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Resumen

En los ultimos afios, el uso del Cannabis con fines medicinales se esta expandiendo
rapidamente a consecuencia de modificaciones recientes en las politicas que regulan
su mercado. Comunmente es utilizado como auto-medicacion para el tratamiento de
insomio. Sin embargo, el efecto del Cannabis sobre el suefio depende de multiples
factores tales como las diferentes variantes de Cannabis utilizado y su composicion,
dosis y via de administracion. La vaporizacidon es una de las vias recomendadas para
la administracion de Cannabis con fines medicinales; sin embargo, hasta el momento
no existen trabajos publicados sobre los efectos del Cannabis vaporizado sobre el
suefo, ni en animales de laboratorio, ni en humanos. Algunos reportes previos
sugieren que el THC aislado tendria efectos sedantes, por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue caracterizar en ratas, los efectos de la administracién aguda de una
variedad de Cannabis con 11,5 % de THC y cantidades indetectables de otros
cannabinoides sobre el sueno y la actividad eléctrica cortical. Para esto, se realizaron
registros polisomnograficos en ratas implantadas de forma crdénica con electrodos
corticales, durante 6 horas en las fases de luz (inactividad o reposo en ratas) y de
oscuridad (actividad o alerta en ratas). Los animales fueron tratados con 0 mg
(“sham”), 40, 80 y 200 mg de Cannabis inmediatamente antes de comenzar las
sesiones de registro. Las concentraciones medidas en plasma de THC con estas dosis
fueron bajas (hasta 6,7 ng/mL con 200 mg). Ademas, se analizd la potencia y
coherencia un andlisis cuantitativo del EEG mediante potencia y coherencia espectral
para la dosis mas alta. En comparacion con el sham, la administracién de 200 mg de
Cannabis incrementod el tiempo de suefio NREM durante la primera hora de registro,
pero Unicamente en la fase de luz. No se observaron efectos cuando el Cannabis se
administré a dosis mds bajas o en la fase de oscuridad. Por otra parte, 200 mg de
Cannabis produjeron reduccion de la potencia de las bandas de frecuencia mas altas
principalmente durante la vigilia y el suefio REM, pero sélo cuando fueron
administrados durante la fase de luz. Por el contrario, se evidencié una disminucién
de la coherencia intrahemisférica para la banda de frecuencia sigma (caracteristica de
los husos de suefio), durante el suefio NREM, Unicamente durante la fase de

oscuridad.




En conclusién, la vaporizacidon de una variedad de Cannabis con 11,5 % de THC
produjo un incremento del suefio NREM pero sdlo durante la fase de luz. A su vez, el
Cannabis produjo modificaciones de la potencia de las bandas altas de frecuencia
durante la fase de luz y la coherencia de los husos de suefo durante la fase de
oscuridad; estas bandas de frecuencia estan asociadas al procesamiento cognitivo.
Estos resultados refuerzan la importancia del estudio de las propiedades promotoras

de sueio del Cannabis.
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Abreviaturas

2-AG: 2 araquidonilglicerol

AASM: Academia Americana de Medicina de Sueno, por sus siglas en inglés: American
Academy of Sleep Medicine

AC: Antes de Cristo

AEA: Anandamida

ANOVA: Andlisis de Varianza, por sus siglas en inglés ANalysis Of VAriance

BO: Bulbo olfatorio

CB1r: Receptor CB1

CB2r: Receptor CB2

CBD: Cannabidiol

CBG: Cannabigerol

Cer: Cerebelo

CHEA: Comision Honoraria de Experimentacion Animal

EC: Endocannabinoide

EEG: Electroencefalograma

EMG: Electromiograma

FDA: Administracién de Medicamentos y Alimentos, por sus siglas en inglés: Food and
Drug Adminitration

HFO: Oscilaciones de alta frecuencia por sus siglas en inglés: High Frequency
Oscillations

HG: Gamma alto, por sus siglas en inglés: High Gamma

IRCCA: Instituto de Regulacidn y Control de Cannabis

LG: Gamma bajo, por sus siglas en inglés: Low Gamma

LS: Sueno ligero, por sus siglas en inglés: Light Sleep

LSD: Dietilamida de acido lisérgico, por sus siglas en inglés: Lysergic Acid Diethylamide
M1: Corteza motora primaria

MCH: Hormona concentradora de melanina, por sus siglas en inglés: Melanin
Concentrating Hormone

NREM: No REM

PPARs: Receptores activados por proliferadores peroxisomales, por sus siglas en
inglés: Peroxisome Proliferator Activated Receptors

REM: Movimientos oculares rapidos, por sus siglas en inglés: Rapid Eye Movements
S1: Corteza somatosensitiva primaria

SEC: Sistema Endocannabinoide

SWS: Suefio de ondas lentas, por sus siglas en inglés: Slow Wave Sleep

THC: delta 9 Tetrahidrocannabinol

TRPV1: Receptor de potencial transitorio tipo vaniloide 1, por sus siglas en inglés:
Transient Receptor Potential Vanilloid 1

UdelaR: Universidad de la Republica

URBE: Unidad de Reactivos para Biomodélos de experimentacién

V2: Corteza visual secundaria

W: Vigilia por su sigla en inglés: Wakefulness







1 Introduccion

1.1 Cannabis

El Cannabis es la droga ilicita de
uso recreacional mas consumida a nivel
mundial. Segun la Oficina de Naciones
Unidas contra la Droga y el Delito en el
2016, un 3,8 % de la poblacién adulta
consumid esta droga al menos una vez
(UNODC, 2017). El  término
“marihuana” es utilizado comunmente
para nombrar el material de la planta
de Cannabis utilizado con fines
recreativos, y es usualmente asociado
con los efectos negativos y el impacto
social de la misma (Hazekamp, 2007).

