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La marijuana es la droga de abuso ilicita més cominmente utilizada en el
émbito mundial con fines recreativos. Las investigaciones sobre su principal
compoenente psicoactivo, el A9-tatrahidrocanabinol, parmitisron el descubrimiento
de los recepiores a canabinoides CBt y CB2, ssl como # mapeo de los
receptores CB1 en el sistema nervioso central ¥ la descripcidn de ios diferentes
mecanismos moleculares y celulares de las acciones de los canabinoides. La
identificacion de los ligandos naturales {endocanabincides) a estos recsptores ha
dado lugar al planteamiento de un sistema de cansbinoides endbgenc, del cual
apenas s6 estd explorando su papel fislolégico.

En este trabajo nos enfocamos en la participacitn del sistema de canabinoides
endégenos en la regulacion del suefio. En particular analizamos el cambio en la
axpresion de los roceptoras a canabinoides.

Previamente, nuestro grupo habla reportado que la anendamida, primer
endocanabinoide descrito, presenta una variacién a fo largo de las 24 hrs del dia
en el puente de la rata, siendo mayor su concentracién en las horas de oscuridad
y menor en las horas de luz. Por tal motivo, nuestro primer objetivo fue determinar
8i el recaptor a canabinoides CB1 presenta una veriacion a o largo de las 24 hrs
del dia en esta estructura, y si ésta expresion se ve modificada al aiterar el ciclo
suefio-vigilia. Medimos la expreaién del receptor CB1 tarto a nivel de protsina
{Westem-blot), como de RNAm (RT-PCR), en puents de rata, a o largo de las 24
hre del dia, con evaluaciones cada 4 hrs, Obteniendo los siguientes resultados; La
expresion del receptor CB1 presenta variacionas diumas, siendo su méxima
expresion a las 13:00 hrs para la protsina y a las 21:00 hrs para o/ RNAm y su
minima expresién a las 01:00 hrs y 09:00 hrs respectivamants.
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También analizamos los niveles de protelna y RNAm del receptor CB1 en
puente de ratas privadas de suefio total por 24 hrs y en puente de ratas que fueron
privadas por 24 hrs de suefio tolal mas dos horas de rebote de suefio.
Observamos que el rebote de suefio, a diferencia de la privacion, incrementa

significativamente los niveles de proteina, mientras que disminuye los niveles de
RNAM.

Con esto sugerimos que la expresién génica del receptor CB1 estd

modulada por el cicio luz-oscuridad y por el suefio, siendo una evidencia més de
que el sistema de endocanabincides participa en la modulacitn del suefio.

10
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1.1 Abstract

Marijuana, the common name of Cannabis sativa, is the illicit drug more
commoenly used in the world. The studies about AB-fetrahidrocannabino! (AS-THC),
its principal psychcactive componert, led the discovery of the CB1 and CB2
cannabinoid receptors in the Jast decades as well as the identification of the natural
ligands (endocennabinoids) to these receptors. CB1 receptor is localized in central
nervous system and testis and most of the psychotropic effects of marijuana are
mediated by its binding to this receptor.

All this recent knowiedge has given place to research found on the anatomical and
physiological description of an endogenous cannabinoid system.

In this work, we focus our interest in the involvement of the cannabinoid

system on the sleep regulation. Particulary analyzed the effect of sleep deprivation
on CB1 receptor expression.

We had previousiy reported that the concentration of anadamide, the first
endocannabinoid described, exhibits variations throughout the 24 hrs of the day in
the pons of the rat, with a highar concentration in the hours of darknesaa and minor
in the hours of light. Due to this fact, our main aim was to determine if the CB1
receptor exhibits variations throughout 24 hrs of the day in this structure, and if its
expression is modified by altering the sieep-wake cycle.

We analyzed the CB1 raceptor expression as protein (Westem-blot), and as
mRNA (RT-PCR), in pons of the rat throughout 24 hrs of the day, with evaiuations
every 4 hrs. Our data suggest that the expression of CB1 gene depends on diumnal
variations, with a maximum expression at 13:00 for protein and 21:00 hours for
mRNA, and a minimum expression at 1:00 and 9:00, respactively.

Woe also analyzed CB1 recepior protein and mRNA levels in the pons of rats
deprived of total sleep for 24 hours and in rats with a 24 hrs period of sleep

11
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deprivation plus a 2 hours period of sleep rebound. Unlike sisep deprivation, sieep
rebound increased significantly CB1R protein, while decreasing mRNA.

These facts suggeat that CB1 receptor gene expression is modulated by the
dark-light cycle and by the amount of siesp displayed by the subject, giving further
evidence for the involvement of the endocannabincid system In the modulation of
sleep.

12
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. INTRODUCCION 1

Muchas de las drogas, como la marijuana, la morfina y el opio, poseen la
capacidad da modificar la fisiclogla del cerebro,

El consumo o la administracién repetida de esias drogas psicoactivas
conllevan a la adiccion. Por siglos estas drogas han sido utilizadas con fines
religiosas o misticos, recreacionales y terapéuticos, por lo tanto fueron descritas
como ‘drogas del esplritu”. Por ejemplo la referencia méds temprana de la
marijuana, data del afio 2737 A.C. con el emparador Chino 8heng Nung quien la
denominé como la “liberadora del pecado” (Ray y cols., 1996, tomado de Oscar
Prospéro y cols., 1999).

Hl. CANABINOIDES Y MARLIUANA

La marijuana, nombre comin de la planta Cannabis sativs, es la droga de
abuso ilfcita mds cominmente utilizada a nivel mundial con fines recreativos. Ha
sido usada por mas de 4,000 aftos tanto con fines terapéuticos como recreativos.
En Estados Unidos, un 55% de jovenes adulios han tenido alguna experiencia
con dicha droga (Prospéro-Garcia y cols., 1998). En 1998 se realizé una encuesta
en hogares ubicados en zonas wbanas de la Repiblica Mexicana, en
adolescentes de 12 a 17 afios, siendo la marijuana la droga més usada (2.4 % de
hombres y 0.45% de mujeres), excluyendo al tabaco y al aicohol. Los Indices de
consumo se han incrementado principaimente en Tiuana, Cd. de México y
Guadalajara. (Medina Mora y cols., 2003).

Las flores y las hojas de la Cannabis sativa secretan una resina que contiens
cerca de 426 compuestos quimicos de los cuales aproxdmadaments 60 son
compuestos terpenofendlicos conocides como canabinoides, los cuales tienen
propiedades psicoactivas. Los canabinoides se localizan en toda la planta pero en
mayor concentracion en ias flores (Ameri, 1899). E principal componente

13
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psicoactivo de la marijuana es a8l AS-Tetrahidrocanabinc! (AB-THC), descrito en
1964 por Gaoni y Mechoulam, el cual, es el principal respansable de [os diversos
efectos farmacolgicos originados por el consumo de la cannabis.

El elevado consumo de esta droga es debido, principaiments a los efectos
placenteros que induce el AS-THC, entre ics que se Inciuyen. sensacion de
bienestar, relajacion, reduccion en la percepcion al dolor, majoria en el estado de
&nimo, euforia, mejoria del apetito y aumento del deseo sexual. Sin embargo
también provoca efecios adversos o no placenteros tales como datarioro en el
aprendizaje, problemas en la memoria de corto plazo, reduce la coordinecién y la
actividad motora, provoca pérdida de atencién, disminucién en la temperatura
corporal; en los hombres disminuye los niveles de testosterona y la
esparmatogbnesis y en las mujeres altera o cicio menstrual {Grotenhsrmen,
2003).

Dentro de los efectos observados a consecuancia de la administracitn de la
droga, importantes para el presente estudio, ss ha reportado que increments la
somnolencia subjetiva, el suefio de ondas lantas (SOL) y hay algunos reportes que
sefialan que incrementa la fase de suefio de movimientos oculares rédpidos
(SMOR) (Feinberg y cols, 1975 y 1976).

Las propiedades de la cannabis que ha plantsado su uso terapéutico, inciuyen
analgesia, relajacion muscular, sedacién, inmunosupresion, mejoramiento del
humor, estimulacién del apetito, antiemesis, disminucion de la presién Intraoccular,
broncodilatacidén, neuwroproteccion e induccin de apoptosis en células
cancerigenas {Grotenhermen, 2003).

Los efectos psicotrépicos y vasculares, los cuales pueden variar en funcién de
ia dosis, rula de administracion y vulnerabilidad del individuo, asi como el estigma
de cannabis como una droge recreacional y adiclive, son los principales
obstdculos para legatizar el empleo de la marijusna con fines terapéuticos, a pesar
de sus potenciales efactos bendficos {Grotenhesman, 2003).

14
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Se sabe que al fumar un cigarrillo de marijuana el AS-THC es répidamente
absorbido y convertido en los pulmones y en ai higado en un metabolito conocido
como 11-hidroxi-A9-THC; el cual es més potents que ol AG-THC y atravieza més
répido la barrera hematoenceféiica. Finaimente el 11-hidraxi-A9-THC se convierte
en el higado en varios metabolitos Inactivos, entre elics e! 11-no-carboxi-A8-THC,
uno de los metabolitos més abundantes encontrados en plasma y orina 2 a 3 dias
después de haber fumado solamente un cigaro de marijuana (Ameri, 1998).

Los productos de la cannabis, cominmente son inhalados (fumarse un
cigarrillo de marijuana) o administrados oralments (cépsulas de dronabincl o
marincl, nombre genérico del AS-THC); pero existen mucho més rutas de
administracién que han sido probadas con fines terapéuticos, por ejempilo la ruta
rectal (supositorios), la via dermal o la sublingual, gotas en los ojos para disminuir
la presion intraocular, aerosoles e inhatacién con vaporizadores para evitar los
dafos secundarios al ser fumada (Grotenhermen, 2003),

31 Receptores a canabinoidas

Cuando se descubrid el componente psicoctivo de la marijuana, surgieron
diversas interrogantes. Una de ellas fue averiguar ¢l mecanismo por el cual dicha

molécula actda en el sistema nervioso central (SNC). En un principio se creyd que |

sus efectos eran debido a una alteracion membronal, gracias a su naturaleza
lipofilica. Esta especulacion fue finaimente resusita cuando se cbservd una
inhibicién funcional de la adenilato ciclasa (AC), después de adicionar AS-THC a
células de neuroblastoma (Howlett y Fleming, 1984), sugidendo asl gue se
aclivaba un receptor metabotrépico. Posteriorments, en 1988, Devane y cols,
cbservaron la unidn especifica de agonistas marcados radicactivamentes en
membranas celulares de cersbro de rata, poshulando que la mayoria de ios efactos
del AS-THC eran mediados por un receptor de membrana especifico. Pero fue

15
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hasta 1990, cuando Matsuda y cols., describleron & primer receptor a
canabinoides, denominade CB1. El CB1 es uno de los receptorss més
abundantemente expresados. Su distribucién ha sido caracterizada en el censbro
de rata (Herkenham y cols., 1990, Tsou, 1998) y de humano (Waestlake, 1992 y
Glass, 1997).

Los efectos psicomotores de las drogas canabimimétices son consistentes con
la distribucién del receptor CB1, el cual esta sitamente expresado en éreas del
SNC que juegan un papel importante en la ejecucidén y coordinacién de la
motricidad, tales como los nicloos basales, el cerebelo y la neocorteza
(Herkenham, 1991 y Matsuda, 1993).

En los micleos basales (sustancia negra, globo pdlido y estriado -nicleo
caudado y putamen-) se localiza la mayor densidad del CB1. En el estriado se ha
observado que la activecion del receptor CB1 tisne un papel neuromodulador,
inhibiendo la liberacién de glutamato (Gerdeman G, 2001; Ameri, 1998).

En el sistema limbico (el hipocampo, la amigdaia y i hipotdlama) se observa
una densidad un poco menor del CB1. Estas estructuras participan en la
integracién de la memoria y en el control de las smociones. La alta concentracion
del CB1 en el hipocampo nos permite dar sustento a los efectos farmacolégicos
provocados por los canabinoides, sobre elapromizajoylarimnﬂa.

El CB1, también se localiza en el nicleo acumbens, sl cual estd asociadocon
ol sistema de reforzamiento o recompensa mediada por el cersbro, y puede estar
mediando el afecto adictivo de la marijuana (Wise RA. 1638, Wise RA, 2000).

Finaimente, en la médula espinal y el talio cerebral, la densided de los
recaptores CB1 es baja (Herkenham, 1991, Tsou 1898). Sin embargo se asocian
con algunos efectos conductuales de la cannabls, por ejemplo, la percepcion del
dolor, disminuida por o AS-THC (Ameri, 1999), o vértigo (complejo nuclear
vestibular), asi como la regulacién del suefio.

16



R o

Iaving Morthieg Varges, 2065

Los mecanismos de accidn inducidos por cannabis, para la analgesia, incluyen
acciones espinales y supraespinales mediados por serctonina (5-HT) vy
noradrenalina (NA), por lo que su accidn amtinociceptiva estd esirechamente
relacionada con el sistema monoaminérgico. Respecto a su efecto en susfio
también parece que se lleva a cabo inhiblendo la itberacién de NA (Gerdeman,
2000).

Los receptores CB1 ademés se localizan en ef sistema nervioso periférico
(SNP), asi como en diversos Grganos y tejidos, por sjemplo en aigunas gléndulas
endocrinas, en leucocitos, en el bazo, corazdn y en tractos reproductivos, uringrios
y gasirointestinales: como el epididimo, la proststa, los testiculos, las céiulas
esperméticas, los ovarios, los oviducios y el (tero. También se ha detectado en
carcinomas prostaticos y mamarios (Schuet y cols., 2002).

El receptor CB1, es un miembro de la super familia de receptores
metabotrépicos, es decir, estd acoplado a proteinas G (Matsuda, 1990). Estéd
formado por siete dominios transmembranales con tres dominios intracekdares y
tres extracelulares. Posee un grupo amino terminal extracelular y un grupo
carboxilo terminal intracelular. Al activarse inhibe & la AC, impidiendo con sllo la
conversién de trifosfato de adenosina (ATP) & monofosfato ciclico de adencsina
(AMPc) (Ameri, 1999). Los receptores CB1, ademds, estin acoplados a canales
ibnicos: negativamente a canales de Ca™ tipo N y Q y algunos a canales de
potasio (k+) tipo N, y positivamente a canales de K' rectificantes; por ic que su
activacién parece modular la excitabilidad y la liberacion de neurciransmiscres.

Asimismo, se ha observado que la activacién del recepior CB1 puede
secuestrar a las proteinas G de un reservoric comdn y por lo tanto evitar que otros
receptoras acoplados a protelnas G lieven a cabo su sefialamiento, inhibiendo asl
la liberacitn ded acido gama amino butirico (GABA), de NA, de acetiicolina (ACh) y
de glutamato entre otros (Gerdeman, 2000). Por otro lado, 98 ha observado que
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inhibe ‘8| sefislamientc de los receptores de somatostating y los a-adrendrgicos
(Vdzquez y Lewis, 1998). | | |

También movilizan el écido araquidénico (AA) y cierran los canales idnicoa del
receptor a serotonina tipo 3 (5-HT3).

A partir de lo anterior, se puede concluir que los cansbincides via recepior
CB1, inhiben la transmisién sindptica en ol SNC. Esta inhibicidn es aitamente
efectiva debido a dos factores: por un lado, los receptores CB1 estén presentes en
altas cantidades en las terminales presindpticas, en relacion con el soma y por
ofro lado, la activacién de los canaies de K' por los canabinoides, amplifican la
inhibicién presindptica de los canales de Ca™ por reduccién en la duracidn del
potencial de accion.

Se ha descrito ofro receptor a canabinoides denominado CB2 el cual fue
clonado originaimente de células de bazo, an 1993 por Munro y cols. Su
distribucion esta restringida a la periferia (céiulas inmunes, bazo, puimén, higado,
ritones y timo). Su localizacion en células inmunes, sugiers que participa en la
inmunosupresion mediada por kos canabinoides (Klein y cole., 1998). Pertenece a
la misma famiiia de receptores con siete dominios transmembranales e interactian
al igual que el CB1 con proteinas G.

Se ha descrito otro receptor a canabinoides que 6s una variante del CB1

conocida como CB1A, teniendo una distribucién idéntica al CB1 (Shire y cols.,
1995).

