de NAT por
fosforilacién mediada a través de la actividad AMPc dependiente de la proteina
Cinasa A (Piomelli D. 2003). La liberacion de ANA por NAPE es catalizada por
la fosfolipasa D (PLD, por sus siglas en inglés) (ver figura 2.4). Esta enzima
esta clasificada como miembro de la familia zinc metalohidrolasa. La actividad
de PLD puede regularse por la despolarizacion o por la activacion de los
receptores glutamatérgicos N-Metil-D-Aspartato (NMDA), por los receptores a7
nicotinicos (Piomelli D. 2003) o por la estimulacion de receptores
metabotrépicos inducida por neurotransmisores como la dopamina, el

glutamato y la acetilcolina (Varma N. et al. 2001).
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Figura 2. 4. Via de la sintesis de Anandamida. La primera reaccién: sintesis del
precursor N-araquidonil fosfatidil etanolamina (N-arachidonyl-PE), catalizada por la enzima N-
aciltransferasa (N-acyltransferasa) segunda reaccion: la escision de anandamida catalizada por
la fosfolipasa D (Phospholipase D). Tomado de Piomelli D. 2003

1.2.3.2. Oleamida

La Oleamida (cis-9,10-octadecenoamida) es una amida del acido oleico
que ha sido menos estudiada que ANA y por lo tanto se conoce menos de su
funcionamiento. Sin embargo, se sabe que se une al receptor CB1 (Leggett J.
D. et al. 2004) y que es degradada por la hidrolasa de los acidos grasos
amidados (Cravatt B. F. y Lichtman A. H. 2002). Ademas, tiene varios efectos
in vitro como la inhibicion de la comunicacion de célula a célula mediante las
uniones gap, también tiene efectos sobre receptores serotoninérgicos (5-HTj,
5HT,ac ¥y SHT7) y puede modular a los receptores ionotrépicos inhibidores

como GABAa (Mendelson W. B. et al. 2001).
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La Oleamida (OLE) se acumula en el LCR de gatos y ratas privados de
suefo, su principal efecto es el inducir el SOL (Cravatt B. F. et al. 1995) y este
efecto se puede bloquear con el antagonista selectivo al receptor CB4, el
SR141716A, lo que sugiere que OLE aumenta el SOL a través de la activacién

del receptor CB1 (Pachér P. et al. 20006).

Los endocanabinoides no son almacenados en vesiculas, como otros
neurotransmisores (GABA, ACh) sino que se producen a demanda en
respuesta a la despolarizacion inducida por el aumento de calcio intracelular o
la activacion de varios receptores metabotrdpicos. Es decir, se producen al
instante en el que el sistema lo requiere (Varma N. et al. 2001, Kim J. et al.
2002). Ademas, son considerados mensajeros retrogrados, es decir, se
sintetizan en la postsinapsis y ejercen su accién en la presinapsis (Maejima T.
et al. 2001), aunque ahora también se sabe que tiene efectos en la
postsinapsis. Dependiendo del circuito neuronal, los endocanabinoides pueden

activar o inhibir la neurotransmisién (Wilson R. I. y Nicoll R. A. 2002).

1. 2. 3 Difusidén e inactivacion de los endocanabinoides.

Los endocanabinoides, como otros mediadores enddgenos de las
respuestas fisioldgicas, necesitan mecanismos para desplazarlos rapidamente
de sus blancos moleculares y para degradarlos posteriormente. Debido a que
son compuestos lipofilicos, los endocanabinoides pueden difundir a través de la
membrana. A fin de que su difusidn a través de la membrana plasmatica sea

rapida, selectiva y sujeta de regulacién, necesita que se facilite por un
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acarreador o se dirija por un mecanismo que sea capaz de reducir rapidamente
su concentracion intracelular (Bisogno T. et al. 2005). Al parecer, a ANA la
capturan varios tipos celulares, al menos en parte, a través de un mecanismo
de transporte facilitado, conocido como el transportador de membrana de ANA
(AMT, por sus siglas en inglés). En si, la captura celular de ANA es saturable,
termodependiente y sensible a inhibidores sintéticos como se esperaria de un
proceso que esta regulado por una proteina (Di Marzo V. et al. 1994). La AMT
aun no ha sido aislada, ni clonada, sin embargo, la evidencia indirecta sugiere
la posibilidad que también puede mediar la captura de 2-AG, noladin-eter y
virodamina (Wilson R. I. y Nicoll R.A 2002). Algunos autores han reportado
evidencia en contra de la existencia de AMT, sugiriendo que la hidrolasa de los
acidos grasos amidados (FAAH), que es la enzima responsable en mayor parte
de la hidrdlisis de ANA, es la unica responsable de la captura celular de ANA,
esto debido a la reduccion de la concentracion intracelular de ANA vy
probablemente a la asociacion transitoria a la membrana plasmatica (Bisogno
T. et al. 2005). Sin embargo, aunque no se ha clonado la AMT, aun no es

posible descartar su existencia.

1. 2. 4 Hidrdlisis

La degradacion de los endocanabinoides se realiza por dos sistemas
enzimaticos especificos: la hidrolasa de los acidos grasos amidados (FAAH) y
la monoacilglicerol lipasa (MAGL, por sus siglas en inglés), los cuales se
ilustran en la figura 2.5. Especificamente la enzima FAAH se ha identificado

como la responsable de la hidrolisis de ANA, OLE y en algunos casos de 2-AG,
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acido araquidoénico y glicerol (Cravatt B. F. et al. 1996). La FAHH es una
proteina integral de membrana de 597 aminoacidos que pertenece a la familia
serina-hidrolasa, la FAAH esta ampliamente distribuida en el cuerpo con altas
concentraciones en el cerebro y en el higado; se ha clonado de un amplio
numero de especies con un alto grado de conservacion entre el ratéon y el
humano (Patricelli P. M. y Cravatt B. F. 2000). Ademas, se ha estudiado
ampliamente a la regién promotora del gen de la FAAH y se sabe que la FAAH
es blanco de accion de la progesterona y la leptina (péptido hipotalamico), los
cuales la regulan a la alza y por estrogenos y glucocorticoides, los cuales la

regulan a la baja (Bisogno T. et al. 2005).

A pesar de que la FAAH es capaz de catalizar la hidrdlisis de 2-AG, los
niveles de éste no aumentan en ratones knockout para la FAAH. La principal
enzima responsable de su degradacion es la MAGL, ésta es una enzima que
también pertenece a la familia serina-hidrolasa (Dinh T. P. et al. 2002). Se
encuentra presente en las fracciones membranales y citosdlicas celulares. En
el cerebro de rata, la MAGL esta presente en niveles altos en regiones donde
se expresa el receptor CB1 (hipocampo, corteza anterior, tdlamo y cerebelo).
Estudios recientes hechos con inmunohistoquimica sugieren que en el
hipocampo la enzima se localiza en la presinapsis, apoyando asi el papel de la
MAGL en la degradacion de 2-AG como un mensajero retrogrado (Piomelli D.

2003).
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Estudios realizados en los ultimos tres afos, confirman la localizaciéon
complementaria de MAGL y FAAH en el cerebro, presinaptica y postsinaptica
respectivamente, sugiriendo que poseen papeles distintos para los dos

endocanabinoides en el sistema nervioso central (Bisogno T. et al. 2005).
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Figura 2. 5. Mecanismo de desactivacion de los endocanabinoides. Tanto ANA
como 2-AG pueden ser introducidos a la neurona por el transportador (AMT). Una vez dentro
de las células, pueden ser hidrolizados por distintas hidrolasas de serina o por la enzima FAAH.
Tomado de Piomelli 2003.

1. 2. 5 Inhibidores
El conocimiento de los mecanismos subyacentes de la biosintesis y la
inactivacién de los endocanabinoides, contribuye a entender mejor los efectos
mediados por los receptores a canabinoides cuando estos se activan por sus
ligandos endogenos. Este hecho abre el camino a la hipdtesis de que los

compuestos que regulan el metabolismo endocanabinérgico pueden
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convertirse en agentes terapéuticos potenciales para el tratamiento de

enfermedades en donde este sistema este involucrado (Bisogno T. et al. 2005).