Cannabis sativa es una de las
primeras plantas cultivadas por el
hombre; hallazgos arqueoldgicos
indican que 4000 afios AC, ya se
practicaba su cultivo para obtener
fibras en China (LI, 1974). Asi mismo,
los antiguos habitantes de la China
utilizaban el Cannabis con fines
medicinales. Su uso con esta finalidad
esta reportado en la farmacopea mas
antigua del mundo, la “Pen-ts’ao
ching”, basada en conocimientos del
Emperador Shen-Nung quien vivio en el

afio 2700 AC. El uso medicinal del

Cannabis fue introducido en la

medicina occidental en la década de
1830 (Russo, 2014).

Desde esa época, se reportaban
efectos analgésicos, sedantes,
antiinflamatorios, antiespasmédicos y
anticonvulsivantes del Cannabis (Reekie
y col., 2017). Sin embargo, en 1941 el
Cannabis fue removido de |la
farmacopea de EE.UU., luego de haber
sido prohibida la posesién o
comercializacién de marihuana con
fines recreativos en 1937 (Christiansen,
2010; Mathre, 1997). En 1970, la Ley de
Control de Sustancias de EE.UU. declaro
el Cannabis como una droga nivel |
(nivel de mayor peligrosidad), junto con
la heroina y el LSD (Reekie y col., 2017).

Actualmente, el consumo de
Cannabis ha sido legalizado en
diferentes paises y estados, tanto para
su uso medicinal como recreativo (Hoz
Schilling, 2015). Uruguay fue el primero
en regular legalmente el mercado del
Cannabis desde la produccién hasta la
venta en el afo 2014, mediante la ley
19.172 (Ley 19172, 2014; Taylor,
Blickman, y Jelsma, 2014), y en el afio
2017 el gobierno autorizé la venta de

marihuana en farmacias de nuestro

pais.




1.1.1 Componentes de Cannabis y sus
efectos en mamiferos

La planta posee mas de 538
compuestos quimicos de diversas
clases, siendo los fitocannabinoides, los
terpenos y los compuestos fendlicos los
mas relevantes (Andre y col., 2016).

Los terpenos constituyen el grupo
de fitoquimicos mas grande, habiendo
sido identificados alrededor de 140 sélo
en la planta de Cannabis (Brenneisen,
2007). Son los responsables del aroma
y del sabor de las diferentes variantes
de cultivares de Cannabis; sin embargo,
se han demostrado un alto numero de
acciones farmacolégicas en mamiferos
mediadas por estos compuestos (Andre
y col., 2016; Clarke y Watson, 2007).

El grupo de los compuestos
fendlicos estan constituidos por mas de
diferentes,

diez mil estructuras

incluyendo acidos fendlicos y
flavonoides (Lin y col.,, 2016). Su
funcién en las plantas es prevenir el
estrés oxidativo. En humanos, se ha
demostrado una correlacidon entre el
consumo de estos compuestos en la
dieta y la reduccion de la incidencia de
enfermedades crénicas tales como
cancer, enfermedades cardiovasculares

y neurodegenerativas (Halliwell y col.,

2005).

Los fitocannabinoides se definen
como un grupo de compuestos
terpenofendlicos de 21 o 22 carbonos
(en el caso de las formas carboxiladas)
producidos por tricomas glandulares
presentes en las flores de Cannabis
(Andre 'y col, 2016). ElI primer
fitocannabinoide purificado de plantas
de Cannabis fue el Cannabigerol (CBG).
Este compuesto no tiene efectos
psicotrépicos pero puede modular la
percepcion de dolor, la inflamacion y la
sensibilizacion frente al calor (Marcu,
2016). Actualmente, se han identificado
mas de 100 fitocanabinoides. Los mas
estudiados son el A9-
tetrahidrocannabinol (THC), que es el
principal componente con actividad
psicoactiva del Cannabis vy el
Cannabidiol (CBD) (Hlozek y col., 2017).
El CBD no posee efectos psicoactivos y
es ampliamente utilizado con fines
medicinales dado que posee
importantes propiedades
antiinflamatorias, anticonvulsivantes,
sedantes, ansioliticas y atenua los
algunos de los efectos psicoactivos
causados por el THC (Fadda y col.,
2004). El estudio de los
fitocannabinoides llevo al
descubrimiento, en los anos 90 del

sistema endocannabinoide (Ver




recuadro). Este sistema consiste en al

menos 2 subtipos de receptores
acoplados a proteina G (CB1r y CB2r);
endogenos esos

agonistas para

receptores conocidos como

“endocannabinoides”, [principalmente
anandamida (AEA) y  2-araquidonil

glicerol (2AG)] y en las enzimas
responsables de la sintesis, captacion
celular y degradacién de los mismos (Di
Marzo vy Piscitelli, 2015; Maccarrone vy

col., 2015; Pertwee, 2006).

1.2 Cannabis medicinal

El uso de Cannabis con fines
terapéuticos ha tenido un importante
incremento en los ultimos anos, luego

de que la FDA aprobara su uso en

pacientes con cancer vy/o SIDA
(Ruchlemer y col. 2015). Se han
documentado  numerosos  efectos
benéficos del Cannabis y/o sus

derivados, entre ellos disminucion de
nauseas y vomitos, estimulacidon del
apetito en pacientes en tratamiento
guimioterdpico y enfermos de SIDA,
disminucion de la presion intraocular
(mostrando ser eficaz para el
tratamiento del glaucoma), mejora de
enfermedades gastrointestinales,
efecto analgésico y tratamiento de

desdrdenes del suefio (Babson y Bonn-
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Miller, 2014; Babson y col., 2017;
Belendiuk y col.,, 2015; Chait, 1990;
Duda y col.,, 2009). Asi mismo, se ha
demostrado que los cannabinoides
derivados de planta, sintéticos y/o
enddgenos producen neuroproteccion

in vitro e in vivo en casos de lesiones

agudas (isquemia 'y trauma) vy
enfermedades neurodegenerativas
créonicas como  enfermedad de