La tolerancia farmacoldgica observada después de la expoesaicion proiongada a
la marijuana o a los canabinoides sintéticos, parecs ser debido a un decremertto
significativo en la densidad de los receptores a canabincides y parece tener més
bien una base farmacodindmica més que farmacocindtica. Por sjemplo, estudios
hechos por Romero y cols. en 1988, muestran que ia exposicién prolongada al
AS-THC provoca un decremento en su uniin al receplor CB1. Es decir, una
regulacién a la baja (down-regulation), sin presentar cambios en su RNAmM. Por
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otro lado, estudios hechos por Rinalkdi y cola. 1998, y Hsieh y cols., 1999,
muestran que agonistas del receptor CB1 (CP 55,840, WIN 65212-2,
methanandamida y AS-THC) inducen intemnalizacion del recepior sin ningun
decremento en el nimero de receptores, asi como desensibilizacion. Cada
agonista canabincide varia en su eficiencia para causar intemalizacion. También
cbservaron que el antagonista ai receptor CB1, ol S8R141716-A, tiene efecios
opuestos a los observados por los agonistas, promueve la extemnalizacidn del
receptor de un reservorio preexistente intraceiular a la superficie celular, por lo
que se le considera un agonista inverso,

32 Canabinoldes endégenos

Al igual que la dascripcion de ios receptores a loe opicides en los afios 70s,
permitié el descubrimiento de un grupo de maléculas endégenas con acciones
similares a las de la morfina en el cerebro (las encefalinas y las endarfinas), la
identificacién de los receptores a canabinoides dio lugar a la bisqueda de los
ligandos enddgenos que ocupan dichc receptor. Asi, en 1992, el grupo de
Mechoulam report6 el aislamiento del primer ligando enddgenc para el receptor
CB1, que causa efectos parecidos a los producidos por los canabinoides, por lo
que se le dio el nombre de endocanabinoide, se trata de |la
arachidonylethanolamida, conocida como anandamida (ANA) (Devane y cols.,
1952, Di Marzo, 1994).

En 1995 se identifich otra molécula endocanabinoide: el 2-erachidonyiglycearal
(2-AG) {(Mechoulam y cols., 1995, Sugiura y cols., 1095, Siella y cols., 1907).

Al igual que el 2-AG, la ANA es de naturaieza lipidica, ambos funcionan como
neurotransmisoras no clasicos, debido a que no son almacenados dentro de
vesiculas sindpticas. Mds bien, son producidos a demanda a través de |a
conversion enzimética de fosfolipidos componentes de ia membrana. Son
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liberados de la célula inmediatamente después de su produccion (Plomelli Y cols.,
2000). ’

La ANA es un lipido extraido originaimenie de cerebro de cerdo,
posteriormente se identificé en cerebro de vaca, oveja, rata y humano. Se iocaliza
en altas concantraciones en areas del SNC donde se.encuenira gran cantidad del
receptor CB1 {Felder y cols., 1996; Glass y cols., 1987), tales como el hipocampo,
la sustancia negra, la amigdala, el hipotdlamo, el estriado, ol cerebeio, la corteza
cerebral y en menores concentracionas en el thlamo y el séptum. También se ha
detectado en plasma y regiones periféricas como el testiculo (Wang y cols., 1983
Felder y Glass, 1998). Tiene una mayor afinidad por el receptor CB1 que por el
CB2.

% .
Los efectos de ANA a nivel celular, son similares a los del AS-THC; a bajas
concentraciones disminuye la actividad de la AC, disminuyendo a su vez |a
concentracién del AMPc (Childers, 1996).

Los efectos conductuales de ANA son similares a los del AS-THC pero con
menor duracién; produce analgesia, inactiva los centros de percepcidn. Ademds
en nuestro grupo, observamos que interfiere con procesos cognitivos, debido a
que deteriora la memoria a largo plazo, sin afectaria a corto plazo. Asimismo
hemos observado que incrementa el SOL 2 y ¢l sMOR a expensas de la vigilia
(VIG), interfiriendo también con la motricidad (Murilio Rodriguez y cols., 1988).
Estos efectos son pravenidos por ia administracién previa del antagonista al CB1,
el SR141716A, (Murillo-Rodriguez y cols., 2001) sugiriendo con esto que los
efectos de ANA son mediados por el receptor CB1.

Se ha observado que durante un shock hemomégico la ANA y el 2-AG pueden
sor liberados de macrifagos y plaguetas activando por lo tanto a ios recepiores
CB1, produciendo vasodilatacion en misculo liso vascilar siendo pasiblemants la
causa de ia hipotermia observada después de la adminisiracion de la ANA {Jarai Z
y cols., 2001; Di Marzo, 1999).
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La enzima que hidroliza & la ANA, se le conocid originaimente como amido
hidrolasa de anandamida (AAH, por sus siglas en inglés), pero al ver que también
degrada al 2-AG, se le lamé amida hidrolasa de los dcidos grasos (FAAH, por sus
siglas en inglés). Se encuentra unida a la membrana celular y pusde ser inhibida
por AM374. La FAAH, degrada a la ANA formando acido araquidonico {AA) y
etanolamida. El AA, rdpidamente se reincorpora a la membrana. /n vitro, se ha
observado qus la FAAH puede también actuar de manera inversa, catalizando la
formacion de ANA a partir de AA y etanolamida (Ameri, 1999).

La FAAH, se localiza en altos niveles en la corieza cerebral, & hipocampo, el
cerebelo, la amigdala, el talamo y algunos nicieos pontinos (Thomas, 1987 y
Egertova, 1988), con lo que obsaervamos que no existe una relacion directa entre
la localizacién de los receptores CB1 y la FAAH. Basdndose en estudios
inmunohistoquimicos, se ha observado que la FAAH 89 expresa en las neuronas,
no en la glfa. (Egertova, 2003).

En la rata se observan altos niveles de FAAH en el rifion, sl testiculo, el
higado, el bazo, el Gtero, el pulmon, of estdmago y an el intestino deigado. Y bajos
niveles en el corazon y en el mdscuio esqueiético. En el humano su distribucion
es diferente ya que se localiza en altas concentraciones en el cerebro, el
pancreas, el misculo esquelético y el rifién (Glang y Cravatt, 1997).

Coma habia mencionado anteriormente, el SR141716-A es una molécula que
antagoniza los efectos de los canabinoides y endocanabinoides via receptor CB1;
fue descrita por Rinaldi y cols. en 1994. Blogusa los efectos conductuales y
bioguimicos inducidos por los canabinoides y precipita el sindrome de abstinencia
an animales tratados crénicaments con agonisias 8 canabinoides. Tamblén puade
producir efecios opusstos a los agonistas, por lo que se se dice que es un
agonista inverso (Bouabhoula y cols.,, 1998, Landsman, 1967). Aumenta las
corrientes de Ca™ tipo N, inhibe la activacién de la proteina cinasa activadora de
mitégeno (MAPK). Su administracién induce preferencia de lugar, reduce la
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La formacion y liberacion de los endocanabinoides dependen de la
estimulacién de algunos recsptores. Por ejemplo, cuando se estimulan ics
recaptores a Dopamina D2 en el estriado, hay un aumento en la Rberacion de ANA
(Giuffrida y cols., 1999), de la misma forma si se aplican agonistas colinérgicos se
observa un incremento en la produccién del 2-AG en acorte de rata {Meochoutsm y
cols., 1988a).

Se sabe que los canabinoides actian como neurotransmisores inhibidores
retrogrados (Wilson, 2002) y se ha observado que dosis crinicas de AS-THC y
marijuana provocan alteraciones en las propledades de los receptores a
canabinoides de una manera reversible, por lo que se muesira que la marijuana,
sus derivados Yy lcs endocanabincides no son neurctoxinas.

V. ESTADOS DE VIGLANCIA

El deacubrimiento de receptores a canabinoidss y sus ligandos endogencs,
estimulé una serie de investigaciones durants ia pasada década, acerca de sus
funciones en diferentes procasos fisioldgicos, una de elias ea su participacidn en la
regulacion del suefio. Pero, L por que e3 importants el suafio?.

A pesar de que hoy en dia no se sabe con exactitud cual es su papel,
sabemos que constituye una de las funcicnes integrativas més sofisticadas en
mamiferos superiores y parece que estd reguiada por una gran variedad de
factores humorales enddgenos. La importancia de su estudio se pone de
manifiesio, no solo al observar las consecuencias de las alteraciones en el dormir
sino que también porque se ha mosirado que su ausencia es incompatible con la
vida (Everson, 1889; Rechtschaffen, 2002).

El suefio ha atraldo la atencién de la humanidad desde la antigDedad.
Encontramos diversas teorias acerca de su funcidn y mecanismo por ciertos
n
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pensadores tales como Aristoteles e Hipicrates, entre ofros; sin embargo, hoy en
dia no existe una teoria convincente que explique dicho fendémeno. Por muchos
afios 86l0 se considerd el aspecto mental de ias ensofiaciones, atn a principios
del siglo XX, por ejemplo Sigmund Freud (Freud, 1800), sugirié que el paps! de los
suefios era la expresion de los deseos, con esto decia gue los suefics eran
indicadores de lo que habla en el inconsciente. Asimisma, Paviov intentd explicar
los mecaniamos fisioldgicos y conductuales del suafio.

Su estudio inicialmente estasba basado sOlo en clerias evaluaciones
conductuales, tales como observaciones de posturas y movimientos y de ciertas
variables vegetativas como ritmo cardiaco, diémetro de la pupila, temperatura
corporal y presion sanguinea, por lo que ics resultadios obtenidos eran poco clargs
y poco convincentes. El estudio fisickbgico del suefio s més reciente, se podria
decir que se inicid a partir del advenimiento de la electroencefalografia en 1928
por Hans Berger, lo que permitid determinar sl una persona estaba despierta o
dormida por medio del registro de la activided elécirica cerebral. Més tarde
Rechtschaffen, con ayuda de! electrcencefalograma (EEG), mostré que los
estados de vigilia y suefio son acompafiados de cambios en la actividad sléctrica
de la corteza cerebral. Posteriormente ss mosird que exisien variaciones
sorprendentes durante el suefio antes considerado como homogéneo (Aserinsky y
Kleitman, 1853), estableciendo con esto los criterios poligréficos caracterfsticos de
cada una de las fases del ciclo suefic-vigilia.

Hoy en dia para analizar el ciclo suafio-vigilia, nos basamos al menos en el
registto de tres medidas fisiologices: el EEG o0 activided cortical, el
electrooculograma (EQG) o medida de movimisntos oculares répidos (MORs) vy el
electromiograma (EMG) o medida del tono muscular (Antrobus y cols., 1983;
Prospéro-Garcia & Drucker-Colin, 1996). Con ayuda de éstas varisbles se ha
determinado que en kos humanos los estados de vigilancia, ‘se pueden dividir en
diferentes etapas: Vigilia (VIG), SOL formado por cuatro fases: | Ii, ll, y V y
sMOR.
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4.1 Caracteristicas conductuaies de los estados de viglancia

Conduciuaimente, el suefio en mamifaros se define por ciertas caracteristicas,
tales como, la adopcitn espontanea de una postura esterectipada, disminucion de
la movilidad, elevacion del umbral para responder a estimulos del medio y
reversibilidad con una estimulacion supraumbral (Zeppslin, 2000).

411 Vigilia (ViG)

En la rata, especie utilizada en este astudio, Ja VIG se divide en dos fases:
vigilia activa y vigilia pasiva, En la primera muestran una actividad motera con
conductas tipicas, es decir, comen, beben, se acicalan y expioran el medio,
mientras que en la pasiva se encusntran quietas, con los cjoa abiertos y alertas
(Corsi-Cabrera, 1983).

4.1.2 Suefio de ondas lentas (SOL)

También conocido como suefic no MOR (snMOR), debido a que en esta fase
no se presentan movimiantos oculares rapidos. Se caracteriza porque en el
organismo, los muisculos se encuentran reiajados, también hay una relajacién en
las membranas nictitantes y ademads la pupila se contrae. En los mamifercs, ésta
fase se caracteriza por que se acuestan sobre su costado o vientre; en los gatos,
por ejemplo, a esto se le conoce como posicion de esfings.

4.1.3 Suefio de movimisntos oculares ripidos (SMOR)

El sSMOR, fue deacritc en 1853 por Aserinsky y Kleitman, quienes observaron en
nifos la presencia de movimientos oculares ritmicamants en eata fase.
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Posteriormente on la década de los 80's Jouvet observd que el registro del EEG
durante esta etapa de susfic era similar al de la vigilia por lo que lo denomind
suefio paraddjico. En las ratas en esta fase de suefio so presenian movimientos
de las orejas, de las vibrisas y de las exiremidades, su respiracion se vuelve
iregular y se presentan apneas de suefio (cortos periodos sin ventilacion).
Conductualmente la mayoria de l0s mamiferos adopta una posicion conocida
como “ovillo® en el que envollan el cuerpo y apoyan la cabaza en el piso y con los
ojos cemados (Corsi-Cabrera, 1983). Esta fase de suefio se caracteriza
principaimente por la presencia de movimientas oculares répidos, la atonia
muscular y la disritmia cardiopulmonar (revisado en Carskadon & Dement, 2000).
A esta fgse de suefic se le conoce también como suefio desincronizado a
diferencia de la sincronia de las ondas del SOL y también susle ser lamada suefio
profundo, debido a que se encuentra elevado el umbral para despertar.

4.2 Caracteristicas pollsomnogrificas de los estados ds vigilancia
4.2.1 Vigilla (VIG)

Cuando los sujetos estan despiarics y con los 0jos abiertos, se observa un
EEG muy répido y de bajo voltaje. La frecuencia aita refleja un alto nivel de
actividad (ondas cerebrales ritmicas de 40 Hz), misntres que e voltaje pequefio se
debe a que la descarga es desincronizada.

E| EEG altemna entre dos patrones principalss: una actividad desincronizada
<de baio voltaje (10-30 uV), rdpida (16-25 Hz), y un patrén sinusoidal de 8 a 12 Hz,
entre 20 y 40 uV, que es denominado actividad ‘alfa’ (Carskadon & Dement,
2000). Se observa una actividad theta en el EEG asociada con mavimientos
corporaies, una amplitud alta y variable en el EMG y ocasionalmente movimlentos
oculares en el EOG (Timo-raria y cols., 1970 revisado en Yoshimoto y cols.,
1999).
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422 SOL

En los humanos, una vez iniclado el suefio, e EEG cambia
progresivamente de un patrén de bajo vollasje y frecuencia riipida, a uno de alto
voltaje y frecusncia baja: la fase | del SOL, que ocupa del 2 al 5% del tiempo total
deregishn,socaractoﬂzaporms&ntarondashﬂcmmm:daw
Hz. y un voltaje de 50-100 uV, presenta un bajo umbral para despertar. En el SOL
2 aparecen en el EEG los denominados husos de susfio con una frecusncia de 8-
15 Hz y una amplitud de 50-150uV, asi como los complejos K que consisten en
una onda delineada negativamente, seguida de un components positivo, en esta
fase se presentan frecuencias mezcladas de bajo voitgje que ocupan cerce del
45% de la époce del registro. En !a fase Hi, se presentan ondas lentas con una
frecuencia de 24 Hz y una amplitud de 100-180 uV; esia sctividad dura por lo
menos 20% perc no mas del 50% de la época del registro. Finalmente en la fase
IV se prasentan ondas delta con una frecuencia de 0.5.a 2 Hz y una amplitud de
100 a 200 uV. Las ondas lentas ocupan més del 50% del registro (Tomado de
Hobson, 19895). Estas dos Gltimas fases constituyen el susfio deita.

Durants el SOL los musculos se encuentran reigjados, predominando la
actividad parasimpética, disminuyen el ritmo cardiaco, 18 presién erterial y la
respiracion, mientras que la actividad gastrointestinal se incrementia, al igual que el
umbral para reaccionar ante los diversos estimuios ambientales, Esia fase ocupa
los primeros 70 a 90 min del susfio.