A partir de la identificacion de las enzimas que sintetizan 2-AG y ANA se
desarrollaron inhibidores no selectivos para estas proteinas. Sin embargo, se
han encontrado inhibidores no especificos, que impiden la formaciéon de ANA y
2-AG en células intactas. Referente al AMT, el AM404 (ver figura 2.6) fue el
primer compuesto sintético desarrollado para contrarrestar la acumulacién de
ANA en las células. Recientemente se identificd otro compuesto sintético mas
selectivo para AMT, el UCM-707 (ver figura 2.6). Este compuesto es selectivo
para la recaptura de ANA. El VDM11 y el VDM13 inhiben a AMT con la misma
potencia que el AM404 y no activan a los receptores vaniloides. Finalmente, el
OMDM-1 y OMDM-2, fueron los primeros inhibidores selectivos de la recaptura
de ANA desarrollados a partir de acidos grasos distintos del acido
araquiddnico. Mientras la existencia de AMT sigue siendo controversial, existe
una gran evidencia del uso de inhibidores de la recaptura de ANA como
posibles drogas que aminoran los sintomas de enfermedades utilizando
modelos animales. Pues se ha mostrado que con el uso de los inhibidores de la
recaptura de ANA, es posible reducir la paralisis muscular en la esclerosis
multiple, disminuir el movimiento involuntario en el modelo de la enfermedad de
Parkinson, e inhibir la hiperactividad intestinal y la diarrea inducida por la toxina

del célera (Bisogno T. et al. 2005).
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UCMT07

Figura 2.6. Estructura quimica de dos inhibidores de la recaptura de los
endocanabinoides el AM404 y el UCM707.

1. 2. 6 Receptores a Canabinoides CB1 y CB2

Los receptores a canabinoides son proteinas de siete dominios
transmembranales y pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a
proteinas G, es decir, son receptores metabotropicos. Ambos receptores se
han clonado y comparten el 44% de identidad proteica y el 68% de identidad en
sus dominios transmembranales (Bisogno T. et al. 2005). El primer receptor
que se describié fue nombrado CB1, es el mas abundante en el cerebro de los
mamiferos, se localiza principalmente en las terminales de las neuronas del
cerebro, pero también esta presente en concentraciones menores en tejidos
periféricos. Por ejemplo, en los sistemas reproductores femenino y masculino,
algunos sistemas glandulares y en la microcirculacion sanguinea (Devane W.
et al. 1988; Howlett A. C. et al. 1990). El receptor a canabinoides CB, se
encontro inicialmente en multiples 6rganos linfoides, con la expresion mas alta
en los linfocitos B, una expresion moderada en los monocitos y en los
neutréfilos polimorfonucleares y la expresidén mas baja en los linfocitos T. Sin
embargo, estudios posteriores lo identificaron también en células microgliales
(Piomelli D. 2003). Sin embargo, en el ultimo lustro se encontrd presente en
células no parenquimaticas del higado cirrético, en el pancreas endocrino, en el
hueso (Pachér P. et al. 2006), y en el cerebro, en estructuras como el cerebelo

y el tallo cerebral (Van Sickle M. D. et al. 2005).
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Experimentos recientes realizados en ratas, ratones y hurones, se
encontré que las neuronas del tallo cerebral, la corteza y el cerebelo expresan
niveles detectables de Acido Ribonucleico mensajero (ARNm) y receptores CB,
funcionales; en los hurones, la activacion de los receptores CB, del tallo

cerebral previene la emesis (Van Sickle M. D. et al. 2005).

Estudios farmacoldgicos revelaron la existencia de otros blancos de
accioén de los endocanabinoides que incluyen a los receptores de vaniloides,
los cuales estan presentes en las fibras C que estan especializadas en
conducir el dolor, y por lo menos tres receptores distintos a CB4 y a CB,. El
primero en astrocitos de raton, el segundo en las células piramidales del

hipocampo y el ultimo en el endotelio vascular (Bisogno T. et al. 2005).

Los receptores de canabinoides, especialmente el receptor CB4, poseen
propiedades unicas. La propiedad mas relevante es su preservacion a través
de la evolucién: los receptores CB4 en la rata, el humano y el ratdn, tienen un
97% de identidad en su secuencia de aminoacidos. La preservacion de este
sistema antiguo de senalizacion en los vertebrados y en varios filas de
invertebrados refleja las funciones importantes en las que los
endocanabinoides estan involucrados, tanto en la fisiologia celular como en la
sistémica. La segunda caracteristica notable de los receptores CB1 es su alta
expresion en el cerebro. Estos receptores son los receptores acoplados a
proteina G mas abundantes, con densidades de 10 a 50 veces mas altas que
las de los receptores de neurotransmisores clasicos como los dopaminérgicos

u opioidérgicos (Howlett A. C. et al. 1990; Herkenham M. et al. 1991).
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Tanto el receptor CBy como el CB, estan acoplados a sistemas de
transduccion similares, entre ellos a la via de AMPc. La activacion del receptor
a canabinoides inicialmente se reporté que inhibe la formacion de AMPc, a
través del acoplamiento con proteinas G; (proteinas G inhibidoras (Devane W.
A. et al. 1988; Howlett A. C. et al. 1990). Como resultado la actividad de
proteina cinasa A disminuye, ya que es dependiente del proceso de
fosforilacion mediado por el AMPc (Selley D. E. et al. 1996). Estudios
adicionales confirmaron que los receptores de canabinoides también regulan a
los canales idnicos a través de las proteinas G y promueven el bloqueo de la
entrada de calcio a través del cierre de los canales iénicos tipo N (Mackie K. y
Hille B. 1992), P/Q (Twitchell W. et al. 1997) y L (Gebremedhin D. et al. 1999).
En contraste, promueven la activacién de los canales rectificadores de potasio.
Estas acciones son relevantes en el papel de los endocanabinoides como
reguladores de la liberacion del neurotransmisor y de la plasticidad sinaptica de
corto plazo. Investigaciones posteriores también describieron el acoplamiento
de los receptores CB¢ y CB; a la cascada de sefalizacion de las MAPcinasas,
es decir, a las proteinas cinasas activadas por mitdgenos, a la fosfatidilinositol
3 cinasa, a la cinasa de adhesion focal, a la sefalizacién de ceramida y a la

produccion de 6xido nitrico. Finalmente, estudios en la década anterior

revelaron que bajo ciertas condiciones los receptores CB1 pueden estimular la

produccion de AMPc por acoplamiento a las proteinas Gs (proteinas G

estimuladoras) (Felder C. C. et al. 1998).
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Los endocanabinoides presentan propiedades de union distintas para
cada receptor, CB;y y CB,. ANA actua como un agonista parcial de ambos
receptores, pero tiene una afinidad mas alta por el receptor CB4. La actividad
intrinseca de ANA con el receptor CB4 es de 4 a 30 veces mas alta que en el

receptor CB; (ver Rodriguez de Fonseca F. et al. 2005).

1. 2. 6. 1 Distribucion de los receptores a Canabinoides

El receptor CB1 se expresa en practicamente todo el cerebro. Sin
embargo, las concentraciones mas altas se encuentran en el cerebelo, el
hipocampo, el nucleo estriado, el globo palido y la sustancia negra (Martinez-
Vargas et al. 2003). En la figura 2.7 se observa una fotografia de un corte
sagital de cerebro de rata en la que se observan las células inmunoreactivas al
CBjcon la técnica de inmunohistoquimica. Esta fotografia se interpreta como
sigue: las areas que se tifieron con el anticuerpo para el CB4 acoplado a un
cromatéforo y por lo tanto se aprecian oscuras indican presencia del receptor
CBj en las células, las zonas mas oscuras indican una mayor cantidad del

receptor en los grupos celulares tomados (Martinez-Vargas et al. 2003).
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Figura 2. 7. Distribuciéon de los receptores CB; en el cerebro de rata (Martinez-
Vargas M. et al. 2001)

Otros blancos moleculares para los endocanabinoides.