Parkinson, enfermedad de Huntington,

esclerosis lateral amiotrofica,
Alzheimer, entre otras (Grundy, 2002;
Mechoulam y col. 2002). Por lo tanto, el
Cannabis tiene la potencialidad de
volverse un medicamento muy util; no
obstante, su empleo se ha dificultado a
causa de su clasificacion como un
narcotico peligroso (Hazekamp, 2007).
Sin embargo, como ocurri6 con la
planta de opio (Papaver somniferum) y
los opioides derivados de la misma
(como morfina y codeina), la distincién
entre una droga de abuso y una
medicina puede darse gracias a la

investigacion exhaustiva en la materia

(Hazekamp, 2007; Roca, 2014).

1.3 Vias de administracion

Existen diversas vias de

administracion de Cannabis; oral,

inhalatoria (fumado o vaporizado),




Recuadro

Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide (SEC) fue descubierto luego de que, habiendo sido
identificados los principales fitocannabinoides (CBG, CBD y THC) y sintetizados
analogos sintéticos al THC, se demostrara la existencia de receptores especificos para
cannabinoides (Di Marzo y Piscitelli, 2015). En 1990 Matsuda y col. (1990)
describieron un receptor acoplado a proteina G presente en el sistema nervioso
central, el CB1. Por otra parte, Munro y col. (1993), demostraron la existencia de un
segundo receptor (CB2) expresado principalmente en células del sistema inmune y
hematopoyético. El hallazgo de dichos receptores permitiéo que rapidamente fueran
identificados una familia de transmisores lipidicos que funcionaban como ligandos
naturales del receptor CBi: los endocannabinoides (EC), la araquidoniletanolamida
(AEA) también conocida como andandamida y el 2-araquidonilglicerol (2AG) (De
Fonseca y col., 2005). Los EC son sintetizados a demanda y no son almacenados en
vesiculas sindpticas a diferencia de la mayoria de los neurotransmisores (Di Marzo,
2004).

Actualmente, el SEC es definido como un sistema de senalizacion lipidica presente en
todos los vertebrados, que cumple importantes funciones de regulacién (De Fonseca
y col.,, 2005). Ha sido involucrado en procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos como
desarrollo neural, funcidon inmune, inflamacién, apetito, metabolismo energético,
plasticidad sinaptica, reproduccion, memoria, ciclo sueno-vigilia y regulacion del
estrés, entre otros (Grothenhermen, 2006; Health Canada, 2013; Ko y col., 2016). En
los ultimos afios ha habido estudios que sugieren que existen receptores adicionales
al CB;1 y CB; sobre los que actian los EC y fitocannabinoides; por ejemplo, el receptor
“orphan GPR55”, el de potencial transitorio vanilloide 1 (TRPV1), el “proliferator
activated receptor” (PPARs), y el GPR119 (Ryberg y col. 2007; Maccarrone y col.,
2015). La mayoria de los receptores de cannabinoides estdn localizados a nivel
presindptico y se ha demostrado que los EC juegan un papel clave como mensajeros

retrégrados modulando sinapsis excitatorias e inhibitorias (Kano y col. 2002).
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intrarrectal e incluso percutdnea
mediante aceites, unglientos o parches
(Health

Canada, 2013). La

administracion por via pulmonar
(inhalacién) produce la mayor y mas
rapida disponibilidad de THC, con una
elevacion inmediata de los niveles
sanguineos. La absorcion por via oral es
impredecible y errética, el inicio de la
accién es mas lento, y se produce un
pico de concentracién en sangre mucho
menor debido a un efecto de primer
paso en el higado, donde es degradado
por enzimas del sistema citocromo
P450 (Lanz y col., 2016; Manwell y col.,
2014; Shiplo y col., 2016). El consumo
mediante fumado es el medio de
consumo recreativo mas popular; sin
embargo, no es recomendable debido
sustancias

al alto numero de

indeseables como toxinas y

carcinégenos que se producen durante
la combustién (Gieringer y col., 2004).
Dentro de ciertos rangos de
temperatura los cannabinoides pueden
ser vaporizados sin que exista
combustion del material vegetal, y por
formacién de

ende evitando la

productos piroliticos toxicos
(Pomahacova y col.,, 2009). Ademas,
Pomahacova y col. (2009) demostraron

que con este mecanismo se obtiene
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una cantidad significativamente mayor
de cannabinoides en comparacion con
la obtenida mediante combustién. Por
vaporizacion es

lo tanto, la una

alternativa prometedora para la
administracion de Cannabis, tanto para
su uso medicinal como para
investigacion.

Diversos estudios acerca de las
propiedades de Cannabis que utilizan
roedores como modelo animal, han
fallado al momento de replicar o
trasladar sus resultados a humanos. Al
respecto, cabe destacar, que en
roedores usualmente se administra la
droga por via parenteral (intravenosa o
intraperitoneal), mientras que en
humanos el consumo es comunmente
por inhalacién. Entonces, es posible,
encontradas

que las discrepancias

entre los resultados del efecto de
Cannabis en roedores y humanos se
deban a la distinta farmacocinética de
estas vias de administraciéon (Manwell y

col., 2014).