Alinicio de esta fase de suefio se presenta una progresiva hiperpolarizacion
en neuronas talamo-corticales las cuales comienzan a disparar en un modo
oscilatorio. Posiblements algunas llegan a hiperpolarizarse més répido que otras
dando como consacuencia las oscilaciones en i rango de ondas lentas, lo que
explica que esta fase se conozca también como suefio de ondas lentas (SOL)
(Borbély y cols., 1998). Steriade en 1889, observé que las chiulas giutamatérgicas

on la corteza, son les responsables de ia actividad lenta, les reticulares talémicas
27 _
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" gabaérgicas gsneran los husos de suefic y las glutamatérgicas del tdlamo la

actividad deita.

En |as ratas, la actividad neuronal decrece v es posible registrar en ol EEG,
tres tipos de oscliacionas: principaimente de actividad de bejo voitaje (oaciiaciones
lentas ds menos de un Hz), husos de suefio, (ondas sinusvidales con una
fracuencia entre 12 y 14 Hz) y ritmo "delta”, ondas de ampiitud alta (>75 pV), de
baja frecuencia (0.5-2 Hz) (Steriade y cols., 1994). Hay una ctara ausencia de
actividad theta en el EEG del vertex de la rata (Carskadon & Dement, 2000; Timo-
iraria y cols., 1970). EI SOL, en la rata se divide en dos fases |, y Il que
comresponenden a la somnolencia y susfic delta repectivaments.

4.2.3 sMOR

Posteriormente el EEG cambia abruptamente a un voltaje bajo y fracuancia
répida, desincronizado; conacido como sMOR debido a que se presentan en esta
etapa movimientos oculares répidos, este patrén se acompafia de una pérdida de
tono muscular, miocionias y se pierde la capacidad para reguler la temperatura
corporal. Esta etepa corresponde aproximadamente del 20 al 25% de! tiempo total
de suefio. En una noche normal de suefio se presenian de 4 a 6 fases de sMOR
que se repiten cada 90 a 120 min (Rechtschaffen y Kales, 1968).

En las ratas, en esta fase e} EEG se caracteriza por pregemar ung actividad
cortical ritmica, con un voltaje variable entre 5¢ a 150 pV y con una frecuencia
entre 4.0 y 12.0 Hz, conocida como ritmo theta hipocampal (0). Ademés de una
actividad de bajo voitaje 10-30 pV, rapida 20-50 Hz, una amplitud baja en el EMG
y presencia de movimientos oculares en el EOG (Timo-lraria y cols., 1970 revisado
en Yoshimoto y cols., 1999).

Durante el SMOR se presentan diversos fendmenos clasificados en tonicos,
cuando se presentan a lo largo de todo el SMOR y fésicos cuando aparecen en

forma esporédica.
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Eventos tdnicos

Desincronizacién Cortical: E| EEG presenta una activacion talémica como
resultado de la interaccién de los niclecs del puents (PPT y LDT) con los del
tdlamo. Mecanismo por el cual la actividad del EEG se desinoroniza.

Ritmo theta: es originado por la actividad del hipocampo, @ influenciado por
el tallo cerebral y mediado por el nicleo medial del séptum y cerebro basal
anterior. Presenta dos fases: una lentade 4 a 8§ Hz y una rdpida de 8 a 12 Hz

Afonla muscular: Es la pérdida de tono muscular que resuita de Ia
inhibicidn tonica de las motoneuronas del cuemo anterior sspinal por la formacion
reticular pontomedular. (revisado en Pace-Scholt & Hobeon, 2002). Jouvet y
colabaradores en 1985, observaron que este evento tdnico, involucra al LC y al
locus suticoeruisus. Describisron que ia lasion de sstas draas, en gatos provocaba
que al cursar por SMOR, presentiran activiad musculer, con un EEG
desincronizado, mostrando una conducta onirica es decir exhibian diversas
conductas como levantarse, atacar y huir con movimientos de orientacion de la
cabeza pero con los ojos camrados.

Eventos fasicos

Movimientos oculares répidos, son el resultado de la actividad féasica de las
célulag reticulares y vestibulares que pasterirmente exciten a las neuronas

oculomotoras. Estos movimientos pueden aparecer en forma vertical, circuler u -

horizontal. Esta caracteristica es la que le da al nombre a esta fase de suefio.

Actividad ponto-genico-occipital (PGC), segundos antes de iniciado el
sMOR, se pressnia una actividad en forma de espigas de slto voltaje y ondas
répidas de gran amplitud denominadas PGO’s, debido a que fueron registradas en
gatos a nivel de puente (Jouvet y Michel, 1956}, posteriorments a nivel de nicieo
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geniculado lateral (Mikiten y cols., 1981) y finsiments a nivel de corteza occipital
(Mouret y cols., 1963) (Revisado en Corsi-Cabrera, 1983).

Miocionias, se le conocen de esta forme a las sacudidas musculares
durante el suafio, originaimente descritas por Jouvet en 1682, se retacionan con la
atonia muscular y participan tres regionas: |a formacién reticuler pontina (FRP), la
bulbar (FRB) y las motoneuronas (Siegel, 2000).

4.3 Neuroanatomia

4.3.1 VIGILIA

En la expresién de la vigilia participan diversas regiones anatGmicas, entre las
que 86 $6 encuentran la formacién reticular oral pontina y del cerebro medio: el
diencéfalo caudal (hipotéiamo posterior, subtiiamo y téamo ventral) y el cersbro
basal anterior.

Las primeras cbservaciones que sugirieron al hipolélamo como centro regulador
de la vigilia, fueron realizadas por Von Ecénomo en 1931, & observé que las
lesiones en el hipotalamo ocasionaban, ya sea una pérdida de la vigilia, si se
lesionaba |a parte posterior, o pérdida del auefio si ia leeién ora en la parte rosiral
(Jones, 2000). Sin embargo, no se considerd a! hipotélamo posterior como
responsable de la vigilia, hasta después de los irabajos reaiizados por Ranson en
1839 y por Hess y Nauta en 1946. Posteriorments ha habida olras evidencias que
apoyan al hipotdlamo posterior como generador de ia vigiiia por ejemplo, los
registros unitarios de las células del hipotdlamo posterior realizados por Findiay y
Hayward an 1869, |

Se ha observado que el hipotdlamo posterior envia proyecciones
histaminérgicas difusas a la corteza cersbral y ol thiamo, 10 cual es considerado
como parte importante del sistema activador de ia vigilia (Brown y cols., 2001).
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Més recientements se ha involucrado a las newonss orexinéngicas,
localizadas en ! hipotélamo lateral, y sus proyeccionss hacia ¢! talio osrsbral en Ia
expresion de la vigilia (Piper D. y cols., 2000, Hungs M. y cois, 2001).

Otros grupos ceiulares que participan en la génesis de la vigilia son el LC
(noradrenérgico) y los nucleos del Rafe (NR) serotonindrgicos. Las neuronas de
estos nicleos tienen una frecuencia disparo mayor durante esta fase del ciclo
suefio-vigilia {(McGinty y Harper, 1978).

Ademés, se sugiere que participan de manera importants en la generacion
y mantenimiento de la vigilia, la formacion reticular medular ventral, pontina central
y del cerebro medio, asl como loz nicieos talémicos mediales, ventrales o
intralaminares, el subtélamo posterior, y el cerabro basal antarior; debido a que
presentan una actividad eléctrica espontdnea mayor durante la vigilia que durante
el snMOR y su estimulacion induce despertar cortical (revisado en Jones, 2000,
Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002).

4.3.2 SOL

Diferentes experimentos de estimulacion y lesiones de diversas zonas del
SNC, han permitido identificar los diversos sustratos que participan en la
regulacion e instalacion del suefio, asi las regiones que participan en la
generacion del SOL son los nuclecs del rafe (NR), el cerebro bassl anterior, ol
hipotalamo anterior, el érea pretptica, el nicieo del tracto solitario, los nicieos
talamicos y la amigdala (Jones, 2000).

En particular se ha implicado en la generacion del SOL al nliclec predptico
ventrolateral (VLPO), el cual esté formado por dos regiones, una region difusa y
una regién compacta, la regién compacia proyecta al nicieo tubsromamilar (TMN)
y podria selectivaments promover @ SOL (revisado en Pace-Schott & Hobson,
2002).
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Las neuronas GABAérgicas del érea predptica medial proyectan a los
nucleos del LC y los NR (Jones y Mahleethater, 1899}, inhibiendo a su vez a
neuronas histaminérgicas del nicleo tubsromamilar inhibiendo asl a los grupos
celulares que 3e encargan de mantener la vigilia (Gervasonl y cols., 1968).

4.2.3 sMOR

Hobson y McCarley en 1975, plantesron un modeic denominado de
interaccién reciproca, el cual, plantea gue neuronas colinérgicas y aminérgicas de
ia unién mesopontina, interaccionan originando una aternancia ultradiana entre la
vigilia y el suefio, en mamiferos. Propusieron que el LC (estructura generadora de
la vigilia), al estar activo, durante la vigilia, inhibe el campo tegmental
gigantocelular (FTG). Y al transitar el individuo de la vigitia al sueito, ocurre una
inhibicién a la inversa. Posterionmente a éste modelo se le incluyeron nuevos:
elementos, como as la participacion de las céhilas colindrgicas PPT y LDT, las
cuales inhiben las neuronas del LC y los NR, provocando desincronizacion
cortical. La participacidn de estos nicleos se ha fortalecido al lesionarios
reduciendo significativamente el sMOR (Webser y Jones, 1588), o bien
estimuléndolos provocando un incremento en la cantidad del mismo (Takkar y
cols., 1696).

A partir de los 70's se han realizado avances en sl estudio del sueiio y
actualmente se acepta a los nuicleos pontinos odlrlérgicoseonngener&dores'del
sMOR, por ejemple, Mansari y su grupo en 1989 y Kayama y cols., en 1992,
observaron que al hacer regisiros de actividad unitaria en las neuronas del
complejo PPT/LDT, algunas muestran mayor activided en vigitia y en sMOR a
diferencia del SOL, por lo que se les denomind neuronas VIGMOR-on y oiras
tenian una mayor descarga exclusivaments durarde el MOR por lo que se les
llamd MOR-on. Asimismo, en los nicleos aminérgicos pontinos NDR y LC se han
descrito neuronas que cesan su disparo durante el sSMOR y son conocidas como
MOR-off.
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Las neuronas colinérgicas del LDT y PPT achian para promover ol sMOR,
activando a las neuronas glutamatérgicas de la formacitn reticuiar pontina medial.
Todas estas neuronas son inhibidas por células serotoninérgicas, noradrendrgicas

y presumiblemente histaminérgicas, dopaminérgicas y orexindrgicas (revisado en
Monti & Monti, 2000).

Durante el SOL, las neuronas MOR-off siguen activas tal vez debido a la
aferencia de neuronas diferentes a las del tipo MOR-on. La actividad de las
neuronas MOR-off puede causar la liberacion de NA a través de sus proyecciones
colaterales, hiperpolarizéndose ellas mismas, lo cual, posiiemante ocasione que
las neuronas MOR-off tengan actividad ritmica. Se ha propuesto que las
proyecciones noradrendrgicas del LC cercanas a las neuronas MOR-on,
ocasionen un incremento de NA en tomo a8 newonas colindrgicas MOR-on,
hiparpolarizando y autoinhibiendo a las neuronas del LC, dando lugar a la
desinhibicién de las neuronas colinérgicas MOR-on, que conlleva a una activacion
(revisado en Maliick y cols., 2001).

4.4 Neurotransmisores

En 1969 Jouvet propone la *Teoria Moncaminérgica del suefio”. En eiia se
postula que el SOL es generado por la libaracién de Serctonina (5-HT) de las
neuronas dal nicleo del Rafe Dorsal (RD). Mientras que ef SMOR se inicia por Ia
liberacion del 5-HT del nicieo del Rafe Caudsi (RC) y su ejecucion depende de
las neuronas noradrenérgicas que se localizan en el nicieo del LC, subcoeruleus
y en el Parabraquialis Medialis, que son los encargados de mantener dicha fase.

4.4.1 Serotonina (5-HT)

Con los trabajos de Jouvet en 1969, se considert que la 5-HT, participaba
principaimente en la regulacion del SOL, debido a que lesiones de los NR
kX
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(serotoninérgicos), producian insomnio, En 1874, Henriksen y cols., cbservaron
que la ausencia de 5-HT produce insomnio en corto tlempo, sugiriendo de alguna
manera su participacion en la regulacion del suefio. Posteriormente en 1976
McGinty y Harper, registrando la actividad unitaria de los NR an gatos en libre
movimiento, ocbservaron que la actividad de las obiulas sicanzaban una mayor
frecuencia de disparo durante la vigilia, disminuian WmdSQLy
dejaban de disperar durante el sMOR (disparo conocido como MOR-off), estos
resultados son contrastantes con la idea original de que la 5-HT juega un papel en
la generacion del suefio. Actuaimente varios estudios muestran que la 5-HT, no
jusga un pepel en el suefio, al menos no directamente. Por ejemplo’ varios
astudios de animales tratadas con PCPA {Paraciorofenilaianina, inhibidor da la
sintesis de 5-HT), indican qua la ausencia de dicho neurctransmisor a largo plazo,
no altera la generacion det suefic (Prospero Garcla y cols., 1966).

Actuaimente, se considera, més bien, que la 5-HT pusde estar preparando
al cerebro durante la vigilia para que se presente el SOL atenuando los sistemas
de activacién cortical y promoviendo la acumulacion de factores inductores de
suefio. La 5-HT, esta mas relacionada con la reguiacitn de ia actividad sensorial y
motora durante la vigilia qus con el suafio (Jacobs, 1983),

4.4.2 Noradrenalina (NA)

Asimismo la teorfa moncaminérgica de Jouvet sugrié que el sistema
noradrenérgico del tallo cerebral participaba de manera importants en la
generacion del sMOR. Sin embargo, se ha observedo que las neuronas
noradrendrgicas presentan un patron de disparo MOR-0ff (Astron-Jones y Bloom,
19881, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002). Esta actividad MOR-
off, es registrada en el LC. Cabe mencionar que aunque los estudios iniciales de
Jouvet implicaban al LC en la generacién de sMOR, eshudics més recientes
consideran que este nicleo estd més implicado con la vigilia (revisado en Jones,
2000). Se ha observado que las neuronas noradrendrgicas proyecian
directaments y de manera difusa a ia corteza cerebral y la activan. En el afio 2001,
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Saper y cols., propusieron que los niclecs aminérgicos: TMN, el LC y el nicieo
dorsal del rafe (NDR) promueven |a vigilis, por efectos excitetorios directos sobre
la corteza cersbral y por inhibicidn de las neuronas promotoras de suefio en el
VLPO,

4.4.3 Acstilcolina {ACh)

En la década de los 60's surge la teoria colinérgica del suefio propuesta por
Heméndez-Pe6n. Se basa en estudios de inyecciones de cristales de ACh en
diversos niclecs cerebrales. En 1949, Moruzzi y Magoun estimularon el fallo
cerebral y observaron en el EEG desincronizacién, con (o que se propone que
existe un sistema relicular activador ascendents que es 6l encargado de controlar
la activacion cortical (Heméndez Pedn y cols., 1862), en asie mismo afto junto con
Jouvet, Heméndez Pedn sugirid que, al menos en parte, este sistema reticular
activador era colinérgico baséndasa en estudios farmacoldgicos y de lesion en un
sitio localizado en et tallo cersbral y es a lo que se le conoce como la “teoria
colinérgica del suefic”. Esta teoria sugirié que el suefio es un proceso unitaric
donde el SOL y e sMOR, no son entidades separadas sino una diferente
manifestacién de los mismos procesos bésicos. Asimismo, Hemandez-Pedn y
Chévez Ibarra, en la década ds los 60's, reportaron que al aplicer cristales de
ACh en el érea prefptica medial de gatcs, les generaba suefic conductual y
fisiolégico (Hemandez-Pedny Chévez Ibarra , 1969).