Aunque se ha logrado un enorme progreso en el entendimiento de los
mecanismos moleculares y bioquimicos que subyacen a los endocanabinoides,
varios descubrimientos sugieren que estos compuestos pueden actuar también
en receptores no canabinoides. Ante todo, existen datos que sugieren la
presencia de receptores distintos al CB4 y al CB, que se activan in vitro por
concentraciones de ANA que son relevantes fisiolégicamente. El primer
ejemplo se reportd6 en cultivos de astrocitos provenientes del estriado de
embriones de ratones, ANA y el agonista a los receptores a canabinoides,
WIN55212-2 (ver Tabla 2.1) inhiben la formacién de AMPc a través de los
receptores acoplados a proteinas G distintos a los receptores CBy y CB;

(Bisogno T. et al. 2005).
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Se ha propuesto que un nuevo receptor canabinoide distinto al CBy,
induce el efecto inhibidor de WIN 55212-2 sobre la liberacién de glutamato en
las células piramidales del hipocampo, a este receptor putativo se le pueden
unir también algunos ligandos de los receptores vaniloides. Por ultimo, como se
menciond anteriormente el endotelio vascular contiene un nuevo receptor a
canabinoides. De hecho, la vaso-relajacion que depende del endotelio es
inducida por ANA y se revierte por la accion del antagonista a los receptores a
canabinoides SR141716A (Tabla 2.1). Sin embargo, este efecto permanece en
arterias procedentes de ratones knockout para los receptores CB1 o CB4/ CB».
Y las concentraciones de SR141716A son muy altas para bloquear el efecto de
ANA. Asi que se ha postulado la existencia del nuevo receptor para

endocanabinoides, llamado GPRS5 (Tabla 2.1) (Jarai Z. et al. 1999).
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1. 2. 7 Los canabinoides: Inductores de sueino. Una aproximacion
practica, la funcién del sistema canabinérgico en el sueino
El insomnio es la disfuncion mas comun del sueno. Esta definido como
una dificultad de la iniciacién, mantenimiento, duracién y calidad del suefio y
que resulta en una deficiencia del funcionamiento del sujeto durante el dia

(Pachér P. et al. 2006).

Se ha documentado a través de estudios previos que la marihuana y el
THC afectan los patrones del suefo tanto en humanos como en animales de
experimentacion (Pachér P. et al. 2006). Recientemente, se demostré que dos
de los endocanabinoides mencionados anteriormente, OLE y ANA, participan
en el control del suefio. OLE administrada de manera sistémica en ratas,
incrementa la somnolencia y el tiempo total de suefio (Cravatt B. F. et al. 2002)
este efecto se puede bloquear con SR141716 (Mendelson W. B. y Basile A. S.
1999). Inicialmente, se sugirid que la inhibicion de la degradacién de ANA por
la FAAH, mas que la activacion del CB4, es responsable del efecto inductor de

suefio de OLE, pero esto aun es materia de discusion.

Por otra parte, se encontré que ANA incrementa el SOL Il y el sSMOR en
ratas, a través de la activacion del receptor CB1 y de la estimulacion del
proceso de sefializacion intracelular de la Fosfolipasa C (PLC) (Murillo-
Rodriguez E. et al. 2001). Ademas, la expresion del receptor CB1 en el puente
de las ratas esta modulado por el ciclo luz-oscuridad y por el suefio (Martinez-

Vargas M. et al. 2003), los endocanabinoides y los receptores CB4 también se
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involucraron en el rebote de sMOR (Navarro L. et al. 2003). Ademas, un
estudio reciente demostré que la ANA no sodlo induce suefio, sino también
aumenta los niveles de Adenosina, una sustancia inductora de suefio, en el
CBA. Estos dos efectos son bloqueados por SR141716A (Murillo-Rodriguez E.

et al. 2003).

A pesar de saber poco acerca de la funcién del sistema canabinérgico
en la fisiopatologia de las disfunciones del suefo, varios estudios clinicos han
reportado de manera uniforme que existe una mejoria significativa en la calidad
del suefio en pacientes que utilizan canabinoides para el tratamiento
sintomatico de esclerosis multiple, cancer, dolor cronico o prurito intratable
(Pachér P. et al. 2006). Ademas, como se mostro en el apartado anterior, el
suefo es modulado por varios neurotransmisores, asi como algunos derivados
araquiddnicos estan involucrados en su regulacion (Hayaishi O. y Matsumara

H. 1995).
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Sistema Canabinérgico

Ligandos de los receptores THC
a canabinoides 2-AG
ANA
OLE
Enzimas del sistema NAPE
canabinérgico NAT
FAAH
MAGL
Inhibidores de la AM404
Recaptura de ANA UCM-707
VDM-11
VDM-13
OMDM-1
OMDM-2
Receptores a canabinoides CB;
CB:
Posible Receptor Nuevoa GPR55
canabinoides
Agonista Sintético del CB; WIN55212-2
Antagonista del CB; SR141716A

Tabla 2.1 Los componentes del sistema canabinérgico. Como los ligandos, las
enzimas, los inhibidores de la recaptura de ANA, un probable receptor nuevo para los

canabinoides, un agonista sintético y un antagonista del CB;.
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1. 3. Las hembras, su ciclo estral y sus variaciones hormonales.

Como hemos observado a lo largo de nuestra vida y por experiencia
propia, sabemos que existen diferencias notables en la expresién de conductas
entre los machos y las hembras. Por ejemplo, en la conducta sexual, la
habilidad de navegacion y en la expresion verbal (Kimura D. 1996). Ademas, la
estructura del ciclo suefo-vigilia se modifica por influencia del ciclo menstrual,
mas especificamente en la fase lutea, fase en la que las mujeres tienen menos
sueio MOR que en cualquier otra fase del ciclo menstrual (Dzaja A. et al.
2005), entonces emerge la pregunta s qué es lo que hace la diferencia entre

machos y hembras? ;Qué determina el ciclo menstrual?

Apegandonos a nuestro modelo de estudio, a continuacion se explicara
el ciclo estral de las ratas, que es el equivalente al ciclo menstrual en las

mujeres.

1. 3. 1 Las ratas hembras poseen un ciclo estral.

Asi, la diferencia que mas sobresale y la mas obvia, es que las hembras
poseen variaciones de hormonas sexuales que se manifiestan en un ciclo
estral. La duracioén de este ciclo en roedores es de cuatro a cinco dias y se han
identificado cuatro fases: proestro, estro, metaestro y diestro, las cuales difieren
tanto en las caracteristicas celulares que presenta la pared vaginal, como en la
variacion de los niveles hormonales (Antunes |. B. 2006) dichas variaciones

hormonales se muestran en la figura 3.1.
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Los niveles de estradiol en sangre son basales (14 a 20 pg/ml) a traves
del estro y metaestro, mientras que en el diestro se presenta un incremento (25
a 40 pg/ml) que continua hasta el proestro para alcanzar su valor maximo (45 a

90 pg/ml) al medio dia de esta etapa (Schwartz N. B. 2000).

El aumento de los estrégenos desencadena un estimulo neural que
activa la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, por sus
siglas en inglés) en el hipotalamo. La GnRH a su vez desencadena la secrecion
de la hormona luteinizante (LH, por sus siglas en inglés) por la pituitaria. En el
proestro, los niveles de LH presentan un rapido incremento, alcanzandose los
niveles mas altos entre las 5:00 y las 7:00 p.m. este incremento de LH induce la
ruptura folicular y la ovulacion lo cual ocurre en las primeras horas de la

mafana siguiente, es decir en el estro (Schwartz N. B. 2000).

El pico en la concentracién de LH es seguido por un incremento en la
secrecion de progesterona que es un componente clave en la regulacion del
crecimiento, desarrollo y funcion de los tejidos del aparato reproductor
femenino y en el ovario tiene un papel central en la regulacion de la ovulacion y
la luteinizacién (Gava N. et al. 2004). Unas horas después, se presenta un
comportamiento, llamado de estro, caracteristico de la receptividad sexual
femenina. En los roedores la receptividad puede durar hasta 13 horas y declina

de manera gradual (Schwartz N. B. 2000).
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Ademas, el proestro se caracteriza por un aumento en la concentracion
de la hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés). Y bajo el
microscopio, es visible el predominio de células nucleadas. En el estro la
concentracion de la hormona estradiol estd mas elevada que las demas
hormonas sexuales y se pueden observar células cornificadas, las cuales se
encuentran practicamente de manera unica en la pared vaginal. En el
metaestro hay un pequefio aumento de la FSH sobre las demas hormonas que
no alcanza la magnitud del proestro y en la pared vaginal se puede observar
células cornificadas y leucocitos. Finalmente, en el diestro hay células

nucleadas y leucocitos que son caracteristicos de esta fase (Fang J. y Fishbein

W. 1996).
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Figura 3. 1. Variaciones hormonales a lo largo del ciclo estral. En la figura se
muestran los niveles hormonales en las cuatro fases del ciclo estral, comenzando por
metaestro a continuacién diestro donde se observa un pico de la hormona progesterona, en la
siguiente fase, proestro, se observa un pico de la hormona Luteinizante (LH), la hormona

estradiol, la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona progesterona y finalmente la
fase estral estro.
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1. 3. 2 El estrégeno ejerce sus efectos a través del
Receptor a estrégenos.
Ahora se sabe que los estrégenos ejercen su accion a través de los
receptores a estrégenos (ER, por sus siglas en inglés). Actualmente se han
descrito dos receptores intracelulares, el ER-a y el ER-B, los cuales residen en

el nucleo celular de algunas células nerviosas (Shughrue P. J. et al. 1997).