1.4 Cannabis y sueio

Uno de los usos medicinales de
Cannabis que se esta expandiendo
rapidamente es el tratamiento de
disturbios del suefio (Belendiuk y col.,

2015; Sateia, 2014). Existen algunos




trabajos que reportan el efecto del
consumo de Cannabis sobre el suefio
en humanos con ciertas discrepancias.
Se ha reportado un efecto sedante del
THC aportado por cigarrillos de
marihuana (Chait, 1990b; Halikas y col.,
1985) y por ingestién de THC oral
(Cousens y DiMascio, 1973; Gorelick y
col.,, 2015; Pivik y col.,, 1972). Sin
embargo, altas dosis de THC parecen
tener un efecto activador (Babson y
Bonn-Miller,

2014; Tassinari y col.

1974). Para el caso del CBD, los
resultados sobre su efecto en el ciclo
también

suefio-vigilia son

discordantes. Murillo-Rodriguez y col.,
(2006) han demostrado un efecto
activador de dicho cannabinoide en
ratas tras la inyeccién
intracerebroventricular. Sin embargo,
la inyeccidon intraperitoneal de CBD,
mostré tener un efecto hipndtico
(Chagas y col., 2013; Monti, 1977).
Estos datos sugieren que los efectos de
CBD varian de acuerdo con el modo de
administracion. Asi mismo, Zuardi,
(2008) plantea que el CBD tendria un
efecto bifasico dependiendo de la dosis
(estimulante a bajas dosis y sedante a
altas dosis).

Parece ser los

entonces, que

efectos del Cannabis sobre el suefio son
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dependientes de la dosis, la
concentracion de cada cannabinoide, el
tiempo durante el cual se administra y
la via de administraciéon (Babson vy
Bonn-Miller, 2014). A su vez, en su gran
mayoria, los disefios experimentales de
los trabajos en humanos, presentan un
riesgo sustancial de sesgo ya que no
controlan el consumo de otras
sustancias de forma concomitante, la
existencia de disturbios del suefio pre-
existentes, la edad y/o el género de los
participantes del estudio (Gates y col.,
2014). Es importante destacar, que la
mayoria de los reportes del efecto de
suefio se han

Cannabis sobre el

enfocado en Ila administracion de
cannabinoides aislados o de forma
pura, dejando de lado el “efecto
séquito” que puede existir entre los
distintos cannabinoides entre si y entre
sustancias

cannabinoides y otras

presentes en la planta, como por
ejemplo los terpenos (Russo, 2011). El
concepto de “efecto séquito” fue
introducido en 1988 por Ben-Shabat y
col. para describir la interaccién que
existe entre los compuestos presentes
en la planta de Cannabis, y como el
efecto final del consumo de la misma es
el resultado de esa interaccion. Muchas

veces ocurre un sinergismo entre los




diferentes componentes que hacen que
el efecto de extractos del material
vegetal entero, sea mayor o diferente
gue el de los cannabinoides aislados

per se (Russo, 2011).

1.5 Ciclo sueio-vigilia

El ciclo suefio-vigilia es el ritmo
circadiano mas evidente en los
mamiferos y las aves. En el ser humano
y en la mayoria de los mamiferos se
pueden distinguir claramente tres
estados comportamentales: la vigilia
(W), el suefio de ondas lentas o suefio
no-REM (NREM) y el suefio REM (REM)
por sus siglas en inglés “Rapid Eyes
Movement”. La polisomnografia es la
herramienta bdsica para diagnosticar
con certeza estos estados. Consiste en
el registro simultaneo del
electroencefalograma (EEG), que es el
eléctrica

registro de la actividad

cerebral, el electromiograma o
actividad eléctrica muscular (EMG) y los
movimientos oculares (Torterolo vy
Vanini, 2010).
Durante la W, ocurre una
interaccion optima con el ambiente que
nos permite desarrollar diversos
comportamientos necesarios para la
supervivencia. En el ser humano, la W

se acompana de consciencia,
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caracterizada por la percepciéon de
estimulos provenientes del medio que
nos rodea y de algunos estimulos

generados  internamente  (Cavelli,
2015). El registro del EEG de este
estado comportamental se caracteriza
por la presencia de oscilaciones de alta
frecuencia y baja amplitud (activacién
cortical), asi como una alta actividad
muscular (Torterolo y Vanini, 2010).

El suefo puede ser definido como un
reversible

estado comportamental

donde existe un umbral sensorial
elevado, marcada disminucion de la
interaccion con el entorno, reduccion
de la actividad y tono muscular y la
adopcién de una postura tipica para el
adecuado descanso y que permita
conservar el calor corporal (Carskadon
y Dement, 2011). De la W se produce la
transicién y se ingresa al suefio NREM
en el cual se reconocen en humanos,
tres etapas (N1, N2 y N3) relacionadas
con la profundidad del estado (Boostani
y col.,, 2017). En NREM, el EEG se
caracteriza por presentar ondas de baja
frecuencia y alta amplitud, asi como
husos de suefio (oscilaciones con una
frecuencia de 10 a 15 Hz y con
morfologia de rampa de ascenso y
(Pace-Schott

descenso) y Hobson,

2013). Tanto las ondas lentas como los




husos son generados por una actividad
sincronizada de neuronas talamicas y
corticales (Torterolo y Vanini, 2010). Asi
mismo, el suefio NREM se acompaiia de
un incremento ténico de la actividad
autondmica parasimpatica que
determina cambios caracteristicos de la
actividad visceral (disminucién de la
frecuencia cardiaca, de la presion

arterial, etc.). En las etapas mas
profundas del NREM no existe o es
minima la actividad cognitiva (suefios o
actividad onirica) (Hobson, 2009). En
forma periddica, y siempre precedido
de NREM, se ingresa en el estado de
suefio REM. En esta etapa es donde
ocurren principalmente los suefios.

Ademas, se acompana de atonia
muscular y cambios fasicos en la
actividad autondmica (principalmente
descargas en salva de actividad
simpatica). El EEG es similar al obtenido
en W, por ello, también se lo conoce
como suefio paraddjico. A nivel del
EMG no se evidencia actividad, por la
atonia muscular caracteristica de esta

etapa.