La ACh lisva a cabo sus sfectos a través de dos tipos de receptores, los
muscarinicos (metabotropicos) y los nicotinicos (ionotrépices) (Hulme y cols,,
1990). A la fecha se ha estudiado su participacién en la vigilia (Zoitoski y cols.,
1999), donde observa que la ACh participa en ios procesos de activacion cortical
durante la vigilia y durante ef sMOR, comsiacionéndose con una elevada
concentracion de dicho neurotransmisor (Williams y cols,, 1984). Los ndcleos
colinérgicos se encuentran en la formacion reticuler del tallo censbral en el niicieo
tegmental pedkinculo pontino (PPT), el nicieo tegmentsi laterodorsal (LDT) y en el
cersbro basal anterior (sustancia negra y séptum). Las neuronas colinérgicas del
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tallo cerebral, proyecian a regiones subcorticales como son el tdlamo, el
subtdlamo, el hipotdlamo, el cerebro basal anterior y el séptum. Asimismo, las
neuronas del cerebro basal anterior proyectan de manera amplia a la corteza
cerabrai y al hipocampo (revisadc en Jones, 2000, Prospéro-Garcla 2000 y Pace-
Schott & Hobson 2002). En 1998, Cape y Jomes, demostraron qus al inhibir
farmacoldgicamente las células colinérgicas, se deprimia la actividad répida, que
os caracteristica de la vigilia. ‘

Hobson y cols (1993) obsarvaron gue al aplicar agonistas colinérgicos en el
FTG, nicleo de la formacidn reticular pontina, se induce sMOR, por lo que %e
considerd a asta zona como una parte importants en los mecanismos que llevan e
cabo la generacién de asta fase.

En 1980 Velédzquez Moctezuma habia observado que al aplicar dichos
farmacos en estriado, oonezaytélamosehmmm.dn'ombﬂgooadston
evidencian que el FTG, no es parte importante de ia generacién del sMOR, por
ejemplo, Shiromani y cols., en 1988 documentaron que las neuronas de dicho
niclec son colinoceptivas y no colinérgicas. Aunado a esto, en 1981 Sastre y
cols., y en 1983 Drucker Colin y Pedraza reporteron que al lesionar ests nicleo
no hay una alteracidn significativa en el suefio, sugiriendo que ésta estructura
participa en la facilitaci6n del SMOR, pero no en su generacidn. '

Existen a Ia fecha una gran cantidad de evidencias de ia participacion de la
ACh en la generacitn del sMOR, por ejemplo se ha observado que lesiones
neurotdxicas aplicando écido kalnico en sl PPT y LDT inducen la desapericion o
la disminucion de sMOR, mientras que la microinyeccién de agonistas colinérgicos
en la misma drea inducen sMOR; asimismo en 1689, Veldzquez-Moctezuma y su
grupo encontraron que un agonista al receptor Mz, el cisdiaxolano, al ser inyectado
an la formacién reticular pontina (FRP) en gatos incrementaba of sSMOR. También
se ha reportado una mayor liberacién de ACh, durants el sMOR (Williams y cols.,
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4.4.4 Dopamina (DA)

Se ha propuasto que aste neurotransmisor incrementa la vigilia, basandose
en que la adiministracion de DA (Benkert y Kohier, 1972) o de agonistas
dopaminérgicos (Kafi y Gaillard, 1976), incrementa el tiempo de esta fase. Las
neuronas dopaminérgicas estédn localizadas en la sustancia negra (SN) y en el
area ventral tegmental (VTA, por sus sigias en inglés). Ademas hay una
distribucion difusa de estas neuronas a través del hipotdlamo posterior y del
subtalamo. De ia sustancia negra se proyectan a través del hipotdlamo lateral
hacia el nepestriado, e cerebro basal anterior, el nicleo accumbens, el séptumn, la
amigdala y la corteza frontal (revisado en Jones, 2000, Prospéroc-Garcia 2000 y
Pace-Schott & Hobson 2002).

44.5 Histamina

Se ha inferido que este neurotransmisor participa en la génesis de la vigilia
debido a la propiedad sedativa do los antihistaminicos, asi como a estudios
farmacolégicos que han mostrado que su administracion intracerebroventricular
{i.c.v.) ocasiona despertares y aleriamiento (Monnier y cols., 1970). Ademas,
lesionaes de las fibras histaminérgicas, producen un decremanto en la vigilia. Las
neuronas histaminérgicas se encuentran en el hipotdlamo posterior, pueden recibir
proyecciones de la formacion reticular del tallo cerebral y proyectan directamente a
la corteza cerebral (revisado en Jones, 2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott
& Hobson 2002).

4.4.6 Gluhmato

El Glutamato, es el principai neurotransmisor excitatorio y se considera
come un indicador de alertamiento, debido a que concentraciones elavadas de é),
se asocian con una activacion del EEG (Azuma y cols., 1996). Uno de ios
receptores de glutamato, e N-methyl-D-Aspartato (NMDA), al ser estimuiado,
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induce un incremento en la actividad de las células corticales (McCormick, 1982).
Las neuronas glutamatérgicas se encuentran an la formacion reticular del tallo
cerebral. El glutamato parsce ser el neurctransmisor primario del sistema reticular
de activacion ascendente, del tdlamo y de la corteza cerebral (revisado en Jones,
2000, Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobeon 2002).

Participa en la regulacién del sMOR. El glutamate activa a las neuronas
colinérgicas y colinoceptivas del PPT generando un incrementa exponencial en la
actividad reticular pontina y mesopontina asocieda con el inicio del sMOR. Este
efeclo es mediadc a través de la actividad de los receptores kainato, evidencia
dada con base a que su efecto es revertido por el Acido sulfénico D-y-
glutamilaminometano, un antagonista especifico de estos recepiores (Datla,
2002). ’

4.4.7 Adenosina

Se trata de un nucletsido considerado come factor inductor de susfio,
debido a que sus niveles incrementan con la privacion de suefio y disminuyen
cuando el sujeto recupera el suefio perdido. (Porkka-Heiskenen y cols., 1997).
Existen diversos datos que apoyan la participacién de dicho neurotransmisor en la
modulacion del suefio a través de su interaccidn con sistemas colinérgicos. Actila
a través de receptores posindpticos bloqusando la lberacion de otros
neurctransmisores, inhiblendo asl & las neuronas colinérgicas del tallo cerebral y
del cerebro basal anterior. Asimismo, &! inhibir la activided de las céluias de los
nicleos PPT/LDT y del cerebro basal anterior, sugiers gue su efecto en & suefio
depende en parte de la inhibicion de los sistemas colinérgicos que regudien la
vigilia y el suefio. En e! tdlamo y sen la corteza, la adencsina hiperpolariza las
proyecciones neuronales y puede facilitar 1a actividad que subyace a ia actividad
de ondas lentas que se cbserva en el SOL. La administracién exdgena do esta
molécula o de farmacos que facilitan su accién, ocasionan un incremento en el
SOL y un retraso en al SMOR, en ratas y en lmananos. Misntras que moléculas

antagonistas de adenosina (metilxantinas: cafeina, tacfilinas, otc.) reducen el
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suefio. Las concentraciones de adenosina en el cerebro basal anterior se
incrementan durante la vigilia normal y prolongada y disminuyen con el suefio
(revisado en Navarro y cols., 2000},

4.4.8 Acido gama amino butirico (GABA)

El GABA es el neurotransmisor inhibitorio més abundante en el SNC. La
distribucién de neuronas GABAérgicas son localizadas en el hipotalamo, el nicleo
reticular talamico, el drea predptica y el carebro basal anterior (Gritti y cols., 1997),
representan tanto a interneuronas como a neuronas de proyeccion. Algunas de
ellas proyectan hacia el hipotdlamo posterior, donde pueden inhibir sistemas
activadores localizados en esta regién. En el hipotalamo posterior y en el cerebro
basal anterior, la liberacion de GABA es mayor durante el SOL que durante la
vigilia y el sSMOR. Las neuronas GABAérpicas dei hipotélamo y dei cerebro basal
anterior también dan lugar a proyecciones ascendentes hacia la corteza. Se han
descrito interneuronas corticales GABAéSrgicas, que son mas activas duranie el
SOL que durante la vigilia, con lo que queda claro que la transmisién GABAérgica
es fundamental para que ss presente el SOL (revisado en Jones, 2000, Prospéro-
Garcla 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002).

Sus efectos son lievados a través de dos tipos de receptores GABA A
(ionotrdpico) y GABA B (metabotrépico), ambos recaptores participan en la
hiperpolarizacién asociada con los husos de suefio y el receptor GABA A favorece
la generacién de ondas lentas. Los principales agentes sedativos e hipnéticos
utilizados en la clinica, llevan a cabo su accién a través de su unién al receptor
GABA A, como es el caso de las benzodiacepinas.

Se ha observado que las neuronas GABAérgicas del talio cerebral y corddn
espinal, participan en el mecanismo de la atonla muscular, debido a que junto con
la glicina, inhiben las motoneuronas sométicas localizades en et cuemo anterior
espinal, produciendo atonia muscular (Maloney y cols., 2000).
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También se ha mostrado que las concentraciones de GABA son mayores
durante el sSMOR comparado con la vigilia en el NDR y que el musimol, agonista
GABA,, aplicado en ol NDR incrementa el sMOR, miartras que los antagonistas
bicuculing o picrotaxina lo reducen (revisado en Monti & Monti 2000).

4.4.9 Péptidos

En los procesos de la vigilia participan una serie de moléculas de naturaleza
peptidica, tales como: el factor liberador de corlicotropina, e factor liberador de
tirctropina, la sustancia P y la neurotensina. A menudo se colocalizan con
neurctransmisores implicados en la promocion de la vigilia. Las orexinas, también
conocidas como hipocretinas son peptidos que han sido relacionados con la
generacion de la vigilia y la ingesta de alimento, su participacion en la regulacion
del ciclo suefio-vigilia se establece con las observaciones relacionadas con la
narcolepsia, uno de los trastomos severos del sueflo. Sujetos con ésta
enfermedad presentan una desorganizacién del ciclo suefio-vigilia, con ataques de
suefio diurnos, aparicién prematura de sSMOR, paralisis de suefio, alucinaciones
hipnagégicas y cataplexia (atonfa muscular provocada por emociones como risa o
furia). Actualmente se ha propuesto que las neuronas orexinérgicas estan
dirigiendo el tono monoaminérgico y el colinérgico durante el ciclo vigilia-suefio
con una maxima actividad durante la vigilia y una minima durante el SMOR
(revisado en Hungs & Mignot 2001; Torterolo. 2002).

Por otro lado, entre los péptidos que participan en la generacion y
mantenimiento del SOL.,, se encuentran: /a sustancia inductora de suefio (Zoltoski y
cals, 1999), el péptido inductor de suerio delfa (Schoenenberger y Monnier, 1977),
péptidos muramil (Martin y cols., 1984), ias interfeucinas (Krueger y cols., 1984), la
cortistatina, péptido localizado en la corieza cerebral, se ha observado que
suprime la actividad neural , ademas de favorecer la aparicibn de ondas lentas (de
Lecea y cols., 1996). También participan en la aparicion de esta fase del susefio los
opioides endégenos, tales como las encefalinas, las endorfinas y las dinorfinas.
Estas moléculas tienen un papel importante en la modulacion sensorial vy la
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analgesia, lo cual podria ser muy importants en el inicio y mantenimiento del
suefio. Las encefalinas son secrotadas por neuronas de la corteza cersbral y por
neurcnas que se encueniran relacionadas con ef SOL incluyendo el nlicieo del
tracto solitario, el &rea pretptica y of NDR en donde sa colocsiizan con la
serotonina. Asl mismo se ha observado que el LC, promotor de la vigilia, es
potencialmente inhibida por los péptidos opioides y recibe aferencias
encefalinérgicas, el incremento local de péptidos opioides ocasiona una
disminucién de la vigilia y un incremento del SOL.

OtrodelospéptidosqmpuﬁcipmmiaprormdmwSOLulam
as un peptido inhibitorio, que junto con el GABA, a3 liberado por ¢l VLPO, proyecta
hacia el LC y el RD, nlicieos promotores de alerta, y al hipotAlamo.

Otra molécula que participa en la facilitacion del SOL es el factor liberador
de la hormona del crecimiento, es secreiado por las npuronas el hipotdlamo,
estimula la secrecién de 1a hormona del crecimiento en la pituitaria y parece tener
propiedades inductoras de suefio, actuando sobre las neuronas del hipotilamo
anterior y det drea predptica. La secrecitn de ta hormona del crecimiento se lisva
a cabo durante el S8OL, en el primer tercio de la noche (revisado en Jones, 2000,
Prospéro-Garcia 2000 y Pace-Schott & Hobson 2002).

Asimismo, se ha propuesto la participacion de algunos peplidos en la
generacion del sSMOR, uno de slios es la somatostatina, se ha observado que ol
bloqueo de los receptores a este péptido raduce el sMOR ssponténec, asi como
la reduccin de dicha fase de suefio én el periodo de rebote posterior a un pariodo
de privacion, mientras que si se administran antagonistas de estos recaptores en
LC se ocasiona una reduccion en el sSMOR, por lo Gue se sugiers que este efecto
podria estar madiado aunque sea parcialimente por ol sistema noradrenérgico en
el LC (Toppila y cols., 2000). Por otro lado, se ha propuesto que el péplido
intestinal vasoactivo (VIP), denominado as! por haber sido descrito originaimente
en el intestino y posteriormente descrito en el 8NC de mamiferos, s un poterte
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inductor de sSMOR (Riou y cols., 1882). Posteriorments ctros estudios mostraron
que la aplicacién de LCR extraido de gatos privados de suefic MOR a gaios
recipienties inducia sSMOR y dicha induccion era abolida ai ol LCR se pretrataba
con anticuerpos anil-VIP (Jiménez-Anguiano y cols., 1995).

4.4.10 Endocanabinoldes

Los endocanabinboides, via receptor CB1, producen efectos similares a los
que produce la marijuana, tales como somnolencia. La ANA induce un incremento
en SOL y sMOR en la rata, mientrasq.mlaOI_.Esol_oMmmhwmutoenel
SOL (Prospero Garcia y cols., 20Q00). Se revisd con més detalle en la seccion
anterior.

V.  RITMOS BIOLOGICOS Y RITMOS CIRCADIANOS

La frecuencia de los ritmos en ia natwraleza tisne un amplio especiro;
existen ritmos que oscilan una vez por fraccion de segundo (ritmos de actividad
eléctrica neuronal), ritmos que oscilan una vez en varics segundos (ritmo
respiratorio), hasia ritmos que oscilan una vez al afic (ritmo de hibemacion). Los
ritmos més evidentes en la mayoria de los seres vivos son aquellos que oscilan
con una frecuencia cercana a un ciclo por dia. Los héibitos de actividad-reposo,
ingesta de alimento, de agua, etc,, se coordinan con la altetmnancia del dia y la
noche y por lo tanto es de esperarse que algunos procesos fisioldgicos,
psicoldgicos y bioquimicos también cscilen a una frecuencia similer a la del dfa
solar. Estos ritmos se denominan circadianos, de circa: cerca y diano: dfa
(Halberg, 1958), estas oscilacionss varian entre 22 y 28 hrs; dichos ritmos
persisten, al aiglar al organismo de sediales ciclicas en ol ambiente, es decir bajo
condiciones constantes ambientales de Iuz u cacuridad (Rusak B., 1980); cuando
las oscilaciones desaparecen en condiciones de ambierte constans se les llama
fitmos diumos.
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Los ritmos circadianos expresan la organizacion temporal de los procesos
fisioldgicos y conductuales para una o6ptima adaptacion al medio, en particuiar a
los periodos de luz-oscuridad. '

Cuando a un organismo se le deja en libre corrimiento {ocacuridad continua),
8o ha observado que sigue presentando ciertas variaciones y el ritmo de esias
variacionss no es exactamente de 24 hrs, esto implica que tiene un sistema
oscilador que de alguna manera cuantifica el tiempo (Frieeesn y Block, 1884). En
1993 Pittendrigh denominG a este oscilador reloj bloidgico. Este oscilador
endégeno con funciones de reloj intemo es un sistema activo caracteristico de los
organismos vivos, del que depende su organizacion temporal.

iLa ritmicidad que se presenta en ausencia de estimulos extienos indica la
presencia de un marcapasos intermo que genera la sefial circadiana. Mientras que
la correspondencia con los periodos de luz-oscuridad, implica la presencia de
fotorreceptores con conexiones hacia el marcapasos. El mecanismo biolégico que
permite medir ! tiempo en animales superiores paerece residir en los nlicleos
supraquiasmaticos (NSQ) (Drucker-Colin y cols., 1984; Aguilar-Roblero, 1988).

Los nicleos supraquiasmadticos, se localizan en la base del hipotdlamo
anterior, justo por encima de! quiasma Oplico, en posicion ventrolateral al receso
optico del tercer ventriculo (Cassone V., 1988; Moore R, 1973).