En las primeras investigaciones sobre los efectos de los estrogenos, solo
se estudiaron el hipotalamo y la glandula pituitaria porque evidentemente era lo
mas relacionado con las acciones de los estrégenos en la reproduccion
(McEwen B. S. 2001). Sin embargo, inesperadamente se reconocid que las
células nerviosas contienen receptores a estrogenos en algunas regiones
cerebrales a parte de las previamente descritas en el cuerpo (McEwen B. S.
2001). Las mediciones hechas con acido ribonucleico mensajero (ARNm) para
los receptores ER-a y ER-3, mostraron que su distribucién en el cuerpo difiere
acentuadamente la una de la otra, con una expresion de moderada a mayor del
receptor ER-a en la glandula pituitaria, en el rifion, el epididimo, y en las
glandulas adrenales. Mientras que el receptor ER- tiene una expresion de
moderada a alta en la prostata, en el pulmon, en la vejiga y en el cerebro. Las
dos distribuciones coincidiendo con una expresion alta en el ovario, los

testiculos y el utero (Kuiper G. G. J. M. et al. 1997).
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Respecto al SNC, el receptor ER-a se distribuye en la amigdala en sus
regiones medial y cortical, en la VIPAG, en los nucleos PB, en el LC, en el

nucleo del tracto solitario y en el nucleo Rafe (Shughrue P. J. et al. 1997).

Por su parte el receptor ER-B se distribuye en los nucleos olfatorios
anteriores, en la corteza cerebral y piriforme, en los nucleos supraodptico y
paraventricular del hipotalamo, en el area ventral tegmental, en la substancia
nigra, en los nucleos pontinos, en el cerebelo, en el cuerno anterior de la
meédula espinal y en la glandula pineal, regiones en las que el receptor ER-a se
distribuia pobremente o estaba ausente. Por el contrario, el ARNm del receptor
ER-a pero no el del receptor ER-B, se detectd en el nucleo hipotalamico
ventromedial, en el érgano subfornical, en el nucleo talamico ventrolateral, en
las regiones lateral y basolateral de la amigdala y en el nucleo endopiriforme
dorsal. A pesar de existir varias diferencias en la distribucién de los receptores
ER-a y ER-[3, existe una superposicion en la localizacion de sus ARNm en el
area preoptica, en el nucleo cama de la stria terminalis, por toda la region baja
del tallo cerebral y en el cuerno dorsal de la espina dorsal. Aunque ambos
receptores se expresan en el nucleo arqueado y en el hipocampo, el ARNm del
receptor ER-a es mas abundante en el nucleo arqueado y el ARNm del

receptor ER-B es mas abundante en el hipocampo (Shughrue P. J. et al. 1997).

De esta manera, las variaciones de las hormonas sexuales durante el

ciclo estral afectan el estado del cerebro especificamente los nucleos

involucrados en la regulacion del ciclo suefio-vigilia y otras conductas.
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Comencemos por los cambios que generan dichas variaciones sobre el
ER. Se ha mostrado con mediciones realizadas en el area predptica, en el
nucleo arqueado y en el nucleo ventromedial del hipotalamo mediante
hibridacién in situ, que en la region medial del area preodptica la sefal de
hibridacion es mayor en el estro y en el metaestro, que se atenud en el diestro
y la sefal mas baja se registré en el proestro, este periodo se caracteriza por
poseer los niveles mas altos de estrogeno (Shughrue P. J. et al. 1992). Por el
contrario, el nivel de expresion de los nucleos arqueado y ventromedial del
hipotalamo fue bajo en el estro y se incrementé gradualmente a largo del ciclo

hasta alcanzar un pico en el proestro (Shughrue P. J. et al. 1992).

Estudios previos han sugerido que un aumento en los niveles de
estrogeno circulante puede reducir los niveles de ARNm para el ER en ciertas
regiones del hipotalamo de las hembras (ver Shughrue P. J. et al. 1992). Por lo
tanto, la region medial del area predptica muestra que los cambios en el ARNm
son consistentes con la hipotesis de que la expresidon del receptor ER puede
estar determinada ambientalmente por los niveles de estrogeno en esta region
cerebral. Sin embargo, no ocurri6 lo mismo para los nucleos arqueado vy
ventromedial del hipotalamo, lo que sugiere que existen otros factores
responsables de la especificidad regional de la expresion genética (Shughrue

P.J. etal 1992).

En ratas ovarectomizadas el nivel de la senal de hibridacién del ARNm

para el ER en el area predptica y el hipotalamo basal fue elevado en
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comparacién con ratas intactas. Ademas, se ha mostrado que la progesterona
atenua la sintesis del ER en el cerebro de roedor (ver Shughrue P. J. et al.
1992), lo que apunta que la ovarectomia destituye los factores ovaricos

adicionales que modulan la biosintesis del ER (Shughrue P. J. et al. 1992).

1. 3. 3 Interacciones entre los sistemas de neurotransmision y las

variaciones hormonales.

Referente a la modulacion de los sistemas de neurotransmisién por las
variaciones en la concentracion de las hormonas sexuales, se ha mostrado que
existe una variacion dependiente del ciclo estral en la concentracion de
dopamina estriatal, en la liberacibn de dopamina estriatal inducida por la
estimulacion de anfetaminas y en conductas reguladas por dopamina en
roedores. El estrégeno actua rapido y directamente en el nucleo estriado y en
el nucleo Accumbens, a través de los receptores membranales acoplados a
una proteina G, para reforzar la liberacion de dopamina y las conductas
reguladas por dopamina. En machos los estrogenos no tienen efectos en la
liberacion estriatal de dopamina y el retiro quirdrgico de los testiculos

permanece sin efecto (Becker J. B. 1999).

Conjuntamente a las diferencias mencionadas anteriormente, una sola
neurona del nucleo ventromedial hipotalamico que esta asociado al reflejo de la
lordosis (conducta de receptividad femenina en roedores) recibe alrededor de

7,000 sinapsis en el diestro y 10, 000 en el proestro (Sa S. |. y Madeira M. D.
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2005). Esta variacion relacionada al ciclo estral se cuenta por el incremento en
el numero de todo tipo de sinapsis. Esto muestra que la plasticidad sinaptica
inducida por los estrogenos en el nucleo ventromedial hipotalamico se
caracteriza por cambios en el numero, mas no en el tamafo de las sinapsis (Sa

S. I. y Madeira M. D. 2005).

Hasta aqui podemos observar que las variaciones en las hormonas

sexuales afectan de manera distinta a varias estructuras cerebrales.

Ademas, el gen de expresidn temprana c-fos (que se utiliza como
marcador de actividad neuronal), y se ha observado que existen variaciones en
la expresion de c-fos en el VLPO, APO y en el HL, en ratas hembra que se
encuentran en las fases de estro y diestro (Peterfi Z. et al. 2004).
Adicionalmente la ovarectomia (retiro quirdrgico de los ovarios) produce una
reduccion marcada en la expresion de c-fos en el VLPO, el APO y el HL y la
administracion posterior de estrogenos a las ratas ovarectomizadas estimulé la
expresion de c-fos en el VLPO, en el APO y en el HL. Por lo tanto, la expresion
de c-fos en el VLPO, el APO y el HL es altamente dependiente del estrogeno

(Peterfi Z. et al. 2004).

2. 3. 4 El sueio esta afectado por el sistema canabinérgico y
su interaccioén con las hormonas.

Respecto a las interacciones entre estas variaciones hormonales y los

sistemas de neurotransmision que resultan en diferencias conductuales, se ha
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mostrado que la densidad y afinidad por el receptor CB1 tienen variaciones a lo
largo del ciclo estral en ratas hembras, particularmente en el hipotalamo y en la
parte anterior de la pituitaria, por el contrario, en el estriado no hubo
variaciones en las densidades de CBy, la afinidad fue mas alta en diestro que
en el estro (Rodriguez de Fonseca R. et al. 1993). Esto paralelo al hallazgo de
que los canabinoides exdgenos modulan la receptividad en hembras (Gonzalez
B. et al. 2000) sugiere que las hormonas gonadales esteroideas son las
responsables por las diferencias dependientes ciclo estral en la eficiencia de

funcién del CB4 en las ratas adultas.