1.6 Ciclo sueio-vigilia en la rata

En las ratas, modelo animal

utilizado en este trabajo, el ciclo suefio-

vigilia se caracteriza por ser policiclico,
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con ciclos ultradianos enmarcados en
una periodicidad circadiana. Dado que
esta es habitos

una especie de

nocturnos, en la fase de oscuridad
predomina la W (Clancy y col., 1978).
En cuanto al EEG, durante la W se
observa claramente, a nivel de las
cortezas posteriores, la actividad theta
(5 = 9 Hz) correspondiente a la
actividad oscilatoria del hipocampo
(Nufiez-Molina, 2004). En el NREM se
distinguen dos etapas. El sueiio ligero
(LS) o de transicion entre la W y el
suefio NREM, evidenciado a nivel EEG
por ondas de alto voltaje interrumpidas
por actividad rapida de menor voltaje y
mayor frecuencia, y el SWS o suefio de
ondas lentas caracterizado por ondas
continuas de mayor amplitud y menor
frecuencia, que van desde 0,5 - 4 Hz
(banda delta). Estas, se intercalan con
husos de suefio, caracterizados por una
frecuencia de 10 — 15 Hz (banda sigma),
y reduccion en la amplitud del EMG. En
la etapa de transicion SWS/REM se
observa un aumento en el numero de
husos de suefio. En el REM predominan
las ondas de baja amplitud y alta
frecuencia, asi como actividad theta

gue también es generada a nivel del

hipocampo.




Figura 1. Registro polisomnografico durante la W y el suefio en la rata. Se muestran ejemplos del

registro de dos cortezas y el electromiograma para cada uno de los estados [vigilia, suefio ligero (LS),
suefio de ondas lentas (SWS) y suefio REM]. Durante la W se observa un EEG activo (actividad de alta

frecuencia y baja amplitud) con actividad theta (5-9 Hz) y un EMG con importante actividad muscular.

16




En el LS es posible observar ondas de alto voltaje interrumpidas por actividad rapida de menor voltaje y
mayor frecuencia En el tercer registro se muestra el SWS, en el cual se observa que el EEG presenta
ondas de baja frecuencia y alta amplitud, asi como husos de suefio (circulo violeta). El registro inferior,
registro en REM, destaca un EEG similar a la W, con importante actividad theta principalmente en
cortezas posteriores (V2), actividad de alta frecuencia, y atonia muscular. EEG: electroencefalograma;

EMG: electromiograma; V2: corteza visual secundaria; M2: motora secundaria.
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El EMG no presenta actividad
(atonia muscular), a excepcion de

sacudidas musculares espontdneas

esporadicas  (Schwarzkopf,  2017).
Registros polisomnograficos de la W vy

el sueno se muestran en la Figura 1.

1.7 Analisis cuantitativo del EEG

El electroencefalograma es una

técnica que permite registrar la
actividad eléctrica cerebral (voltaje) en
funcién del tiempo. Esta actividad
puede ser analizada cuantitativamente,
y de esta forma, es posible evaluar los
situaciones

efectos de diferentes

(fisioldgicas, farmacoldgicas o
patoldgicas) sobre la misma (Maloney y
col., 1997a; Schwarzkopf, 2017). El
analisis espectral es probablemente el
anadlisis computarizado del EEG mas
utilizado a nivel mundial (Dressler y
col.,, 2004; Walczak, 2009). Este esta
basado en el teorema de Fourier que
establece que cualquier onda puede ser
descompuesta en la suma de sus
componentes sinusoidales de
diferentes frecuencias, con diferentes
amplitudes y diferentes relaciones de
fase. Al sumar todas estas ondas, se
reconstruir

puede la onda original

(Cooley y Tukey, 1965; Freeman vy
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Quiroga, 2013). De esta manera, la
sefial obtenida del EEG puede ser no
solo representada en el dominio del
tiempo, sino también en el dominio de
(Semmlow,

la frecuencia 2012).

Clasicamente, los componentes de

frecuencia del EEG de Ila rata se

clasifican en las siguientes bandas:
delta 6 (0,5 - 4 Hz), theta ©6 (5 - 9 Hz),
sigma o (10 - 15 Hz), beta B (15 - 30 Hz)
y gamma Y (30 - 100 Hz) (Buzsaki,
Logothetis, y Singer, 2013; Maloney,
Cape, Gotman, vy Jones, 1997)
Recientemente diferentes autores han
denominado al intervalo de frecuencias
entre 110-160 Hz como “High
Frequency Oscillation, HFO” (Cavelli y
col.,, 2017b; Tort y col., 2013). Asi
mismo, a efectos prdcticos y para evitar
incluir en los analisis la corriente
alterna de 50 Hz que podria haber
contaminado el registro, la frecuencia
gamma puede dividirse en gamma bajo,
30 — 48 Hz (LG; por sus siglas en inglés,
low gamma) y gamma alto, 52 — 95 Hz
(HG, por sus siglas en inglés, high
gamma). En la Figura 2 se muestra una
grafica de potencia espectral durante la
W vy el suefio en la rata; se observa
claramente como esta se modifica al

pasar de la W al sueio.




Figura 2. Grafico de los promedios de la potencia espectral en funcion de la frecuencia (2-200Hz) de 6

ratas durante la W (azul), el NREM (verde) y el REM (rojo), con una resolucidn de frecuencia de 0,5 Hz.

La potencia corresponde al registro de la corteza somatosensitiva primaria (S1) derecha. Alternando el

color de fondos de la grafica se delimitan las diferentes bandas de frecuencia. Delta (0,5-4 Hz); Theta (5-

9 Hz); Sigma (10-15 Hz); Beta (15-30 Hz); Gamma bajo; LG (30 -48 Hz); Gamma alto; HG (52-95 Hz) y

oscilaciones de alta frecuencia; HFO (100- 200 Hz).