En los humanas hay una gran cantidad de perémetros que presentan ritmos
circadianos, ademds del ciclo suefio-vigilia, algunos sjemplos sory, la temperatura
corporal, la cantidad de potasio excretada. Asimismo, se ha observado que la
secrecion de algunas hormonas que tienen una sxpresion circadiana, no depende
del ciclo susflo-vigilia, por ejlemplo el cortisol, 8l cual presenta su méximo pico de
secrecién en la ultimas horas antes de despertar; esia pico se presenta ain
privando a los sujetos de suefio. Por otro lado, hay hormonas cuya secrecién,
depende del ciclo suefio-vigilia, por ejempio la harmona del crecimiento (GH) y la
prolactina. Los méximos picos de secrecion de la GH se cbservan de 1 a 4 hrs,
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después dei inicio del suefio y represantan casi ei 70% de la secracion tolal diaria.
Asimismo, se ha observado que hay receptores que ciclan a |0 largo de las 24 hrs
del dia; por mencionar alguncs ejempios, en 1985 Hoimes y French reportaron
que los recoptores a sarotonina y corticostercides presentan un ritmo clreadiano
on hipocampo. En 1999, Diaz Mufidz y colaboradones observeron que el recepior
a ryanodina presenta una modulacion circédica en SNC de rosdor. En 1882, el
grupo de Wirz-Justice (Kafka y cols., 1982) estudiaron las variaciones diumas de
varios receptores cerebrales: alfa y beta-adrenérgicos, muscarinicos,
benzodiacepinicos, opiécecs y dopaminérgicos; estos estudios los hicieron en
ratas Long-Evans, encontrando variaciones diumas -en todos los receptores
astudiados.

Siguiendo con la misma tendencia, estudios hechos por nuestro grupo,
muestran que la ANA presenta una varacién a lo largo de las 24 hrs, en
diferentes estructuras como: hipocampo, puents e hipotélamo. Tomando en
cuenia unicamente la concentracidon en puents, que es la esiructura que nos
interesa, debido a su relacién con el suefio, observamos que ésta presenta su
mayor concentracion a la 01:00 hrs y su minima concentraciin a las 13:00 hrs
(Murillo Rodriguez y cols., 2001b).

VI PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las ratas, a pesar de que son animaies policiclicos, ol suefo,
principalimente el SMOR, se expresa de manera circadiana, teniando una mayor
duracion en las horas de luz. Datos previos obtenidos en nuestro laboratorio
indican que la ANA, el primer canabinoide endigeno descrito, incrementa esta
fase de suerio al unirse a los receptores a canabinoides CB1. Por otro lado hemos
obsarvado gue la concentracion de ANA en el puente presenta variaciones
diumnas, sin embargo, su méxima concentracion no coincide con la mayor
expresion de sMOR, por lo que nuestro primer interds se enfocd en analizar si la
oxpresion del receptor a canabinoides CB1 presenta variaciones a lo largo de las
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24 hrs. del dia y a su vez si dicho perfll coincide con la duracion de sMOR.
Ademéas nos Interesamos en estudlier si la expresion del receptor CB1 se ve
maodificada al aiterar el ciclo susfio vigilia. Con asio, estariamos analizando a otro
nivel la relacion del sistema de endocanabinoides con el suefio.

Vi HIPOTESIS

- La expresién del recepior a canabinoides CB1 presenta una variacion
a lo largo de las 24 horas del dia que astd asociada al ciclo suefio-
vigilia.

Vil OBJETIVOS

8.1 Objetivo General

Determinar si la expresion de los receptores a canabinoides CB1, presenta
variaciones a o largo da las 24 hrs de! dia y analizer si ésta se altsra modificando
el ciclo suefio-vigilia.

8.2 Objetivos especificos

a)  Analizar la expresion a nivel de proteina y RNAmM del CB1 a lo largo
dolas24horaadeldlaenpuentedomu

b)  Analizar el efecto de la privacién de suefio total y de la privacién

selectiva de sSMOR sobre la expresion del recepior CB1-en el puente
de rata, a nivel de proteina y RNAM,
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IX. METODOLOGIA
9.1 Sujetos experimentales

En todos los experimaentos se utllizaron ratas macho adultas, de la cepa
Wistar, con un peso entre 250 y 300 g, al inicio del experimento. Se mantuvieron
en un ciclo constante de luz/oscuridad 12/12 (luz encendida a partir de las 8:00
AM), con agua y comida ad libitum.

9.2. Variaclones diumas

Para observar las variaciones del recaptor a canabinoides CB1 a lo largo de
las 24 hrs. del dia, se sacrificaron 78 ratas, por decapitacién, sin maniputacion
alguna, a diferentes horas del dia; 09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00 y 05:00, 10

ratas por punto para analizar el recaptor CB1 aniveldeprdeimytresratu para
analizar el CB1 a nivel do RNAm.

9.3 Privacién de susiio
9.3.1 Privacién de suefio total por 24 hrs

Para analizar si la exprasion del receptor a canabinoides CB1 se modifica al
alterar el cicio suefio-vigilia; se manipularon ratas en grupos de § durante una
semana por el experimentador quien las privd de suefic. La privacitn 38 hizo por
manipulacion gentil, es decir acicalandolas y sosteniéndolas y al primer indicio de
suefio se les desperiaba,

Se privaron 22 ratas macho, Wistar de suefio total mediante manipulacion
gentil durants un periodo de 24 hrs (21:00 — 21:00 hrs), suministréndoles agua y
comida ad libtum. Posteriormente a 12 de estas ratas 89 les permilid un rebote de
suefio, el cual consiste en que una vez que se privan de suefio total, se les deja
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dormir durante dos horas, separadas individuaimente. Todas les ratas incluyendo
11 controles fueron sacrificadas por decapitacién s las 21:00 hrs. ‘

9.3.2. Privacion selectiva de suefio MOR

Asimismo, se privaron sslectivaments de susiio MOR a 12 ratas, por medio
del método de florero invertido, el cual consiste en colocar a la rata en una
plataforma de 7.5 cm de diametro, elevada 4.5 cm, rodeada de agua. Este método
se basa en que las ratas al entrar a la fase de sMOR presentan atonia muscular y
por lo tanto caen al agua y se despiertan, por o que pueden tener SOL pero no
sMOR; durante un periodo de 24 hrs (21:00-21:00) suministrandoles agua y
comida ad fibitum. Posteriormente a 6 de estas ratas 90 les permitid un rebote de
suefio de dos horas (19:00-21:00 hra.) De la misma forma, todas \as reias
incluyendo seis controles de caja, es decir sin privacion de suafio, se sacrificaron a
las 21:00 horas.

Como sabernos toda manipulacion provoca estrés por lo que utilizamos
como controles de estrés a 12 ratas en las mismas condiciones a las de privacion
de sMOR, a diferencia de que en este caso se wutilizaron pistaformas de 17.5 cm
de diametro, con lo cual aseguramos que tuvieran el mismo grado de eetrés por
las condiciones de privacion, que las de plataforma chica pero con todas lsa fases
del ciclo suefo-vigilia.

9.4 Obtencitn de tejidos y preparacién de muestras
De cada una de las ratas los cerebros fueron inmediatamente disectados,

separandc el puente de cada uno de ellos. Los tejlidos fueron preparados para
realizar un andlisis de western blot o un andlisis de RT-PCR.
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8.5 Cuantificacién del CB1

8.5.1 Cuantificacién de la proteina

Para analizar la expresién del receptor CB1, los tejidos fueron
homogenizados con un amortiguador formado por fosfatos (PBS), adicionado con
inhibidores de proteasas aprotinina y PMSF, utilizando un sonicador de ultrasonido
(ultrasonic homogenizer 4710). Posteriormente se centrifugd (600 xg, 10', 4°C), se
deseché el primer precipitado. El sobrenadants ss sometid a una segunda
centrifugacion (39,000 xg, 15', 4°C). De este sagundo sobrenadante se tomé una
muaestra (5ul), y del precipitado una muestra de 2l para realizar una cuantificacion
de concentracion protéica por el método de Lowry (Lowry y cols., 1851).

Electroforésis con gel de poliacriiamida con 8DS (8D8- PAGE)

Se prepard un gel de poliacrilaimida al 12% adicionado con SDS (Laemmii,
1970) Se mezcld una cantidad correspondiente a 15 pg de proteina, de cada una
de las muestras, con amortiguador de proteinas 2x, a una dilucién 1:1. Se
utilizaron esténdares de pesos moleculares (GIBCO BRL), los cuales junto con las
muesiras se calentaron a 95°C durante 5 min y se centrifugaron a 10,000 r.p.m.
durante 10 min. La electroforasis se coimid en un gel de 0.75 mm, a 150 V, hasta
que el frente de corrida llegd a aproximadamente 5 mm del borde inferior del gel,
aproximadamente 2 hrs.

inmunoelectrotransferencia

El patron de proteinas obtenido se ftransfirid a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). La
transferencia se llevd a cabo a 100 Volits, durante una hora en una camara de
transferancia hiimeda. La membrana de nitrocelulosa fue cortada en tiras,
comesporxlientes a cada una de las muestras corridas en of SDS-PAGE; éstas

tiras se incubaron en una solucion blogueadora durante 30 min (PBS, Tween 3%,
4
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leche libre de grasas al 10% y suero normal de cabra al 2%) con la finalidad de
bloquear sitios inespecificos. Cada tira se dlvidié en dos; una se incubd con suero
normal de consjo (1:1600) y la otra 88 incubd con el primer anticuempo anti-CB1
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Mi, USA) (1:1800), toda la noche a 4°C.

Al dia sigulente se hicieron tres lavados con PBS-Tween, 5 min. cada uno;
se hizo una incubacién con un segundo anticuerpo (IgG perceddado antl conejo
hecho en cabra) (1:2000) durante una hora, a temperatura ambiente (TA). Se lavd
nuevamente con PBS-Tween durente 5 min. La reaccién antigeno-antiCB1-
antiigG fue reconocida adicionando el sustrato Piaminobencidina (DBA) (0.5
mg/mi en PBS, més 0.3 p/ml de peroxido de hidrdgeno, al 30%), la DBA es
oxidada por la enzima peroxidasa, permitiéndonos deteciar la- presencia de
receptores a cansbinoides CB1. La densidad de las bandas fue analizada
utilizéndole software de Quantity One (Bio-RAD Laboratories, Hercules, CA, USA).

9.5.2 Cuantificacién del RNAmM

Extraccion del RNA total

Para detectar los cambios en la expresion del RNAmM del CB1, se exirajo el
RNA total utilizando el método del TRIZOL (Life Thecnologies, Rockville, MD,
USA). En breve, 100 mg de tejido fueron homogenizados en 1 mi de TRIZOL, se
le agregaron 200! de cloroformo y se mezclaron en un virtex. Posteriorments se
centrifugaron a 12,000 x g durante 10 min. Se le agregd 0.5 mi de isopropancli a la
fase acuosa para precipitar el RNA total. Este se lavd con etanol, se cuantificd por
UV y su integridad se analizd en un gel de agarosa al 1%.

Ampiificacién del RNAmM (RTPCR)

Dos ug de RNA, fueron transcritos en reversa utilizando el sistema One
Step System (Life Technologies), basandonos en las recomendacionas del

{abricante, tratando previaments a las muestras con DNAsa, libre de RNAsa en
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una solucién amortiguadora (1U en 10 i), por 15 min a temperatura amblents,
con la finalidad de eliminar ol DNA que pudiera interferir en la ampiificacién del
* RNAm. Se le adiciond 1 ul de acido etilen-diamino-tetraacético y ee calents a 65°C
por 10 min, para detener la reaccidén. Se llevé a cabo la transcripcién inversa y
amplificacién por la reaccién en cadena de la polimerssa (RT-PCR) utilizando una
mezcla de enzimas en 25 pi de amortiguador 2X (0.4 mM de dNTP y 2.4 mM de
MgSQ4): 1 ul de Transcriptasa reversa, MgCl v Teqg-polimerasa (ONE-STEP,
GIBCQO), as! como oligonuclestidos especificos para ia retrotranscripcion y
amplificacion del mensajero del receptor CB1 (Primer antisentido). 5'-cat cat cat
cca cac gic ag-3' y el primer antisentido: 5-alg cig ttg tct aga gge g3 que
corresponden a las regiones 1103-1122 y 1413-1432 del RNAmM dei CB1 (Matsuda
y col., 1990). A 33 ciclos, desnaturalizacion: 45 s, 84°C, alinsacion: 45 8, 53°C y
elongacion: 1 min, 72°C, tal como fue descrito por Porcella y cols., 1998, Para
asegurar la calidad del RNA también amplificamos cONA de Ciclofilina, utilizando
primers 5'-aga cgc cge {gt cic tit teg-3' y 5'-cca cac agt cgg aga tgg tga tc-3', como
fue descrito previamente por Aceves y col, 1989,

9.8 Andlisis Estadistico

Los resultados son reportados coma valores promedio t ermor esténdar. Las
diferencias significativas fueron obtenidas mediante anslisis de ANOVA de una

cola, prusba post hoc de Bonferroni; considerando una p<0.05 como
estadisticarnente significativa.
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X. RESULTADOS
10.1 Deteccién y cuantificacion dal receptor CB1.

Estandarizamos la técnica de inmunoelectrotransferencia, con la cual
evaluamos semicuantitativamente la expresion dal receptor CB1 en el puents de
rata. Se varié la cantidad de proteina utilizada, se probaron diferentes condiciones
de biogueo, se vari6 la concentracion de los dos anticuerpos ikzados, asi como
ol tiempo de incubacién de los mismos y el tiempo de revelado. Ademsés de que 86
probaron las diferentes fracciones obtenidas taiss como el primer precipitado (P1),
el segundo precipitado (P2) y el segundo sobrenadante (Sn2), para saber si la
proteina del receptor que estamos analizando o8 proteina de membrana (P1 y P2)
o prateina soluble {(Sn2).

Quedando la técnica estandarizada en las siguisnies condiciones:
- Proteina 15 ug
- Blogueo Leche Nestie-Svetty al 10%, 30 min.
- 1er anticuerpo  Anti CB1, hecho en consjo, {1:1600), 12 ws. 4°C
- 2° anticuerpo AntilgG peroxidada, hecho en cabra, (1:2000), 1 hr,TA
- Revelado DAB (150 pg);.1 min, TA.

10.2. Detsccién y cuantificacién del RNAm del receptor CB1

Para realizar un andlisis semicuantitativo dei RNAmM del recptor CB1 se _
utilizaron 2 g de RNA total, los oligonuciectidos descritos por Matsuda y col en
1990, y los reactivos recomendados por el fabricante, Variamos la temperatura de
alineamiento, asi como el namero de ciclos de la amplificacién por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Ademés afladimos un tratamiento con DNAsa
para evitar que al DNA presente en las muesiras pudiera alterar los resyitados.
También inciuimos como control la amplificacidn de una mgidn de! RNAM de la
ciclofilina
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10.3 Expresién diuma del receptor CB1 en puente de rata a nivel de
proteina.

El anti CB1 policional reconocié una banda prominents a una movilidad
relativa correapondiente aproximadamente a 53 kd, basdndonos en los esténdares
de pescs moleculares utilizados (GIBCO, BRL), Ia cual cofmesponde & peso
reportado para el recepiores a canabinoidaes CB1. Esta banda desaparece cuando
el anticuerpo previamente fue incubado con el péptido usado para elaborario
{Cayman Chemical Co.), con lo que se determing la especificidad del antiCB1.

Se obtuvo el patron de proteinas inmunoreactivas antiCB1 del
sobrenadante obtenido del homoganado de puenie de rata, a diferentes horas del
dia. En la Fig 1A, se muestra un Westem biot representativo. En cada uno de los
carriles (1-6) se observa el resuliado de la reaccion antigeno-anticuerpo tratado
con anti-CB1 (a), y con suero normal de consjo (b) el cual fue nuestro control
negativo. :

No se detectaron bandas usando el suero normai de conejo a la misma
dilucién. (1:1600).