Ademas, la administracion aguda de estrogeno a ratas ovarectomizadas
produce una desensibilizacion significativa en la funcion del receptor CB1 en el
APO del hipotalamo. Por el contrario, la exposicion prolongada (14 dias) al
estrégeno no altera la estimulacion del pegado del agonista [35 S] GTPyS en el
receptor CB4. Por lo tanto, la administracion aguda de estrégeno altera la
cascada de transduccion de sefiales, al nivel de proteina G y las conductas
bioldgicas asociadas a estos receptores se afectan de manera similar (Mize A.
L. y Alper R. H. 2000). Y como se habia mencionado anteriormente, los
receptores a estrogenos se regulan a la baja con la exposicion crénica a una
dosis constante de su agonista. Por lo tanto, la falta de efectos a la exposicion
cronica a estrégenos se deba a que se requieran niveles mas altos de
estrogeno en sangre para producir la misma respuesta en el SNC en ratas
tratadas cronicamente que en ratas con una administracion aguda (Mize A. L. y

Alper R. H. 2000).
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Al observar toda esta gama de interacciones se puede concluir que las
conductas que estén afectadas por estos sistemas de neurotransmision, como
lo observado para el sistema canabinérgico, seran distintas a lo largo del ciclo
estral. Una de estas conductas es el suefio, pues se ha mostrado de forma
natural que la cantidad de suefio MOR en las hembras varia con el ciclo estral,
en el proestro el suefio MOR es practicamente inexistente y la actividad de
ondas lentas disminuye (Schwierin B. et al 1998). No obstante, se ha registrado
que en el estro hay un “rebote” de suefio MOR. Es probable que durante el
proestro la disminucion tan notable del suefio MOR se deba a las hormonas
ovaricas, pues en las ratas ovarectomizadas (sin progesterona), el suefio MOR

se fortalece (Fang J. y Fishbein W. 1996).

Finalmente, mientras que el estrogeno puede ser un factor dominante en
las variaciones de suefio a lo largo del ciclo estral, es posible que también la
progesterona pueda ser un esteroide activador importante al regular la

expresion del ER (Fang J. y Fishbein W. 1996).

Por otra parte, se encontré que las concentraciones de las orexina Ay B
en el hipotalamo de ratas jévenes y con un ciclo estral normal, fueron mas altas
en el proestro que en el diestro, lo que sugiere que las orexinas pueden formar
parte de la cascada hormonal que precede a la ovulacién. Ademas, el elevado
nivel de orexina A puede tener efecto en las funciones endocrinas,
contribuyendo como se reporté previamente al aumento en la interrupcién del

suefo en la fase del proestro (Porkka-Heiskanen T. et al. 2004).
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¢, Como es queé las diferencias en los niveles hormonales contribuyen a
las variaciones a nivel celular en la actividad canabinérgica durante el ciclo

suefno-vigilia?

Hasta ahora sabemos que el endocanabinoide ANA aumenta el SOL Il y
el sSMOR, a su vez OLE aumenta el SOL en ratas macho. Es posible que con la
administracién de estos dos endocanabinoides podamos revertir los efectos
que inducen las variaciones en los niveles de hormonas sexuales en el ciclo

sueno-vigilia.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2. 1 Planteamiento del problema

Debido a que la arquitectura del ciclo sueio vigilia esta modulada por el
sistema canabinérgico que a su vez es afectado por las variaciones en los
niveles de hormonas sexuales a lo largo del ciclo estral, en el presente trabajo
se pretende evaluar si la administracion central de los endocanabinoides
Anandamida y Oleamida modifican la arquitectura del ciclo suefio-vigilia en las

ratas hembra a lo largo del ciclo estral.
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2. 2 Hipétesis y Objetivos

Hipotesis

Los endocanabinoides son los mediadores de los cambios que ocurren
en la arquitectura del ciclo suefo-vigilia en las ratas hembra asociados al ciclo

estral.

Objetivo General
El objetivo general de este trabajo es evaluar cuanto se modifica la
arquitectura del ciclo suefo-vigilia segun la fase del ciclo estral en las ratas

hembra.
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3. METODO

3.1 Sujetos

Se utilizaron cuarenta y ocho ratas hembra de la cepa Wistar con un
peso de 250-280 g al inicio del experimento; todas se alojaron individualmente

en cajas con agua y comida (Ratchow, Purina) ad libitum.

Después de la cirugia estereotaxica se les dio un periodo de
recuperacion de diez dias y posteriormente fueron habituadas en la camara de

registro durante 24 horas antes de comenzar el experimento.

Se realizaron los registros del EEG y del EMG durante 24 horas, los

cuales fueron calificados con el programa ICELUS.

Antes de iniciar el registro se les tomé una muestra del epitelio vaginal
por medio de un frotis, con la finalidad de conocer la fase del ciclo estral en la
que se encontraban las ratas al momento de iniciar el registro, al finalizar el
registro nuevamente se tomo6 una muestra del epitelio vaginal para verificar la

permanencia en la misma fase estral.
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3.2 Cirugia

Cuarenta y ocho ratas hembra de la cepa Wistar fueron anestesiadas
con1iml de una mezcla de: solucion salina 60%, Ketamina 25%, Maleato de
Acepromacina  10%, Hidrocloruro de Xilazina 5%  administrada
intraperitonealmente. Una vez anestesiadas, las ratas fueron sometidas a una
cirugia esterotaxica donde se les implanté una canula guia (23 gauge, 10 mm
de longitud) de acero inoxidable dirigida al ventriculo lateral izquierdo (P:-0.8, L:
1.5, V:-3.8) (Paxinos G. y Watson C. 1986). Adicionalmente se les implanté un
electrodo bipolar dirigido al hipocampo derecho (P - 4.0, L — 2.5, V -2.5)
(Paxinos G. y Watson C. 1986) para el registro del electroencefalograma
(EEG), se implantaron dos electrodos en los musculos del cuello para el
registro electromiografico (EMG) y un electrodo en el hueso frontal del craneo
utilizado como “tierra”. Se les permitié recuperarse por diez dias posteriores a
la cirugia. Después de la recuperacion las ratas se dividieron aleatoriamente en

doce grupos de la siguiente manera:
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Vehiculo  [n=4]

’é =
| Oleamida 25 pg | [n=4]

Vehiculo  [n=4]
=
| Oleamida 25 pg | [n=4]

Vehiculo  [n=4]
=
| Oleamida 25 pg | [n=4]

Vehiculo E
[n=4]
| Oleamida 25 pg | [n=4]

P
Ciclo estral
I

e

Metaestro

3. 3 Farmacos

Las soluciones administradas en un volumen de 5 pul son los siguientes:

Anandamida

5.7nmoles

Oleamida

88nmoles
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Se emplearon estas dosis porque se ha observado con trabajos
realizados por nuestro laboratorio, a través de curvas dosis respuesta, que 2 ug
de ANA incrementan el SOL y el sMOR, mientras que 25 pg de OLE inducen

aumento del SOL en machos (Datos no publicados).

Los dos endocanobinoides fueron fabricados por la casa comercial

Sigma Aldrich, St. Louis MO. USA

3. 4 Registros Electroencefalograficos

Para observar cambios en la actividad cerebral inducida por la
administracion de los farmacos antes mencionados se hicieron registros
electroencefalograficos en las ratas.

Los registros se realizaron en una habitacion sonoamortiguada, con
camaras de registro individuales. La sefnal se registro a través de un poligrafo
digital (Nihon Kohden, Neurotop MMe 3116k) que lleva la senal a una
computadora y que la almacena con el software Icelus Gsystems). Los filtros
usados para el EEG fueron para baja frecuencia (LF, por sus siglas en inglés)
1Hz y para alta frecuencia (HF, por sus siglas en inglés) 35 Hz y los filtros
utilizados para el EMG fueron LF 30 Hz y HF 100 Hz. Los registros de EEG se
calificaron visualmente en épocas de 12 segundos. Para calificar los registros
hechos, se tomaron en cuenta tres estados de actividad que fueron vigilia, SOL
y suefio MOR, de la misma forma se tomaron en cuenta las latencias al SOL y
al suefio MOR, la frecuencia, distribucion y duracién promedios de cada una de

los estados mencionados.
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Se hicieron dos registros de EEG de 12 horas cada uno. Sin embargo,
s6lo se presentan los resultados de las primeras doce horas, debido a que fue
donde se encontraron diferencias significativas. Las ratas se habituaron al

sistema de registro 24 horas continuas antes de cada registro.

1. 5 Toma de muestra para determinar la fase del ciclo estral.

Se realiz6 un frotis vaginal raspando suavemente el epitelio vaginal con
una asa con un ovillo, a la cual previamente se le coloco una gota de salina
para facilitar la recoleccion del tejido epitelial. Dicha colecta celular se analizd
bajo el microscopio evaluando la incidencia de diferentes tipos celulares. En
este frotis se observaron las células que se desprendieron del epitelio, en el
proestro se observan células epiteliales nucleadas, el estro se caracteriza por
presentar exclusivamente células cornificadas anucleadas, en el metaestro se
observa la misma proporcion entre células cornificadas y linfocitos, en el diestro

s6lo se encuentran linfocitos (Schwierin B. et al. 1998).