Es posible cuantificar la potencia

espectral de cada componente de
frecuencia, siendo ésta el cuadrado de
la amplitud. También se puede medir el
grado de interaccion funcional entre
diferentes areas cerebrales registradas
a través de la coherencia espectral. La
coherencia entre dos ondas es una
medida de su similitud en contenido de
frecuencias. Dos ondas son coherentes
cuando

a determinada frecuencia

tienen una relacion de fase vy

amplitudes a esa frecuencia que se

mantiene constante (Bullock y col.,
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2003; Castro Zaballa, 2012) Esto implica
que dos areas corticales que coordinan
su actividad eléctrica van a presentar
un aumento de la coherencia entre sus
actividades eléctricas, aunque Ia
latencia debido a la distancia y/o a
multiples sinapsis interpuestas
determine un desfasaje temporal entre
sus actividades eléctricas (Schoffelen y
col., 2005). Por lo tanto, la coherencia
distintas corticales

entre regiones

reflejaria la  “fuerza” de las
interconexiones funcionales mutuas,

involucradas en la integracion o




“binding” de eventos neuronales
separados espacialmente (Castro et al.,

2013; Rieder et al., 2011).

1.8 Drogas psicoactivas y EEG

Ha sido demostrado que diversas
drogas psicoactivas pueden modificar la
actividad del EEG (Blain-Moraes y col.,
2014; Dafters y col., 1999; Knott, 2000;
Schartner y col., 2017; Schwarzkopf,
2017). Ademas, dichas modificaciones
se han correlacionar

podido con

reportes subjetivos luego de la
experiencia con la droga (Koukkou vy
Lehmann, 1976; Stuckey y col., 2005).
En cuanto al efecto del Cannabis sobre
el EEG, se ha demostrado que la
administracion oral de extractos de THC
o el consumo de cigarros de marihuana
pueden modificar tanto la potencia
como la coherencia de las bandas alfa,
theta y beta (Bocker y col.,, 2010;
Koukkou y Lehmann, 1976; Struve vy
col., 1999). Sin embargo, existen pocas
investigaciones respecto del efecto
sobre las frecuencias mas altas como
gamma y HFO (Cortes-Briones y col.,
2015; Holderith y col., 2011; Skosnik y
col., 2012). Estas oscilaciones (gammay
HFO) han sido asociadas con funciones
alto orden

cerebrales de como

memoria de trabajo y percepcién
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(Gross y col., 2007; Jones y col., 2012).
A su vez, la coherencia gamma entre
diferentes dareas del cerebro ha sido
vista como un correlato neural de la
consciencia (Llinds y col., 1998); se ha
demostrado que se pierde durante la
narcosis (inconsciencia) inducida por
los  anestésicos

generales como

barbitdricos (Mashour, 2006), y se
altera de forma considerable durante
trastornos psiquiatricos

varios que

alteran la  cognicion como Ia

esquizofrenia (Uhlhaas y Singer, 2010).

2 Hipotesis de trabajo

1) La administracion aguda de Cannabis
mediante vaporizacion modifica el
suefio.

2) La administracion aguda de Cannabis
mediante vaporizacion modifica Ia
actividad eléctrica cortical.

3) Estas modificaciones dependen del
dia en el

momento del gue se

administra la droga.

3 Objetivos generales y
especificos

3.1 Objetivo general




Caracterizar el efecto de |Ia
administracion de Cannabis sobre el
sueno y la actividad eléctrica cortical en

ratas.

3.2 Objetivos especificos

1) Determinar en la rata, el efecto de la

administracion aguda de Cannabis
mediante vaporizacion sobre el suefio y
la vigilia, tanto al ser administrado en la
fase de luz (fase de inactividad o
reposo) como en la fase de oscuridad
(fase de activacion).
2) Estudiar el efecto de Ia

administracion aguda de Cannabis

mediante  vaporizacion sobre la
potencia y coherencia de las diferentes

bandas de frecuencia del EEG.

4 Materiales y métodos

4.1 Cannabis

Para este trabajo se utilizaron

flores frescas de Cannabis sativa
obtenidas del Instituto de Regulacion y
Estas

Control de Cannabis (IRCCA).

fueron molidas, homogeneizadas vy
preservadas a -18°C en una bolsa
plastica hasta el momento de su uso.
En colaboracién con el Dr. Carlos Garcia
del laboratorio de Farmacognosia de la
Facultad de

Quimica UdelaR, se

determind mediante cromatografia de
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gases el contenido de cannabinoides
presentes en dichas flores (AHP, 2013).
Las mismas contenian 11,5 % de THC y

niveles indetectables (< 0,05 %) de CBD.

4.2 Animales de experimentacién

Doce ratas macho, Wistar,
adultas, de 270 a 300 gr de peso fueron
utilizadas para cumplir con los objetivos
de este trabajo. Asi mismo, para
determinar las concentraciones de THC
en plasma de los animales luego de la
vaporizacién de Cannabis, se utilizaron
12 ratas adicionales, del mismo sexo y

peso. Los animales fueron obtenidos de

la Unidad de Reactivos Bioldgicos
(URBE) de Facultad de Medicina
UdelaR. Fue comprobado por

veterinarios que estuvieran en buen
estado de salud. Los procedimientos se
llevaron a cabo de acuerdo con la guia
para el uso y cuidado de animales de

laboratorio (8va edicion, National

Academy Press, Washington, DC, 2010)

nacional de

y con la ley

experimentacion animal N2 18.611. El
protocolo experimental fue aprobado
por la Comisién de Etica en el uso de

animales (CEUA - Medicina),

expediente (070153-001077-15). Los

animales permanecieron en jaulas

individuales, con temperatura




controlada y con un ciclo luz-oscuridad
de 12 horas (encendido de luces a las
06:00 horas y apagado a las 18:00
horas). Se les suministré racion
comercial y agua ad libitum. Se realizo
el mayor esfuerzo para minimizar el
nimero de animales empleados, y se
medidas evitarles

adoptaron para

dolor, incomodidad o estrés.