En la figura 1, se observa que la expresion de los receplores a
canabinoides CB1, mueastra una varacion diuma en puents, siendo mayor la
axpresion a las 13:00 hre y menor a la 01:00 de ia mafiana. En general los vaiores
méximos son detectados durante el periodo de iz

Este mismo analisis se realizd en 10 individuos por cada :una de las
diferentes horas y las bandas correspendientes a los 53 Kd fueron analizadas
densitométricamente para obtener las diferencias estadisticas entre cada grupo,
las cuales se muestran en la fig. 1A, donde observamos los valorss promedio

32



Maring Mapsine Virgm, o84

obtenidos por sl anédlisis densitométrico (n=10), Indicando una diferencia pequefta
pero significativa, de cerca del 5% entre las 13:00 y las 01:00 hrs.

10.4 Expresion diuma del receptor CB1 en puents de rata a nivel de
RNAm.

Al usar el RT-PCR para analizar las variaciones del RNAmM del CB1 a las
mismas horas a las que fue analizada la proteina, observamos que la cantidad de
RNAmM presenta una variacion diuma (Fig. 2a), la cual esid desfasada con
respecto a la cantidad de proteina observada. Al analizar densitométricaments,
cada uno de los fragmentos correspondienties al RNAmM tenemos que el méximo
de la cantidad del RNAmM lo observamos a las 21:00 hrs y ¢ minimo a las 9:00 hre,
presentandose una diferencia de casi el 15% en ambas horas (Fig. 2b).
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Fig. 1. Efecto del ciclo luz/oscuridad sobre la expresién del receptor CB1. (A) Fotografia representativa
del Western blot del CB1 en puente de ratas a diferentes horas del dia, la letra (a), corresponde a la
reaccién antigeno-anticuerpo con el anticuerpo anti-CB1 (1:1600) y Ia letra (b) la reaccidn con el suero
normal de conejo preinmune a la misma concentracion. (B) Las barras representan el promedio + e.e.
de la densitometria obtenida de la banda de 53 kd en 10 Individuos por punto, cbsérvese un
incremento estadisticamente significantivo, a las 13:00 hrs vs las 01:00 hrs; P<0.05. (C) Valores a partir
de los cuales se construyd la figura B. Las medias con letras diferentes son significativamente

diferentes.
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Fig. 2. Efecto del ciclo luz/oscuridad sobre la expresion del receptor CB1 a nive! de RNAmM.
Amplificacién del RNAm del CB1 en puenie de ratas a diferentes horas del dia (A) Fragmentos del PCR
de un gel tefiido con bromuro de etidio. El panel superior corresponde al receptor CB1 y el inferior a
ciclofilina, utilizada como control. (B) Las barras representan el promedio + e.e. de la densitometria
obtenida de un negativo del gel teflido con bromuro de etidio, obsérvese un Incremento (significativo,
estadisticamente) a las 21:00 hrs; P<0.05. (C) Valores a partir de los cuales se construyé la figura B.
L.as medias con letras diferentes son significativamente diferentes.
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10.5 Expresién del receptor CB1 en pusnte de rata con privacién de
suefio total durante 24 hws y 2 hrs de rebote.

Observamos la expresion inmunoreactiva del recsptor CB1 en puente de
ratas en tres condiciones: controles (C), es decir, ratas con comida, agua y suefio
ad libiturn; ratas privadas de suefio total por 24 hrs (P) y ratas con privacién de
suefio total por 24 hrs, méas un rebote de 2 hrs {R). Es decir que al final de la
privacion se les permitié dormir ad kbitum.

Obtuvimos una mayor expresion del recepior CB1, en |as ratas con rebote con
respectv a las ratas control y a las privades, siendo este resultado
estadisticamente significativo (p<0.05), es decir la privacion de suefio total por 24
hrs, no modifica la proteina del CB1 significativaments, sin embargo el rebote de
suefio Incrementa dicha expresion (Fig. 3).

10.6 Expresion del RNAmM del receptor CB1 en puente de rata con
privacién de suefio total durante 24 hrs y 2 hrs de rebote.

Por otro lado, medimos la cantidad de RNAmM en los puentes de ratas con
privacion total da suefio de 24 hrs y rebote de susfio de 2 hrs. Obsarvemos que la
cantidad de RNAm, disminuye después del rebote con respecito a las ratas
coniroles y a las privadas, en contraste con la cantidad de proteina det CB1 (Fig.
4),
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F13.3 Efecto de [a privaciin de suefio total por 24 hrs y del rebots de susiio de dos horas sobre la
expresiin de la proteina del recepior CB1. (A) Folografia del ensayo de Western bt del recaplor CB1,
on puenis de ratas confroles (C), privadas de suefio total por 24 brs (P) y privades de seefio fotsl por
24 hrs, més dos horas da rebole de susfio [R}. (B) Las barrse representan ics valores promedie + e.0.
de la deneitomeirfa obbenids de la bands de 53 Kd. La privacidn de suefio total, no afecta la expresida
de la proteina del CB1, en contrasts, ¢ rebote da susfic locrementa significativamente dicha
sxpresién. *P<0.04. (C) Valorss & partir de ios cusales se construyd la figura 8. Las medias con letras
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€B1

"u““*“_wwﬁw cYc

Unidades da densitometria
g 2

CONTROL MIVADO REBOTE

CB1
Unidades do deneitomeiria 183.4 1+ 7.3a 178.01+8.2a 142.31:3.21

FiG. 4 Efecio de a privacion de susfio total por 24 hrs ¥y rebota de seelio de 2 hrs 200re ol RNAm del recapior
CB1{A) Fragmentos del PCR del gel iefiido con bromuro de eotidio, del pusnie de ratas coniroles (C), privadas
de suefic tolal por 24 hre (P} y privacias 24 hre, mis dos horas de rebole de saefio (R). B panel superior
ocorresponde of receplor CB1 y eof Infarior a ciciofllina, wtiizada como cowirol. (B} Resulindo de e
densitomelria oblsnida de wn negativo dal gel tefiido com bromuro de siidio, cbeirvese un inoremento
significativo estadisticaments en ol grupo de rebols; *P<iL88. {C) Yalores a pariir de loe ouales se construyd
la figura B. Las medias oon lsiras difersnies son signifiostivarmenis diferenins.
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10.7 Expresién del receptor CB1 en ol puente de rata privada ssiectivamente
de sMOR durants 24 hrs y tras ol efecto de rebote de suelio por 2 hrs.

Observamos la expresion det receptor CB1 en puents de ratas en tres
condiciones: controlas {C), ea decir, ralas con comida, agua y suefio ad iunr,;
ratas privadas de sMOR por 24 hrs (Privadas piataforma chica: P-Pch) y ratas con
privacion de SMOR por 24 hrs més rebote de suefic da dos horas (Rebote de ratas
privadas en plataforma chica: R-Pch). Como habla mencionado anteriormente la
manipulacién al privar de sSMOR a las ratas induce estrés, por esta razén incluimos
grupos de control de estrés (privados con plataforma grande (P-PG) por 24 hs v
privados con plataforma grande mas rebote de 2 hrs (R-PG). Estos grupos
consisten en ratas mantenidas en |as mismas condicionas que las privadas de
SMOR, por ol método de florero invertido, pero en las que la plataformas es de
mayor didmetro con la finalidad de que las ratas puedan dormir en todas sus
etapas de suefio. Con esto aseguramos que los resutiados obtenidos sean por la
privacion de suefio, més no por el esirés que ésta ocasiona. -

Nuestros resultados indican que la privacion de sMOR por 24 hrs no afecta
la expresion del receptor CB1, la expresién de la proteina es muy similar tanto en
las privadas de SMOR como en las controles de estrés, sin embargo observamos
una mayor expresion de dicho receptor en las ratas con rebote de sSMOR por dos
hrs, siendo este resultado estadisticamente significativo (p<0.05). En los grupos de
control de estrés no hubo cambios significativos en la expresiGn del CB1, por lo
que el incremento observado en el rebote, posterior a la privacion del sSMOR,
podemos atribuirio exclusivamente al efacto del suafio y no al estrés (Fig. 5).
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% DE INMUNOREACTIVIDAD
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CONTROL PRIVADO REBOTE
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- reacvidad P-PCh P-PG R-PCh R-PG

100.0. +36.1 150 .01+20.03a 17219+ 3533 b| 244.51+29.65¢ 125+30.15ab

FIG.5 Efecto de la privacién selectiva de sSMOR por 24 hrs y del rebote de suefio de dos horas sobre
la expresién del receptor CB1. (A) Fotografia del ensayo de Western blot del receptor CB1, en puente
de ratas controles (C), privadas de sMOR por 24 hrs {P-PCh), control de estrés de privacién (P-PG),
privadas de sMOR por 24 hrs, en plataforma chica, méas dos horas de rebote de suefio (R-Pch) y
control de rebote (privadas de sMOR por 24 hrs, en plataforma grande, mis dos horas de rebote de
sueho) (R-PG) . (B) Valores promedio de la densitometria obtenida de Ja banda de 53 Kd. La privacién
de sMOR, no afecta la expresion de la proteina del CB1, en contraste, el rebote de suefio incrementa
significativamente dicha expresidn. *P<0.05. {C) Valores a partir de los cuales se construyé la figura B.
Las medias con letras diferentes son significativamente diferentes.
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10.8 Expresion del RNAM del receptor CBY en pusnte de ratas oon privacion
de sMOR por 24 hrs y ratas con rebote de suefio por 2 hrs.

Al medir la cantidad de RNAM en el puents de ratas con privacién selectiva
de SMOR por 24 hrs y ratas con rebota de suefio de 2 hrs, observamos que el
RNAm disminuye después del rebcte con respecio a las ratas controles y a las
privadas, en contraste con la expresién del receptor CB1 (Fig. 8). En los controlas
de estrés no hay cambios significativos.
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C P-PCh P-PG R-PCh R-PG
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196.0+24a 188 .0+23 a 197.0£24 a 178 0+6.2 b 187.0+10a

FIG. 6 Efecto de la privacién de sSMOR por 24 hrs y rebote de suefio de 2 hrs sobre el RNAm del
receptor CB1{A) Fragmentos del PCR del gel tefiido con bromuro de etldio, del puente de ratas
controles {C}, privadas de sSMOR por 24 hrs {P-PCh), control de estrés de privaclén (P-PG), privadas de
sMOR por 24 hrs, en plataforma chica, mas dos horas de rebote de sueflo (R-Pch) y control de rebote
{privadas de sMOR por 24 hrs, en plataforma grande, mas dos horis de rebote de suefio) (R-PG). El
panel superior coftesponde al receptor CB1 y el inferior a ciclofilina, utilizada como control. (B)
Resultado de [a densitometria obtenida de un negativo del gel tefiido con bromurc de etidlo, cbsérvese
un incremento significativo estadisticamente en el grupo de rebote; “P<0.05. (C) Valores a partir de los
cuales se construyé la figura B. Las medias con letras diferentes son significativamente diferentes.
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XI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Hay en dia, la funcién del sistema de endocanabinoides no se ha
esclarecido completamente. Sin embargo al describir las variaciones diurnas que
presenta su recaptor estamos contribuyendo en el entendimiento de la funcién de
dicho sistema. Nuestros datos indican que tanto el receptor CB1 como su RNAm,
son expresados bajo un patrén de variacidn diurna en puente de rata, exhibiendo
la proteina una mayor expresion durante la fase de luz, mientras que el RNAm
presenta un maximo en las horas de oscuridad.

No es sorprendente encontrar variaciones diumas en el receptor CB1, en el
sentido de que muchos otros receptores presentan una variacién a lo largo de las
24 hrs del dia; por ejempla, los receptores dopaminérgicos (Naber y cols., 1981,
Wirz-Justice, 1984 y Torner y cols.,, 1998). A pesar de que la mayoria de los
receptores expresan cambios mucho mas conspicuos que aquellos que
reportamos para el CB1, ia variacion en dicho receptor, creemos que es suficiente
para inducir cambios fisialogicos. Asi contribuye potencialmente en los efectos
conductuales provocados por los canabinoides via dicho receptor. Por lo que
podriamos decir que estamos ante un sistama muy sensible capaz de registrar
cambios minimos en su receptor para modular una conducta dada.

Al comparar la expresion del RNAm del receptor CB1 con la proteina,
observamos que hay un desfasamienic de aproximadamente 16 hrs. Se han
encontrados resultados similares para |a vascpresina y su RNAm; los niveles del
péptido son altos durante la mafana (Tominaga, 1992), mientras que Ics niveles
del RNAm son altos en |a tarde (Burbach, 1988). Por otro lado, se ha reportado un
tipo similar de desfasamienio entre los niveles del RNAmM y la proteina de la
acetilcolintransferasa (ChAT)(Greco, 1999). Los niveles de RNAm de la ChAT, en
el cerebro basal, fueron menores durante la vigilia y altos durante el SMOR. En
contraste la cantidad de la proteina en la misma estructura fue mayor durante la
vigilia que durante el suefio.
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En las ratas, a pesar de que son animales poticiclicos, el suefio, principalmante
el sueiio MOR, se expresa de manara circadiana, teniendo maycr duracién en las
horas de luz (Méndez-Diaz y cols.,, 1989), o cual concuerda con la mayor
expresion del receptor CB1, es decir que. la méxima expresion del recepior CB1
corrasponde con el periodo méximo de sSMOR, Detos previos obtenidos en nuestro
laboratorio indican que la ANA, incrementa esta fase de suefio al unirse a los
recaeptores a canabinoides CB1 (Murillo y cols., 1988). Por otro lado hemos
aobservado que la concentracion de dicha molécula en el puenta de rata presenta
variacicnes diumas con un méximo nivel durants la fase de oscuridad (Murillo y
cols., 2001b), sin embargo, su méxima concentracidn no coincide con la mayor
expresion de sMOR, ni con la mayor expresién del receptor CB1, sino més bilen
esta relacionada con niveles bajos del receptor, lo cual podria indicar que hay una
regulacion hacia la baja del receptor, inducida por e ligando, o blen tal
coincidencia puede ser el resuttado de los cambios inducidos por los mecanismos
del suefio,

La variacion de la expresion del receptor, concuerda con datos previos
obtenides en nuestro grupo, indicando que el efecio de la administracion de ANA
sobre el suefio depende de la hora de la administracion. Se ha observado que la
ANA produce un decremento en la cantidad de sMOR a las 13:00 hrs, cuando los
receptores CB1 esién més expresados e incrementan esta fase de susfio a ia
01:00 hr, cuando los receptores son méas bajos (Quiroz y cols., 2002).

Nuestros resultados indican que la privacién de syefio total, no afecta la
expresion del receptor CB1 ni sus niveles de RNAmM. Sin embargo, el rebote de
susfio incrementa significativamente la expresién del recepior CB1, mieniras que
decrece ligera pero significativamente su RNAm. Varios reportes han mostrado
que el receptor y su RNAmM no presentan una conducta paralela. Por ejemplo, se
ha mostrado que la exposicion a largo término de AS-THC, produce un
decremento en la union al receptor CB1 en varias sstructuras cersbraies, mientras
que no se observan cambios en su RNAmM (Romero y cols., 1968). Parace ser que
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la expresién del receptor CB1 estd modulada por la vida media de la proteina y
por su sintesis. No podemos descartar que sl incrementc de la proteina, visto sn el
rebote, sea debido a una disminucién en la degradacion del receptor y no a un
incremento en su sintesis.

Retomando, las ratas que fueron privadas de suefio total por 24 horas, se
ies permitid un rebote de suefic de dos horas en su periodo activo (21:00 hre),
momento en el cual presentan menor expresién de! receptor CB1 y una alta
expresion en su RNAm. Con los resultados dei rebote de suefio observamos que
esta expresion de! receptor fue revertida, en ambos niveles. Asimismo
observamos que la expresion del receptor CB1 por e rebote de suefio fue cinco
veces mayor que los cambios esponténeos obtenidos durante ias 24 hrs del dia,
por lo que podriamos sugerir que la expresion del receptor CB1 se dispara durante
el suefio y por lo tanto los endocanabinoides podrian estar regulando alguna
funcién cerebral que se presenta mientras el sujeto ssta dormido.

En nuestro grupo hemos comprobado que la privaciin de sMOR por un
periodo de 24 hrs, incrementa el tiempo tctal de sMOR durants el periodo de
rebote de suefio, el cual es prevenido por o) SR141718-A (L. Navarro y cols.,
2003).