3. 6 Procedimiento

Administracion de Farmacos

Las ratas fueron divididas en cuatro grupos dependiendo de la fase del

ciclo estral en el que se encontraran (diestro, proestro, estro y metaestro) y se

administraron con el tratamiento correspondiente de manera intracerebro-
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ventricular (i.c.v.) a través de la canula guia con una bomba de infusion
(KDscientific) a una velocidad de 1ul/minuto, esto posterior a la determinacion
de la fase del ciclo estral en el que se encontraba. Dicho procedimiento fue

realizado al inicio de la fase de luz.

A continuacion, fueron colocadas en la camara sonoamortiguada y se
dio inicio al registro el cual const6 de dos recolecciones de doce horas cada
una. Una nos permitié evaluar la actividad eléctrica de la rata en la fase de luz 'y

la otra en la fase de oscuridad.

Al finalizar el registro, se realiz6 nuevamente la determinacion de la fase

del ciclo estral para corroborar la permanencia en ese estado.

Sélo fueron consideradas para este estudio las ratas que se les verificd
la posicion correcta de la canula guia en el ventriculo lateral, a través de la
administraciéon de tinta china para tenir los ventriculos, y que hayan

permanecido en la misma fase del ciclo estral.
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Figura 4.2. Prueba de posicion correcta de la canula. Fotografia donde se observan
los ventriculos y algunos nucleos adyacentes tefiidos de tinta china.

AN e v eyl
e de 0 € 4 hora Fase del ciclo estral

Frotis vaginal Tratamiento Frotis vaginal

Vehiculo
< E— <

Anandamida 2ug
Estro Estro

Oleamida 25 pg
Metaestro L Metaestro

Figura 3. 1. Metodologia experimental. Primero de determina la fase del ciclo estral por
medio de un frotis vaginal, a continuacién se administra el farmaco asignado aleatoriamente en
un volumen de 5 pl y al finalizar la administracion, se comienza el registro
electroencefalografico por 24h. Al terminar el registro se toma nuevamente una muestra del
epitelio vaginal para verificar la permanencia en la misma estral y se realiza la verificacion de la
posicién correcta de la canula guia.
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3. 7 Analisis estadistico
Para el analisis estadistico se empled un analisis de varianza (ANOVA)
de una via, y un analisis post-hoc de Fisher para determinar la existencia de

diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).

Las comparaciones entre los grupos se realizaron de la siguiente
manera:
En el grupo control administrado con vehiculo, se compararon las cuatro

fases del ciclo estral entre ellas.

En los tratamientos con Anandamida y Oleamida cada fase del ciclo

estral fue comparada con la fase del ciclo correspondiente administrada con

vehiculo.
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4. RESULTADOS

Los resultados correspondientes al tiempo total en que los sujetos
permanecieron en vigilia, SOL y sMOR durante las primeras doce horas
después de la administracion del tratamiento farmacoldégico, se muestran
graficados en la grafica 4.1 (media + error estandar). Los datos estan
organizados con la finalidad de apreciar la arquitectura natural del ciclo suefo-
vigilia, influida unicamente por el ciclo estral. Los corchetes denotan contra que

grupo es la diferencia significativa.

En la grafica 4.1 se aprecia que durante el proestro, de manera natural
existe un aumento de la vigilia comparado con el diestro en las primeras cuatro
horas del registro; en el segundo bloque de cuatro horas, la vigilia aumenta
comparada con la fase del estro y en el ultimo bloque de cuatro horas, la vigilia
aumenta en el proestro comparado con las fases del diestro y el estro; de esta
manera, al final de las doce horas de registro, existe un incremento significativo
de la vigilia en el proestro comparado contra todas las demas fases del ciclo
estral (p<0.05). Por otra parte, el SOL disminuye en el proestro en las primeras
cuatro horas del registro comparado con el diestro, en el segundo bloque de
cuatro horas, el SOL disminuye comparado con el estro, sin tener cambios en
las ultimas cuatro horas y en el total de las doce horas el SOL disminuye en
comparaciéon al diestro (p<0.05). Ademas, el sMOR disminuye en el proestro
comparado con el diestro en las primeras ocho horas de registro y esta
diferencia permanece significativa en el total de las doce horas de registro

(p<0.05).
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Grafica 4. 1. Cambios en la arquitectura del ciclo suefo-vigilia en las ratas hembra alo
largo del ciclo estral de la rata. Tiempo total que los sujetos transitan en vigilia, SOL y sMOR.
Los datos se presentan en minutos (media + error estandar) en tres bloques de cuatro horas y
la suma total para las doce horas posteriores a la administracion del vehiculo. Existe un
aumento del tiempo en vigilia del grupo proestro (n=4) comparado con el grupo diestro (n=4)
efecto que se repite en el tercer bloque y permanece al término de las doce horas. En el
proestro disminuye la cantidad de SOL y de sMOR (p<0.05).
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4.1. RESULTADOS: VIGILIA

Los efectos ejercidos por la administracion de 2ug de ANA y 25ug de
OLE sobre el ciclo suefio-vigilia se presentan en la grafica 4.2, donde se
observa el tiempo total en minutos que los sujetos transitan en vigilia. Los datos
se presentan en minutos (media + error estandar) y los asteriscos indican que
la diferencia significativa del grupo farmacoldgico es contra el grupo control de
la misma fase estral. Los corchetes denotan que la diferencia significativa de un
grupo farmacologico es contra el otro grupo farmacologico y los datos se
aprecian en tres bloques de cuatro horas y la suma total para las primeras doce
horas posteriores a la administracion del tratamiento correspondiente, en el

periodo de luz.

En el recuadro a) se observa el diestro, en donde la administracion de
2ug de ANA aumenta significativamente la vigilia en comparacion al vehiculo

en las ultimas cuatro horas de la fase de luz (p<0.05).

Ademas, el analisis también revel6 que hay una disminucion significativa
del tiempo que los sujetos se mantienen en vigilia en la fase de proestro con la
administracion de 25ug de OLE respecto del grupo control que fue
administrado con vehiculo en las primeras cuatro horas del registro (n=4)
(p<0.05). Sin embargo, en las ultimas cuatro horas del registro hay un
incremento significativo del tiempo que los sujetos pasan en vigilia, sin que
alcance una diferencia significativa en el total de las doce horas del registro en
la fase de luz (p<0.05). Mientras, que con la administracion de 2ug de ANA se

observo una disminucion significativa del tiempo que los sujetos transitan por la
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vigilia en el total de las doce horas del registro en la fase de luz, (p<0.05) (ver

recuadro b).

Por otra parte, en el recuadro c) se observa que la administracion de
ANA en el estro, aumenta significativamente la vigilia a lo largo de las doce
horas posteriores a su administracion, manteniéndose significativo en el total
de doce horas (n=4) (p<0.05). Asimismo, en el recuadro c) también se puede
apreciar que la vigilia disminuye significativamente en el estro con la

administracién de OLE en las primeras cuatro horas del registro (p<0.05) (n=4).

Adicionalmente, en el recuadro d) se puede observar que la
administracion de OLE incrementa la vigilia de la quinta a la octava hora del
registro, alcanzando una diferencia significativa respecto al grupo control,
administrado con vehiculo, en el total de las doce horas del registro. Ademas,
la administracion de ANA aumenta la vigilia en las ultimas cuatro horas del

registro.
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Grafica 4.2. Efectos de ANA 2 ug y OLE 25 ug sobre el tiempo que los sujetos
transitan en vigilia en cada fase del ciclo estral. Los datos se presentan en minutos (media
+ error estandar) en tres bloques de cuatro horas y la suma total para las doce horas
posteriores a la administracion del tratamiento correspondiente. En el recuadro a) se puede
apreciar los efectos de los tratamientos en diestro. En el panel d) se observan los efectos de
ANA y OLE en el proestro. Los efectos en la fase de estro se aprecian en el recuadro c) y
finalmente los efectos sobre la fase de metaestro se observan en el recuadro d).
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4. 2. RESULTADOS: SUENO DE ONDAS LENTAS

Los resultados obtenidos en la medicidn del tiempo total en el que los
sujetos transitan por el SOL se muestran en la grafica 4. 3. Los datos se
presentan en minutos (media + error estandar) y se organizaron en tres
bloques de cuatro horas y la suma total para las primeras doce horas de
registro, posteriores a la administracion del tratamiento correspondiente en la
fase de luz. Los asteriscos indican que la diferencia significativa del grupo
farmacoldgico es contra el grupo control de la misma fase estral. Los corchetes
denotan que la diferencia significativa de un grupo farmacolégico es contra el

otro grupo farmacologico.