4.3 Procedimientos quirurgicos

Se utilizaron procedimientos
quirdrgicos similares a los utilizados
previamente por nuestro grupo de
laboratorio (Benedetto y col.,, 2013;
Cavelli y col., 2015; Cavelli, y col.,,
2017a). Los animales fueron
implantados de forma crénica con
intracorticales

electrodos para el

registro de la actividad eléctrica
cerebral. Para esto, las ratas fueron
anestesiadas con una asociacién de
ketamina — acepromacina — xilacina a
una dosis de 90 mg/kg; 2 mg/kg; 5
mg/kg, respectivamente. Ademas, se
administré ketoprofeno a la dosis de
1mg/Kg intramuscular. Una vez bajo
plano anestésico, los animales fueron
colocados en un marco estereotactico y
mediante incision de la piel, el craneo

fue expuesto. Se implantaron siete

tornillos de acero inoxidable de 1 mm
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de didmetro como electrodos en el

craneo con la punta sobre Ia

duramadre. Como se observa en la
Figura 3, seis de esos electrodos fueron
colocados sobre el neocortex formando
dos cuadrados consecutivos de 5 mm
de lado. Dichos cuadrados estaban
centrados con respecto a la linea media
y el cuadrado frontal centrado con
respecto a Bregma. Los electrodos
fueron colocados de forma bilateral
sobre la corteza motora primaria de
acuerdo a Paxinos y Watson (2013),
M1: L £ 2,5 mm, AP +2,5 mm; corteza
somatosensitiva primaria, S1: L + 2,5
mm, AP -2,5 mm; y la corteza visual
secundaria, V2: L + 2,5 mm, AP -7,5
mm. El electrodo restante fue colocado
sobre el bulbo olfatorio derecho, OB: L
+1,25 mm, AP +7,5 mm. Por ultimo, se
colocd un electrodo de referencia sobre
el cerebelo. Para el registro del EMG, se
insertaron dos electrodos en el
musculo clavotrapecio (nuca) (Cavelli y
col.,, 2017a). Todos los electrodos
fueron soldados a un conector que fue
fijado al craneo con acrilico dental. Los
bordes de la herida fueron mantenidos
limpios, se aplicé crema con antibiodtico
y corticoesteroides tépica de forma
momento de la

diaria hasta el

recuperacién de la herida. Una vez




finalizada la cirugia y los siguientes dos
dias se administré penicilina (50.000 Ul)
cada 24 horas por via intraperitoneal y
mg/kg) via

ketoprofeno (5 por

intramuscular.

4.4 Sesiones experimentales
5.4.1 Administracién de Cannabis

Una vez finalizada la cirugia los
animales fueron adaptados durante
las condiciones

una seémana a

experimentales. Fueron alojados en
cajas individuales transparentes, de 40
x 30 x 20 cm, conteniendo viruta de
madera como cubierta del fondo de la
caja. La temperatura del ambiente fue
controlada entre 21 - 24°C, se les
suministré alimento y agua ad libitum.
Para determinar el efecto del Cannabis
sobre el suefio y la actividad eléctrica
cortical, se llevaron a cabo dos sesiones
experimentales. En la primera, se
utilizaron dosis bajas de Cannabis en 6
ratas. Previo al inicio del registro, cada
rata fue colocada en una caja plastica
donde se vaporizaron a 180°C durante
10 minutos 0 mg (Csham), 40 mg (Cao) y
80 mg (Cso) de material vegetal (Figura
5). En la segunda serie experimental, se
vaporizaron 0 mg (Csham) Y 200 mg de
Cannabis (Cao0) a seis ratas utilizando el

mismo tiempo y temperatura de
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vaporizaciéon definido para la serie

previa. En ambos casos, para la

vaporizacion fue utilizado el

vaporizador (Herbalizer HA,
Clovershield, Inc., CA, USA) conectado a
la caja a través de un tubo plastico.
(Figura 4). Una vez finalizados los diez
minutos de vaporizacion, el aire de
dentro de la caja fue extraido por
aspiracion con una bomba de aire vy
filtrado a través de una trampa de
carbon activado con el fin de liberar
aire libre de los

limpio, vapores

producidos. En los dos tipos de

sesiones experimentales, las dosis

fueron administradas en forma
alternada en diferentes dias y fases
(fase de luz o de oscuridad) en orden
contrabalanceado en los distintos
animales. Siempre se dejé un dia sin
tratamiento entre cada dosis (Figura 5).
5.4.2 Registros de suefio
Inmediatamente luego de |Ia

administracion de Cannabis, los

animales fueron introducidos en el
“set-up” de registro y se comenzaron
los registros polisomnograficos.

Las sesiones experimentales fueron
realizadas durante la fase de luz (desde
las 9:00 AM a las 3:00 PM) y durante la
fase de oscuridad (desde las 9:00 PM a

las 3:00 AM del dia siguiente). Los




registros  fueron realizados en

condiciones de libre movimiento,

utilizando un conector giratorio dentro
de una caja Faraday que también es
atenuadora de sonidos. Las sefiales

bioeléctricas  fueron amplificadas
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filtradas (0,1 -

216

(x1000), 500 Hz),

digitalizadas (1024 Hz, bits) vy
almacenadas en una PC utilizando el
software Spike 2 (Cambridge Electronic

Design).