Con los resultados obtenidos de la privacién selectiva de sMOR,
observamos que dicha manipulacion no tiene efecto per se sobre la expresion del
receptor CB1, ni a nivel de proteina ni de RNAm. Sin embargo, durante la fase de
rebote de suefio se incrementa la expresion de dicho receptor a nivel de proteina y
disminuye su RNAm significativamente. Esie resuitado indica que dichos cambios
se deben més bien al rebote de sSMOR, més que al rebote de SOL.

Finalmente, sabsmos que cualquier tipo de privacidn de suefio, inclusive
cualquier manipulacion de la rata ocasiona cierto grado de esirés (Ledoux y cols.,
1996). El estrés provocedo por la privacion de suefio podria estar alterando la
funcién de los diferentes mecanismos en el SNC, como podemos obeservar en
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nuestros resultados de privacion selectiva de sMOR (Fig. 5, psnel B), el control de
estrés para la privacion (P-PG), provoca un aumento significativo en la expresion
del receptor CB1. Sin embargo, los controles de esirés durante e rebote de susfic
(R-PG) descartan que las variaciones observadas on la expresion del receptor
CB1, sean debidss al estrés que el método ocasiona, baséndonos en que la
expresion del receptor CB1 en el control de estrés (R-PG) no es diferente
significativamente ni al grupo de ratas privadas (P-PG) ni al control (C), por lo que
atribuimos que la mayor expresion del receptor CB1 durante el rebots se debe a la
mayor cantidad de sSMOR presentada durante dicha fase.

Datos previos de nuestro grupo indican que los endocanabincides modifican
el ciclo suefto-vigilia (Murillo y cols, 1998),yq1.nddioofocbesmediadoporol
receptor a canabinoides CB1 (Murillo y cols, 2001). Los resultados aqul
presentados fortalecen dicha hipétesis, debido a que sefialan que los estados de
vigilancia tienen un efecto en el sistama de endocanabinoiies modificando la
a:q:rasiéndeimoeptorCBLAslptm.venmqmrnymmmlada\meel
sistema de canabinoides enddgenos y l0s estados de vigilancia.

Hasta ahora conocemos la expresion del receptor CB1 durante las 24 hrs
del dfa, la variacién diuma de algunca de sus ligandos enddgenos, entre eflos la
ANA, como aitera dicha molécula el ciclo susfio-vigitia (incrementando el SOL2 y
el sSMOR a expensas de la vigilia, en la rata), también que dicha molécula decrace
la cantidad de sMOR a las 13:00 hrs, cuando los receptores CB1 estén mas -
expresados e incrementan esta fase de suefio a la 01:00 hr, cuando ko3 receptores
son més bajos, entre otras cosas. Sin embargo nos faliarfa por conocer gran
parte de como funciona el sistema de canabincides enddgenos, por ejemplo como
se encuentran los niveles de los ligandos enddgencs cuando se altera el ciclo
suefio-vigilia, por privacion total de suefio y/o por privacién selectiva de sMOR; |a
funcionalided de los receptores CB1, baséndonos en que la presencia del figando
s ha reportado que provoca una regulacion a la baja, es decir un decremento en
la unién al receptor CB1, sin presentar cambios en su RNAmM (Romero y cols,
1998) o bien inducen internalizacién del racepior sin allarar ¢l nimero de
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receptores, asi como también se ha cbservado que provocan desensibliizacion
(Rinaldi y cols., 1998 y Hsie y cols., 1889), pero toda esto 88 en prasencia del AS-
THC y de agonistas sintéticos, sin embargo no se conoce qué estd pasando con
los ligandos enddgenos, io cual serfa muy interesante saber para conocer mas
acerca del sistema de canabinoides endégencs y su participacion en el suefio.

A pesar de que falta mucho por conocer, nuestros resultados nos permiten
posh:laralsistemadpcanabhoidaaendégermmmgthduuymmu
de los estados de vigilancia

X, PERSPECTIVAS

An queda mucho por investigar acerca de! sistama de endocanabinoides y su
funcién sobre el suefio. Con los resultados obtenidos durante este trabajo y por
trabajos previos tanto en nuestro grupo como en otros grupos, es muy probable
que los canabincides enddgenos estén participando en la generacidn y
modulacién del suefo, via el receptor CB1.

Basicamente, se necesitarfan hacer inmunohistoquimicas e hibridaciones in
situ a las diferentes horas del dia y con privacién de suefio MOR, para detectar
cuantitativamente los cambios en el receptor a canabinoides CB1, en otras
estructuras relacionadas con suedio.

Hasta ahora sabemos como es la expresion de los receptores a lo largo del
dia, como varia ésta al alterar el ciclo suefio-vigilia, pero no sabemos si & receptor
es funcional, por lo que se necesitarfa hacer sstudios de union de! ligando
(binding). Asimismo se necasita medir la cantidad de AMP ciclico en diferentes
condiciones: a lo largo de las 24 hrs del dia o més especificamente en los dos
puritos del dia donde encontramos las principales diferencias en la exprasion del
receptor CB1, es decir a las 13:00 hrs y a las 01:00 hrs; medirio en privacién
selectiva de sSMOR por 24 hrs y en privacion selectiva de sSMOR més dos horas de
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_rebcte. Recordando de Gue se trata de un receptor Metabolrdpico que estd
acoplado a una proteina G y al activarss inhibe la AC y a su vez la conversin de
ATP a AMPc, por lo que la cantidad de AMPc encontrado nos daria una idea de su
funcionaiidad.

Podria ser interesante también estudiar su colocalizacion con otros
recoeptores, por medio de inmunohistoguimica de fluorescancia, por ejempio con
los muscarinicos, especificamente el M1 y el M4 con base a que sabemos que la
ANA se pega ademés de ios raceptores CB1 a los receptores colinérgicos,
especificamente a los muscarinicos M1 y M4 (DI Marzo, 2001) y asi saber si los
endocanabinoides estédn actuando sobre sustratos especificos neuroanatomicos,
responsables de la generacion del sMOR. |

Como sabemos éste sistema estd ampliaments distribuido en el cerebro,
por lo que se involucra en una gran cantidad de conductas, lo cual aumenta la
gama de estudios que se podrian seguir realizando en torno a dicho sistema para
oonooeracemadeloanmdmefadosqaeprmondorwﬁm.hmm
funciones tales como el suefio, la conducta sexual, procesos vitales como es la
ingesta de alimento y el aprendizaje, asi como la reguiacion de la temperatura y la
percepcién del dolor.
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Estancia:

Durante el doctorado realicé una estancia en ei laboratoric de Cellular
Neurophysiology, National Institute of Health (NIH), National institute on
Drug Abuse (NIDA), Baltimore, Maryland, U.S.A., de Enero a Junio del 2003, en
la cual tuve un entrenamiento basico en la preparacién de cortes de cerebro,
entrenamiento en la técnica de inmunchistoquimica, a nivel de microscopia de luz
y de fluorescencia, preparacion de muestras para microscopia electronica. Asi
como también aprendl a realizar diferentas modalidades de la técnica de
hibridacién in situ, con lo cual mi visién sobre el abordaje de los diversos cambios
en el sistema nervioso central se ha ampliado grandemente. Parte de lo realizado
durante esta estancia fue realizar inmunchistoquimicas e hibridacion in siu de
cortes sagitales y coronales de cerebros de rata para detactar la presencia del
receptor CB1 (Figs. 7, 8,9, 10, 11y 12).
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Fig. 7 Corte sagital de cerebro de rata, técnica de inmunohistoquimica para la
lecalizacién de la proteina del receptor a canabinoides CB1. Cada uno de los
recuadros infericres corresponde a un aumento {(20x) de diferentes zonas del
cerebro, donde podemos observar la cantidad variable del receptor CB1.

Cx Q = Corteza QOccipital, Cx F = Corteza Frontal, PC = Putamen Caudado,

GP = Globo Palido, Hp = Hipocampo, Ac = Niacleo acumbens,

T olf = Tracto olfatorio, SN = Sustancia Negra, Cer = Cerebelo,

Pte = Puente.
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Flg. 8 Corte sagital de cerebro de rata, técnica de hlbridacién in situ, para la
localizacién del RNAmM del receptor a canabinoides CB1. La coloracién de azul a
rojo Iindica de menor a mayor cantidad de RNAm respectivamente. Obsérvese la
cantidad variable del recaptor CB1 en las diferentes zonas del cerebro.

Cx O = Corteza Occipital, Cx F = Corteza Frontal, PC = Putamen Caudado,

Hp = Hipocampo, Ac = Nicleo acumbens, T olf = Tracto olfatorio,

Cer = Cerebelo, Pte = Puente.
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Fig. 9 Corte coronatl de cerebro de rata, técnica de inmunohistoquimica para la
localizacion de la proteina del receptor a canabinoides CB1. Cada uno de los
recuadros inferiores corresponde a un aumento (20x) de diferentes zonas del
cerebro, donde podemos observar la cantidad variable del receptor CB1.

GP = Globo Pélido Hp = Hipocampo, PC = Putamen Caudado,
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Fig. 10 Corte coronal de cerebro de rata, técnica de hibridacién in situ, para la
localizacién del RNAm del receptor a canabinoides CB1. La coloracidn de azul a
rojo indica de mencr a mayor cantidad de RNAm respectivamente. Obsérvese la
cantidad variable del receptor CB1 en las diferentes zonas del cerebro.

Cx F = Corteza Frontal, Hp = Hipocampo,

NTI = Nacleo Talamico Intermediodorsal.
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Fig. 11. Corte coronal de cerebro de rata, técnica de inmunohistoquimica para la
localizaciéon de la proteina del receptor a canabincides CB1. Cada unoc de los
recuadros inferiores corresponde a un aumento (20x) de diferentes zonas del
cerebro, donde podemos cbservar la cantidad variable del receptor CB1.

NRD = Nucleo del rafe Dorsal, PPT = Nucleo Tegmental Pedunculo Pontine

Pte = Puente
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Fig. 12. Corte coronal de cerebro de rata, técnica de hibridacion in situ, para ia
localizacién del RNAm del receptor a canabinoides CB1. La coloracién de azul a
rojo indica de menor a mayor cantidad de RNAm respectivamente. Obs+ervese la
cantidad variable del receptor CB1 en las diferentes zonas del cerebro.

NRD = Nucleo del rafe Dorsal, PPT = Nicleo Tegmental Pedinculo Pontino

Pte = Puente
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SLEEP MODULATES CANNABINOID RECEPTOR 1 EXPRESSION IN

THE PONS OF RATS
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Our data suggest that the sxpression of CBIR gene depends
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Cannabinoida are the psychosciive molscules exiracted
from the marfuane plant (Cannabis salive). The most ac-
tive molecule, deits-J-tetrahydrocennabdinol (deita-8-THC)
binds, to produce ts effacts, 10 two typss of cannablinoid

siosp 500 and rapid eye movement slesp (REMB) (Murilio-
uthor, +52-55623-2000; fami: +52-50823-2241.
“Corresponding '
Abivevisliong: ANA, mnandamide; CB1R, osmabinold receplor 1;
delin-0-THC, delia-0-istraiydrocannebinol; miRNA, messenger ribo-
nixciale scld; REME, repid eoye movement sleep; RT-PCR, reveres
‘ranacripion-polymerase chein maclion

ot .. 1998). Thees sflecls sre pravenied by
SR141718A, a CB1R sntagonist (Murilo—~Rodrigosz ot al.,
2001a), suggesling thet ANA elifects are medisied by
CB1R. Furthermone, olsamids, & Nipid that inducss ssveral
of the cannabinoiis effects (Murilio-Rodriguez ot al.,
2001), and accumniistes in the cembrospinel fuid of sieep-
deprivad osis (Cravelt st ai., 1995) and rets (Baslie ol al.,
1999) induces sieep. This effect is aiso blocked by
SR141716A. Dus 10 tha fact that clsamide binda CB1R at
mioromalsr concentralions (Baring et al., 1906), R has
besn sugpeested that cleamide exeris sn indirect effect on
sioep by inleracting wilth the enzyme thil degrades ANA,
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1-8). For sach lene, ieliar (a) corresponds 1o anigen-antbody reaclion with anil CB1 enst leller (o) with preiwsnusts rabislt semurm. () Dalh represert
mean+8.E M. of densliametry obteined MHMMAMMwmhdeMH igurs wih 118 anrme lootole
Mtier are not significantly dilferant. Means with dilferent inflers are signiioantly cillerent; /-<0.08.

Wastem biciting

To assess CB1R prolsin expression, tesuss were homogenized
with phosphate-buliered sefine (PBS) and protesss Inhibitors and

followed
CB1R (Cayman Chemiaal Company, Ann Arbor, M1, USA) 1:1000

25 m slivylonscdaminsteizsaceilic acid, and healing st 865 °C for
) min 1o slop S reaclion. This misiuss wes tsad for RT, adding
25 of bufer 2 (0.4 wild of anch ANTP, 24w Mg80,), 1 wi
roveree basagiiptesntheivus  guusiicus polimersed mbdume,
NgCh,, CRTR andesnse primar: S'aigoigligiclegageoly-° (10 pM.
1 ull. and waler jo adhust 10 30 pl. RT was pavformed st 42 *C for
30 min and singped by healing & mia 10 94 °C. PCR condiiions
were ap follows: CBtR senes priseer; & ]
CBIR Mr T-aigoighy Wagagaoy-¥, 33 oyies;
dengtatng: 45 8, annsaling: 45 s, 53 °C and elongation 1
mnn-mnmutnnmum
HMMU-""N‘AM . W used pimers,

S-ooucacegiopaQmMOQionio-Y, a8
Mmmdi.mhlmm
samples withoul RT wem I 10 escliode DNA. ooriasminetion.

Swtistical analyesss
Rasults are reporied se mean velues+8.E.M. Signiicant differ-

anoes were chisined wough one-wwy snalysis of werlance snd
Tulkey's HSD, u post hoc Wel, conaldeing #<0.08 staiationlly

RESULTS
Polydional At CB1R (1:1800) recognizad a band of ap-
proximaiealy 53 kDa in ihe supemstant of the pons homog-
onale. No bands wers deltcied using rubbk nosTel sedum
at the same diulion. This band disappeared whan the
aniibody was previously inoubaled with the peptide used 1o
raise sntbodise (Cayman Chemiosl Co.).

When tesuss cbiained at diferent hours of the day
were ansiyzad, disnal changes in CB1R axpression wore
delecied, with meximum valuse during the light period. Fig.
1b shows the mean velus obtained by the densliomelry
analysis (/r=10), indicaiing a diference of about 5% be-
twoen 13:00 and 01:00 k. in addilion, we yeed RT-PCR ©
analyze varialions in CB1R mRNA at the sams hours and
found & Gfierence of aimost 15% in the expression st
21:00 ve. 9:00 h (Fig. 2).
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Fig. 2. Effect of Ight/dark cyole on mANA of CB1R. Amplicalion of CB1 recepier mRRA in the ral pens ot diffevent hours of e day. (A)
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significent increase is svident st 21:00 h w-mu-mmhunum--. Linens with different iotieis are
sigrificantly differant; P+0.0%.

Total sleep deprivation did not significantty modify
CB1R protein, but it was highly increased by sieep re-
bound (Fig. 3). In contrast, mRNA levols were decreased
aller slsap rebound {Fig. 4).

Endocannabinoide are & family of lipids whose funclion
has not been compistaly understood. By describing dumal
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Fig. 3. Efiect of sisep dep and sinep rebousnd on CB1R expr {A) Wesiarn immuncbioiling of CB1 secapior in the rat pons of conbol,
Qundmdwmmmuhdwdwmmznunmnnl—-uud_--;m
forthe 53-4Da hand. Sieep deprivalion has no eflact on CB1R sxpression; in contast, sleep rebound significantly increases e cxpresslen; */< 08,




M. Martinaz-Varges st al. / Neuroedence 117 (2003) 167-201

#g. 4. Efect of

-
. I
Eﬂn-
108 1
g “‘
] v . .
c : (] R

sheep depiivation aivd slesp rebound on CR1R MRNA (A} Elldium beowids siainad gel of PCR iragments of the i por of canbal,

C; 24 hol deprivation of totat sieep, ; and 24 h of deprivetion of (otel sleap pius 2 h of siesp mbound, R. Upper penel corrsspenchh i CB1R and Jower
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significant

decrease i evidert In Ihe rebound grevp. “P<(, 08,

variaions In their recepiors, we may shed some light on
how the endocannabinoid system functions. To this snd,
our date Indicate that CB 1R proisin expression undergoss
madest but significant dlumel variations in the pone, ax-
hibiting a higher level during the ight phase.