En el recuadro a) se observa el efecto de los tratamientos con los
endocanabinoides en el diestro. En esta fase estral se observa una disminucion
del SOL con la administracion de 25ug de OLE en las primeras cuatro horas del
registro y con la administracion de 2ug de ANA se observa una disminucién del
tiempo que los sujetos pasan en SOL en las ultimas cuatro horas del registro

en la fase de luz (n=4) (p<0.05).

En el recuadro b) se aprecia la fase estral del proestro. En las primeras
cuatro horas de la fase de luz se observa un incremento del SOL con la
administracién de 25ug de OLE (p<0.05). Sin embargo, en el ultimo bloque la
administraciéon de OLE induce una disminucion del SOL (p<0.05). Por otra
parte, la administracion de 2ug de ANA induce un aumento del SOL en la suma

de las doce horas que componen la fase de luz (p<0.05).
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En el recuadro c) se puede apreciar los efectos que ejercieron los
endocanabinoides sobre el estro. En el primer bloque se observa que la
administracion de 2ug de ANA disminuye el SOL y que por el contrario la
administraciéon de 25ug de OLE incrementa el SOL (p<0.05). El efecto ejercido
por la administracién de 2ug de ANA permanece en el segundo y tercer bloque.
De esta manera, el efecto que induce ANA perdura en la suma total de las doce

horas de la fase de luz (p<0.05).

La fase estral del metaestro se muestra en el recuadro d) en donde los
efectos ejercidos por los endocanabinoides se pueden observar a partir del
segundo bloque de cuatro horas, en el que la administracion de 25ug de OLE
disminuye el tiempo que los sujetos transitan en SOL (p<0.05); por otra parte,
en el tercer bloque se muestra que la administracion de 2ug de ANA disminuye
el SOL. En la suma de las doce horas de la fase de luz, la disminucion del SOL

inducido por la administracion de 25ug de OLE es significativa.
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Grafica 4.4. El efecto de la administracion de los endocanabinoides Anandamida
y Oleamida sobre el tiempo total que los sujetos transitan en suefio de ondas lentas. Los
datos se presentan en minutos (media + error estandar) en tres bloques de cuatro horas y la
suma total para las doce horas posteriores a la administracion del tratamiento correspondiente.
En el recuadro a) se observan los efectos de ANA y OLE en el diestro (n=4), en el recuadro b)
se aprecian los efectos de los endocananbinoides sobre el proestro. En el recuadro c) se
aprecian los efectos de ANA y OLE en el estro y en el recuadro d) el efecto de los
endocanabinoides en el metaestro.
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4.3. RESULTADOS: SUENO DE MOVIMIENTOS OCULARES
RAPIDOS (sMOR)

Los resultados obtenidos a través del tiempo total que los sujetos
transitan por el suefio MOR se exhiben en la grafica 4.4. Los datos se exponen
en minutos (media + error estandar) en tres bloques de cuatro horas y la suma
total para las primeras doce horas de registro posteriores a la administracion

del tratamiento correspondiente, en el periodo de luz.

En el recuadro a) se puede apreciar que con la administracion 25ug de
OLE el sMOR disminuye, dicho efecto permanece en los siguientes bloques de

cuatro horas y en la suma total de las doce horas de la fase de luz. (p<0.05).

En el recuadro b) se observan los resultados obtenidos en la fase de
proestro, en el que se incrementd la cantidad de sMOR con la administracion
de 2pg de Anandamida dicho efecto se mantiene en las primeras ocho horas.
Por otra parte, la administracion de 25ug de OLE disminuye significativamente
el sSMOR en esta misma fase estral en el total de las doce horas de la fase de

luz.

En el recuadro c) la administracion de 2ug de Anandamida induce una
disminucién del sMOR en el segundo bloque y en las ultimas cuatro horas
(p<0.05), por lo que tal efecto se sostiene en el total de las doce horas de la

fase de luz (p<0.05).
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Finalmente, el efecto ejercido durante el metaestro se puede apreciar en
el recuadro d), en el que la administracion de 25ug de OLE aumenta el sSMOR

en las primeras cuatro horas de la fase de luz.
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Grafica 4.4. El efecto de la administracion de los endocanabinoides Anandamida
y Oleamida sobre el tiempo total de sueiio MOR en cada una de las fases del ciclo estral.
Los datos se presentan en minutos (media + error estandar) en tres bloques de cuatro horas y
la suma total para las doce horas posteriores a la administracion del tratamiento
correspondiente. En el recuadro a) se observa el efecto de los endocanabinoides sobre la fase
del diestro, en el recuadro b) se aprecia el efecto ejercido por ANA y OLE en el proestro. En el
recuadro c) y d) se aprecia el efecto ejercido por los endocanabinoides en el estro y metaestro
respectivamente.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES.
5. 1. Discusién
Los resultados indican que la arquitectura del ciclo suefo-vigilia es
diferente a lo largo del ciclo estral en la rata. Por tanto, dichas diferencias
podrian estar relacionadas con las hormonas sexuales, en especial con el

estrégeno, que parece tener una influencia inhibidora sobre el SOL y el sSMOR.

De manera natural, es decir, sin administraciéon de farmacos, se observo
que solo en la fase estral de proestro, la vigilia aumenta y el sSMOR se reducen,
tales efectos fueron observados por Fang y colaboradores (Fang J. y Fishbein
W. 1996). Sin embargo, ningun trabajo previo habia reportado la disminucion del
SOL durante el proestro. Durante esta fase, la concentracion de estrogeno
aumenta y presenta un pico de concentracion varias horas antes de que
comience el periodo de oscuridad. Los niveles de estrogeno durante el proestro
son mas altos que en cualquiera de las otras fases del ciclo estral (Schwartz N.
B. (2000). Por lo tanto, es probable que las fluctuaciones de estrogeno modulen

los cambios en el SOL y el SMOR a lo largo del ciclo estral.

Aun no es claro como el estrégeno disminuye el SOL y el SsMOR durante
el proestro, una posible explicacion es la variacion del ER a lo largo del ciclo
estral. Por ejemplo, en 1992 Shughrue y colaboradores mediante un estudio de
hibridacién in situ exploraron las areas cerebrales que expresaban tanto el ER-a
como el ER-B y demostré que se encuentran ampliamente distribuidos en el
hipotalamo, en el APO, en el tallo cerebral y en el tdlamo (Shughrue P. J. et al.

1992). Ademas, en el area preoptica la cantidad de ARNm del ER varia con el

Los endocanabinoides en el ciclo suefio-vigilia a lo largo del ciclo estral en ratas 97




Discusion y Conclusiones

ciclo estral, por lo que el estrogeno puede afectar areas involucradas en la

regulacion del ciclo suefo-vigilia.

Ademas, se detectd que el ARNm del ER es mayor en el estro y en el
metaestro, y se observo atenuado en el diestro y la sefial mas baja se registro
en el proestro (Shughrue P. J. et al. 1992). Estos antecedentes sugieren que el
aumento en los niveles de estrogeno circulante reduce los niveles de ARNm
para el ER en ciertas regiones cerebrales de las hembras. Por lo tanto, el APO
muestra que los cambios en el ARNm y por consiguiente en la expresion del
receptor ER pueden estar determinados por los niveles de estrégeno en esta

region cerebral (ver Shughrue P. J. et al. 1992).

Recordemos que el APO en su region ventrolateral, es decir el VLPO,
promueve el SOL y como la expresion de ER disminuye con el aumento en los
niveles de estrogeno circulante, la actividad neuronal de este nucleo disminuye
en el proestro. Consistentemente, se ha mostrado que utilizando el c-fos, como
un marcador de actividad neuronal, el VLPO disminuye su actividad durante el

proestro (Peterfi Z. et al. 2004).

Por lo tanto, las variaciones en el ER debidas a la concentracion de sus
ligando produce una regulacion a la baja del mismo, dando como resultado
diferencias en la funcidbn de las areas que se encuentran sujetas a las
variaciones del ER y por consiguiente diferencias en las conductas o estados en
los que dichas areas estan involucradas, como el hipotalamo, en su region

lateral promotor de la vigilia y el VLPO promotor del SOL.
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Por otra parte, la dopamina es un neurotransmisor que también esta
involucrado en la promocion de la vigilia, como parte del ARAS. A pesar de que
los estudios citados a continuacion no fueron realizados en la VIPAG, existe una
variacion dependiente del ciclo estral en la concentracion y en la liberacion de
dopamina en el estriado y en el nucleo Accumbens de roedores. El estrogeno
actua en ambos nucleos, a través de los receptores membranales acoplados a

una proteina G, para reforzar la liberacion de dopamina (Becker J. B. 1999).