This is not a surprising finding, since diumal varistions
have been reporied for several olher recaplors. For sxample,
dopaminargic recepions (Naber ot al, 1981; Bruinink, et al_,
1983; Wirz-Jusiios, 1964; Torner ot al., 1068) and D2 mRNA
{Viyoch et al., 2001). Most of these recepiors undergo much
more drasnelic changes than those wa are repoviing for the
CB1 recapior. Therefors, we belleve that allhough CB1 re-
copiors are showing this modest variation scroes the 24 h
and this vasiation is siatistically significant, & mey be physio-
. logically neglighbie. Akemalively, we may be obesrving & very
sensliive sysiem thal requires no more varisiion fhan thet Io
modulels a given bahevior. For exampis, thess data agres
with olher siudies in our lsboralory indicaling that ANA, de-
creasss REMS al 13:00 h, when CB1 recepiors are higher,
and incresses this siesp stage st 01:00 h, when the receptors
are lower (Quinoz-Tomes of al, 2002).

Liewise, CB1 mRNA aleo undergoes a modest but
significant diumal varistion, reaching its meodmal level dur-
ing the dark phase. This pattem suggests a shilt of approx-
imately 18 h batwsen mRNA and prodein expresaion. This
finding has been previously reporied for vasopressin

(MANA and peplide), Incicaling that peptide levels are high
in the moming (Tominaga of al., 1902), whersas mRNA
levels are high in the allemoon (Burbach et al., 1588). A
similar ind of shift between MRNA and protsin levels
during the slesp-waking cycie has been reported for cho-
line acetyliransforase (Greco of al., 190%). Choline acelyl-
ransisrmee MRNA lovels, in e beaai forebssin, are low
during walwiuiness and high during REMS. In contrast,
snzyme activily ls higher during wekshuinees then during
sloep. la addifen, ANA Keell shows & diumel varielion in
the pane, wilh & maximum level diving the derk phase
(Murfio-Rodriguez ot al, 2001b), comsleting with the
slight drap of CB1R espression. Thaes coincidentsl find-
ings may be a result of changes induced by sieep mech-
anlsma, since we cannot clalm St ANA Increase inducss
a down-reguielion of CB1 recepiors becsuse ANA in-
eses tdoss not precade CB1 decreass.

With all, both the tme spentn REMS and CB1R expres-
sion sre in phase. This Means thal medmun CB1R expree-
sion coresponds with medmuwsn fime spent In REMS.

We have aiso shown that siesp deprivetion has no
affact on CB1R protsin or on e mRNA levels. Neverihe-
jese, the rebound significantly incressed CE1R profsin
while decreasing iis mRMNA.

We cannct dismies the idea thet this increses was due b
a decresse in s degradation and not 16 wn incresss of s
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synthasis. Several reports have shown that this recepior and
s MRNA do not exhibit a peraliel behevior. For example, i
has besn shown that long-rm sxposure 0 deite-0-THC
produces a decrease in CB1R binding In severel cerebral
siructures, whareas NO chanQs, OF GVEn SN INCrease, Iy
occur In the mRNA (Romero ot al, 1898, Zhuang o al.,
1968).

It is worthwhile 1o meniion the sirong effect of slesp on
CB1 gene expresseion as compared with ihe effect inducsd
by the lght/dark cycls. in fact, sisep-depcived rate wero
aliowed 10 slesp rebound during the active period, when
ocondrol rats showed iow CB1 prowin expression and high
CH mRNA sxpression. Al these changes ware revereed
by sleep rebound. Morsover, changes induced by sieep
rebound were st least five times lerger than those sponta-

neous changes depending on diumal varisiions, thersby
mmmcamwhrwwm
and that endocannabinalde reguiate cersbral funciions that
take piace while the subject is sieeping.

Finally, although our method of slesp deprivation imples
" very s induciions of siress, we belleve this sl mey be a
major componant of the sisep deprivelion. There is en exisn-
sive lersiure exploring the potendisl role of stress in several
slsep-deprivation proosdures (Ledoux et ul., 1968), condalud-
Ing that stress aiways acoomnpanies siesp deprivasion.
Henos, we cannot sesure thet sisep deprivation is the only
causs of incressing CB1 recepior exprossion during the re-
bound period; strees may be a cause as wel. Further exper-
imanis will clerify the rols of siress On Thess changes.
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M. MENDEZ-DIAZ® AND O. d
*Grupo de Naurockencies, de Fislologia, Apdo. Postal
70~250, Universiiad Necional Aidanoma de Mexico, Mdxico 1, F
04810, Mexico
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cional Auvionoma de Maxico, México D. F. 04510, Mexico

Abstract—8iesp 3 an unavoldable activity of the brain. The
delay of the ime 10 sieep (sleap deprivation), Induoss an
Inoramse of slow-wave sieep and rapid-sye-moverment (REM)
sieop (rebound) once the subjact is allowsd to slesp. This
drive to slesp has bsen hypothesized to be dependent on the
scoumuisiion of sleep-inducing moleculss and on the high
expression of these molecula rsceptors. In this study we
selactively deprived rats of REM alesp for 24 h by using the
flowsrpot . One group daprived of REM siesp was
MdvthR“IﬂlA,ac.mdﬂndd recapior 1 (CB1) re-
oaptor antsgonist and then sllowed o siesp for the naxnt 4 h.
Two other groups wers idiled, one inensdiataly after the REM
siasp deprivation period and tha other siter 2 h of REM sissp
retound (REM sisep deprivation plus 2 h of rebound). in both
greups we determined the sxpression of the CB1 recepior
and s mRNA. Results indicated that SR141718A prevents
REM sloap rebound and REM sissp deprivation doss not
modify the sxpression of the CB1 protein or miRNA. However,
REM sisep deprivation pius 2 h of slesp bound increased

Lid. All rights reserved.

Key words: cannabinold receptor, CB1, slesp deprivation,
lipids, arachidonic scid derfvaliven.

Sieep is modulated by a serles of neurotransmitters and
nsurcpeptides (Garcia-Garcla end Drucker-Colin,
1989). Some arachidonic derivatives are siso involved in
its reguiation (Hayaishl and Matsumura, 1835). For ex-
ampls, prostagiandin D2 induces slow-wave sles)
{SWS); while prostagiandin E2 induces wakefuiness (W)
{Hayaishi and Matsumura, 1995). Recently, wa have
reporied that anandamide (Murillo-Rodriguez of al.,
1968} and oleamide (Cravatt ot al., 1085), two putative
;wmuu suthor. Tel: +52-586623-2500; fwc +52-566623-
E-:dnddnu wmmto Pm-pho—GIull) .

fluid; REMS, r-pu-*mmnam mm
for24 b; m&lﬂﬁdﬂ.&nﬂlﬂummw
polymaraee chaln

RT-PCR, reversg tanacripiion and
SR-NP, SRMﬁMMM“.W -u-u-

®e10.101

endocannabinolds aiso participate in the control of
slsep. For sxample, clsemide increasss drowsiness
(Prospero-Garcia of al., 2001) and snendemide in-
creases SWS and rapld-eye-movement stesp (REMS;
Muritio-Rodriguaz et al., 1988). A commonty used lech-
nique to study tha function of slesp is sieep deprivation

increass In the latal amount of slesp onae the subject is
allowed to slesp ad Mbitum. This phanomenon s invown
as sissp rebound and sugpests thal the brain hes to
fulfiti a spacific quote of sleep to be able to cope with the
demands of W.

One of the changes that several groups have reported
0 result fom sisap deprivation s the socumulation of
molscules in the brairs parenchyma or in the cersbrospinal
fluid (C8F; Haysishi and Matsumura, 1865; Gercla-Garcia
and Drucker-Colin, 1889). For exampls, oleamide, a fipid
activity (Murio-Rodriguez of al., 2001b),

properties sccumuiales n he basal forebrain of rats in a
fashion depending on the time of slesp daprivation, and it
reburns siowly 10 hasal levels depending on the time of

hypothermia, hypolocomo-
percaption (Rechtschaffen et
al., 1885; Hakid ot al., 2001). Typically cannsbincids
induoe this iried of sympioms (Mechoulam of al., 1988).

noids) are siso induaed by cannabincids (Ameri, 1998)
and sndocannahinoids (Murillo-Rodriguez ol al., 1968,
2001a). Thersiore, we belleve sisep daprivation Induces
a modification in the sndocannabinoid system. In fact,
our previous work has suggesiad that the rebound of
sissp after 24 h of woial siesp deprivation incressss
cannabinold recepior 1 {CB1R) protein while decreasing
its MRNA (Martinaz-Vargss st ai., 2003). In order to
determinats the polential changes in tha sadocannadl-
noid system induoesd by selective sieep deprivation we
deprived rals of REMS for 24 h (REMSd) and studied the
sisep rebound snd the changes induced by a CB1R
antagoniat, SR141718A. In addilion, the changes in the

0300-4522/03830.00 + 0.00 © 2003 1GRO. Published by Elsevier Sclence LK1, Al righte Peserved.
S/50006-4322(970033- 7
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CB1R induced by sissp dsprivation and by the following
rabound were ragistered.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Drugs

m14171&mmpmﬂd.dbyh~wmdlmﬂtuhm
Drug Abiuse. Anesthetic cockieit ine. xyluzine, and propio-
nyipromazine ware chisined from ch

Subjects

Twenty-four maie Wistar rats (250-350 () were used for the sieep
recordings. They were implanied under anesthesia with & set of
slacirodes that inckided thres sisiniess-siesl scmew slecirodas,
one implentsd on the frontal bone which was used 10 ground the
ankmal, and the other two were piaced on sach parisial bone to
record etectroencephaiographic activity. Two addftfonal wire slec-
trodes were flaced on the neck Muacies to OO slectromyo-
graphic activity. One stainiess siesl cannula was alao impianted
siming  the right lateral ventricle and wes used to administer the
drugs. Thirty-six sdditional rats were used (o detect the CB1R
protein and MRNA.

Flowerpot REMS deprivation tachnique

This appaatus I8 made of a reguisr Plexiglas
(aoxzoxism)uwbdwﬂhlurﬂmﬁcﬂhmm
8 om, height € cm). The cags is Mled with 1 cm of water. Rais
have fres accesa i0 food snd water. Dua to the shallow level of the
waler they can walk across the cage. When the animal enters
REMS, which s characierzed by muscle stonia, R fouches the
water and wakes up (Cohen and Dement, 1988).

Slesp recordings

One woek gfter the surgery, control (non-siesp deprived) rats
were acclimatized to the recording conditions for 24 h. In the day
of the exp . they raosived an Lc.v. adminisiration of sllher:
mxsul)uSRuIﬂGA(:!memaiduleuﬂbn
microsyrings conirolled by an infusion pump. Wa have usad vl
dose of SR141716A in previous siudies (Murilo-Rodriguar ot al.,
2001a). The group REMSH was compossd of rals subjecwd
sleep daprivaion for 24 h, Once this paciod ended, thay were L.o.v.
injactad with saiine or SR141718A and then connectad o the
recording system. Al rats were recorded for 4 h. This period has

SW32 and REMS. Latency to the onset to the frst SWS1, SWSZ
and REMS was 8is0 evaluaind, a3 weil a4 mean duration and
frequency of these pariods.

CB1R protsin and mRNA detsction

Tiasua sample collection.  Rats used in this part of the study
were also sleep-deprived for 24 h. Upon the completion of this
period they were kiled and the pons was quickly isolsted and
prepared for YWesiem biol or reverss imnsoription reeciion com-
bined with polymarase chein resction (RT-PCR) analysh.

Ca1R proteln determineiicn.  CBR protein was devarmined
by using & Weatem bict technique. in short, tissuse wers homog-
enized with PBE and proteess um and cenirfuged =t
800Xg, 10 min, 4 °C. S rifuged st 39,000xg,
15 min, 4 °C. mthWﬂ
siactrophosesis (SDS-PAGE) was paikymed as described sise-
wherme (Lasmmil, 1970). Briwfty, resuspendad precipliate of lissus

%
:
:
:
1
%
1

An ANOVA and & Duncen post hoc lest wens used io detect
stalistion] Sigrifoanos.

RESULTS
Ouwr resuits showed no #ffect by SR141T16A at the dose

tion. The effect of SR141716A on REMS rebound was a
decresss in frequancy. inlereatingly, a rise in EWS2 was
obearved. Laency 10 REMS onsel wes reduced by -
REM“MW&R“HWAE!M&WW
rable 1o that of normsl Fmg’:bﬂ
As o the expression of the CB1R

resulls indicaied thal REMSJ doss not affact the sxpres-
sian of eiiher ana. Howsver, REMS rebound maseively
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Fig. 1. Effect of SR141716A on REMS rebound. mwm+saudemmhmwmmMMm

recorded for 4 h. SR1417168A has no effect in the

vohicls and SR141718A (SR-NP). ™ P<0.08 versus REMSG,

increased prolein expression, whils reducing mRNA. ex-
predasion (Fig. 2)

DISCUSSION

Our resuita condm previous observitions that REMS de-
privation for a period of 24 h increases REMS totsl time
during the recovery pariod. Other groups as well as oura
detected no effect on slesp by the blockage
of CB1R by SR141716A al the dose used In this study
(Mandeison and Basile, 1969, Murillic-Rodriguez et al.,
2001w}, However, we are showing for the very first time
that the SR141716A privents REMS redound.

in previous studies we have obeerved that anandam-
ide, one of Ihe endogenoua ligands of the CB1R, increases
SWS2 and REMS ocourrenca, when injeciad into eithar
l.c.y. or direcily to the paduncie-pontine legmental nucleus
(Murillo-Rodriguez et al., 2001a). This nucieus has been
relatsd lo REMS ion (Shiromans et al., 1888). In
both cases, SR141718A blocks this increass. However, in
the present wo have sesn that aflar REMS
deprivation plus SR141718A, SWS2 increases . At present,
we have no plausible suplanation for this effect; however,
it s possibla that other mechaniam fwriggared by tha

it was able o partially prevent REME rebound. * P<0.08 ve'sus

SR141718A or by ciher endogenous moleculss may be
responpible for it.

In our previous work (Martinez-Vargas o &l., 2003), we
have shown that sieep rebound sfter 10tal sisep depriva-
tion increases CB1R prodein while decrsasing s mRNAL
However, our present deta indicete thet thass changes are
a result of REMS rebound rather than SWE rebound,

On the olhvr hand, seganding the decrease of mRNA
occulring simultansously with the increase of tha protein,
the Hersiure suggests that this receplor and its mRNA do
not exhioit a pacaliel behardar, For example, it haa Daen
shown that long-term sxposwrs to A-O-istrahydrocennabl-
nal produces a decreass in CB1R binding In sevarat cara-
bral siruciures while no change, or sven an incresse, may
oocur in the mRNA (Romermo ol ai, 1998; Zhuang ot al.,
1906).

Wae beliave sieep daprivation always induces stress
{Ladoux et al., 189€). in animals, it is very likely that
thers ia no procedure o overcome the- siress concomi-
tant to sieep deprvation. Therefore; REMS rabound mey
be & result of silsviation of the stressing state or of the
debt of sisep itssil. In any case, sndocannabinalds may
be playing a role as sisep inducers, by directly affecting

Tabie 1. Effects of ic.v. administration of BR141748A on sleep paramsiers

Groups Sws2 REAS Waking  8wS1 SwB2 REMS Waking sws1 Bz REMS
latoncy lstency durstion  curation  duration  durslion  Wequency  Imquendy  fequency  frecuency
Vahicie 473152 TA0zHE 42£10 1001 3203 17108 278228 28142 28247 8211
BA-MNP 28.0x786 1466403 42=10 1.9+01 2804 10108 27031 0859 2N8:65 8648
REMSd 191£3.8 28.2:43 22:03 12401 28204 2004 2HBF13 48220 4215 18419
REMS4-SR 183241 706154 2708 0.8+01 3.7:08 18200 222114 26022 wa17 10.8x3.00

* Sintistically diffsrent from vehicls and SR-NP.
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Fig. 2. Effect of REMS deprivation and rebound on CB1R axpression,
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