Esto nos permite inferir que existe una variacion en la concentracién de
dopamina en el ciclo estral, es decir, que existe un incremento en la liberacién
de dopamina cuando aumenta el nivel de concentracion de estrogeno, lo que

probablemente este promoviendo la vigilia en el proestro.

Adicionalmente, en un estudio realizado en el 2004 por Porkka-
Heiskanen y colaboradores, se encontr6 que las concentraciones de las
orexinas A y B en el hipotalamo de ratas jévenes y con un ciclo estral normal,
fueron mas altas en el proestro que en el diestro. Por lo que se ha sugerido que
el nivel elevado de orexina A puede contribuir al aumento en la interrupcion del
sueno en la fase del proestro, promoviendo la vigilia (Porkka-Heiskanen T. et

al. 2004).

Nuestros resultados indican que la administracion de ANA, disminuye la

vigilia, aumentando el SOL y el SMOR en el proestro.
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Una posible explicacion a este efecto es que la afinidad por el receptor
CB es baja durante el proestro y la ANA circulante no es suficiente para inhibir
la actividad del hipotalamo y por lo tanto disminuir la promocioén de la vigilia. Con
el aumento exdgeno de ANA se incrementa la cantidad de ANA circulante y asi
las probabilidades de que la cascada de sehalizacién intracelular se active para

inhibir el hipotalamo y por lo tanto disminuir la cantidad de vigilia.

Ademas como se menciond anteriormente, durante el proestro, el VLPO
disminuye su actividad (Peterfi Z. et al. 2004) y es probable que el sistema
canabinérgico mediante el silenciamiento de los nucleos promotores de la vigilia,

induzca la activacion del VLPO.

La tendencia del incremento del SOL inducido por la administracion de
ANA, ocurre desde las primeras horas del registro. Sin embrago, alcanza a ser
significativo hasta el total de las doce horas, lo que indica que la cantidad de
ANA es suficiente para bloquear los efectos del estrégeno, el cual tiene un pico

de concentracion durante esta fase.

El aumento de sMOR inducido por la administracion de ANA, se mantiene
por las primeras ocho horas de la fase de luz. EI mecanismo de regulacién del
sMOR es distinto al del SOL. Sin embargo, es probable que al activarse el
receptor CB4 por la ANA circulante en el hipotalamo, se disminuya la promocién
de la vigilia y de esta forma se facilite la instalacion del SOL y como
consecuencia del mismo se promueva el sMOR, recordar que para transitar por

el sMOR, es necesario haber transitado previamente por el SOL. Sin embargo,
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aun se desconoce si el receptor CB4 se distribuye en la vVIPAG o en el LPT,
ambas regiones inactivadoras del sMOR, las cuales al disminuir su actividad a
través de la activacion del receptor CB4, podrian incrementar el SMOR. Lo que si
podemos afirmar es que la administracién central de ANA durante el proestro

incrementa el sSMOR.

Ademas, en esta misma fase estral, OLE disminuye la vigilia en las
primeras cuatro horas del registro. Por el contrario, induce un aumento de la
vigilia en las ultimas cuatro horas, por o que no mantiene una disminucion
constante de la vigilia y por tanto su efecto es distinto al de ANA. Dicho efecto,
resulta en un incremento del SOL unicamente en las primeras cuatro horas de la
fase de luz y complementariamente al efecto inducido durante la vigilia, en una
disminucién en las ultimas cuatro horas del registro. Mientras que el aumento de
la vigilia en las ultimas cuatro horas del registro, resulta en una disminucion del
sMOR en las ultimas cuatro horas de la fase de luz. Es probable que las
diferencias en los efectos de estos dos endocanabinoides se deba a que la OLE,
no soélo se une al receptor CB; sino a otros receptores, como a los
serotoninérgicos en especifico 5HT2ac ¥y SHT7 y puede modular la actividad de
los receptores a GABA (Mendelson W. B. et al. 2001) ejerciendo un efecto

diferente al de ANA.

Durante el diestro, fase en la que se presenta un pequeno incremento del
estrogeno, respecto al estro y metaestro; la administracion de ANA aumenta la
vigilia en las ultimas cuatro horas de la fase de luz, lo que se ve reflejado en una

disminucion del SOL, sin afectar el MOR. Por otra parte, OLE disminuye el
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sMOR a lo largo de toda la fase de la luz, debido al ligero aumento de la vigilia;
sin embargo, este aumento no alcanza una diferencia significativa. Es probable
que estos efectos sean distintos a los inducidos por ANA debido a que OLE no
se une a otros receptores como a los 5HT2a c Y SHT7 receptores serotoninérgicos
y ademas puede modular la actividad de los receptores a GABA (Mendelson W.

B. et al. 2001).

De manera natural en el estro, fase en la que los niveles de estrogeno son
basales y ocurre la ovulacion (Schwartz N. B.), existe un “rebote” de SOL a
causa de la privacion natural que ocurre durante el proestro (Fang J. y Fishbein
W. 1996). Contrariamente a este aumento, la administracion de ANA disminuye
el SOL durante las doce horas de la fase de luz y disminuye el SMOR durante
las ultimas 8 horas del registro, este efecto es significativo por las doce horas de
registro. Mientras que OLE aumenta el SOL las primeras cuatro horas, sin tener

efectos sobre el sMOR.

Probablemente los efectos contrarios que ejerce ANA en el proestro y el
estro se deban a que en el estro aumenta la concentracion de LH vy
posteriormente aumentan los niveles de progesterona (Schwartz N. B. 2000) y
hasta este momento se sabe que la afinidad por el receptor CB4 disminuye en el
estro. Sin embargo, se desconoce la cantidad de receptor CB4 y la afinidad de
OLE o de ANA por el mismo en las regiones involucradas en la regulacién del
ciclo sueno-vigilia a lo largo del ciclo estral. Por lo tanto una de las propuestas
de este trabajo es evaluar la cantidad de receptor CB1 y la afinidad de OLE y de

ANA por el CB1 durante las fases del ciclo estral.
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Finalmente, en el metaestro, la administracion tanto de ANA como de
OLE disminuyen el SOL, la primera en las ultimas cuatro horas y la segunda de
la quinta a la octava hora de registro. Asimismo, la administracion de OLE
aumenta el SMOR en las primeras cuatro horas de la fase de luz. Sugiriendo que
OLE puede estar actuando a través de otro receptor ademas del receptor CB1 y
que los efectos tanto de OLE como de ANA dependen de la estructura que estén
afectando, es decir, como en el ocurre con el neurotransmisor clasico,
Acetilcolina, depende la estructura que afecte, la resultante sera una inhibicion o

excitacion del sistema.

Con base a los resultados y a las necesidades de profundizar en el
conocimiento del fendmeno descrito, proponemos en breve administrar el
antagonista al receptor CB4, el SR141716A para conocer si es a través de este

receptor que ANA y OLE ejercen su accion.

De ser cierto, estaremos entonces proponiendo al sistema
endocanabinérgico, como un sistema modulador de las diferencias en la

arquitectura del ciclo suefo-vigilia en las ratas hembra asociados al ciclo estral.

Aunque estos hallazgos apuntan a que la administracion de los
endocanabinoides ANA y OLE pueden eliminar los efectos de las hormonas
sexuales sobre el ciclo suefo-vigilia, aun quedan varios experimentos por
realizar, los cuales nos permitirian observar de una manera mas directa como
interacciona el sistema canabinérgico con las variaciones de las hormonas

sexuales.
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Discusion y Conclusiones

4.2. CONCLUSION
Los resultados del presente trabajo junto a los estudios realizados
previamente, indican claramente que las hormonas sexuales estan involucradas

en la regulacion del ciclo suefio-vigilia.

El ciclo suefo-vigilia puede estar modulado por la interaccién entre el

sistema canabinérgico y las hormonas sexuales.

Los endocanabinoides ANA y OLE, son mediadores de los cambios en la
arquitectura del ciclo suefo-vigilia a lo largo del ciclo estral. Debido a que la
administracion central de ANA durante el proestro incrementa el SOL y el SsMOR
y en el estro disminuye el SOL y el SsMOR, modificando la arquitectura del ciclo

suefo-vigilia a lo largo del ciclo estral en ratas hembra.
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