Figura 3. Posicidn de los electrodos de registro en la cabeza del animal (puntos rojos). Todos los electrodos
fueron referenciados con un electrodo comuin a nivel del cerebelo (punto azul). En las lineas rojas se
muestra cémo se forman dos cuadrados anteroposteriores equidistantes, centrados con la linea media. A
su vez, el cuadrado frontal esta centrado con respecto a Bregma. BO, Bulbo olfatorio; M1, Corteza motora
primaria; S1,Corteza somatosensitiva primaria; V2, Corteza visual secundaria; d, derecho; i, izquierdo.

Figura 4. Representacién esquematica de la camara de vaporizacion. El vaporizador fue conectado a una
caja pldastica de 4,6 L de volumen donde los animales permanecieron durante 10 minutos. Luego de la
vaporizacion se activé una bomba de aire (BA) que hizo pasar el aire con vapor de Cannabis por un filtro de
carbén activado (FCA). Flechas verdes, Aire con vapor de Cannabis; flechas azules, Aire filtrado.




Figura 5: Ejemplo de un disefio experimental de la serie 1 (Administracion de 40 y 80 mg de Cannabis).
La vaporizacion en la fase de luz se realizé a las 9:00 horas de la mafiana, mientras que la vaporizacién
durante la fase de oscuridad se realizé a las 21:00 horas. Los registros polisomnograficos comenzaron
inmediatamente después de retirados los animales de la cdmara de vaporizaciéon. En los distintos
animales, el orden de los tratamientos fue realizado de forma contrabalanceada. Se realizdé el mismo
disefio experimental en la segunda serie experimental, pero con 2 tratamientos (Sham y 200 mg). *,dia
libre entre tratamientos.

EEG de ondas lentas corticales
4.5 Andlisis de los datos )
interrumpidas por actividad rapida. Por

Para el anadlisis del registro se o
otra parte, el suefio de ondas lentas

t . de 1
omaron épocas de 10 segundos y se (SWS) fue establecido como el estado

identificaron los estados de W y suefio. . .
con ondas continuas de gran amplitud y

La vigilia f fini t
a vigilia fue definida como un estado frecuencia delta (1 - 4 Hz) en las

con presencia de ondas de rdapida ) -
P P cortezas frontal, parietal y occipital.

frecuencia y baja amplitud en la corteza ., .
Este estado se caracterizd, ademas, por

frontal y ritmo theta (5 - 9 Hz) en las . ~
la presencia de husos de suefio y una

cortezas occipitales, asi como una . L L
actividad eléctrica muscular disminuida

importante actividad muscular. El ., -
en comparacion con la W. Por ultimo,

suefio ligero (LS) fue definido por un el suefio REM fue definido como aquel




estado que presentd un EEG similar al
de la W con ondas rapidas de bajo
voltaje a nivel frontal, un ritmo theta
las cortezas

regular en parieto-

occipitales, y un electromiograma
silente, a excepcion de miocldnias
ocasionales.

Se determind el tiempo total que
los animales permanecieron en cada
uno de los estados; W, LS, SWS, suefio
NREM y REM, siendo definido el suefio
NREM como la suma del LS y el SWS.
También fue determinado la duracién
de cada episodio, asi como el numero
de episodios de cada estado. Del
mismo modo, se incluyd en el andlisis la
latencia a cada estado comportamental
(desde el inicio del registro). A su vez, el
tiempo permanecido en cada estado
fue analizado en la primera hora de
registro.

El analisis de potencia y coherencia
del EEG fue realizado Unicamente para
Cx0 Y su control. Para calcular la
potencia espectral (de cada canal) y la
coherencia (entre dos pares de canales)
utilizamos procedimientos similares a
los utilizados previamente en el
laboratorio (Cavelli y col., 2017a; Cavelli
y col. 2017b). Se seleccionaron la
mayor cantidad posible de periodos de

30 segundos no transicionales y libres
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de artefacto durante las seis horas de

registro. La potencia espectral fue

determinada utilizando la funcién
pwelch de Matlab. Se definieron los
siguientes parametros para el analisis:
un tamano de ventana de 5 segundos,
una sobreposicién (overlap) de 2,5 seg.,
una frecuencia de muestreo de 1024 Hz
y una resolucién de 0,5 Hz.

Por otra parte, se analizd Ia
coherencia entre dos canales del EEG
que hubieran  sido  registrados
simultdaneamente tomando periodos de
30 segundos de registro. Para realizar el
analisis, se seleccionaron las cortezas
gue se encontraban equidistantes. La
coherencia fue calculada mediante la
funcion mscohere de Matlab con los
siguientes parametros: tamafo de
ventana de 10 seg., overlap de 5 seg.,
frecuencia de muestreo de 1024 Hz y

resolucion de 0,5 Hz.

Arriba se detalla la funcion

matematica utilizada para el célculo de
coherencia, donde “psd” es el espectro

llb”

au_n

potencias, “a@” vy son las ondas
registradas simultaneamente, “csd” es
la densidad espectral cruzada; en otras

palabras, el analisis de Fourier de la




funcion de covarianza cruzada. Este

algoritmo matematico fue descripto

por Bullock y McClune (1989) vy

validado por varios autores

(Achermann y Borbely, 1998; Bowyer,
2016; Bullock y McClune, 1989; Cantero
y col., 2004). Los valores de coherencia
varian de 0, para ondas totalmente

incoherentes, a 1 para ondas

totalmente coherentes. Una vez

obtenidos los datos, fue necesario

normalizarlos utilizando la
transformada z de Fisher para obtener
la Z'coherencia.

valores fueron

Todos los

presentados como media * error

estandar de la media. Para el analisis
estadistico de suefio en la serie
experimental 1, se utilizd la prueba de
ANOVA de de medidas

una via

repetidas comparando los grupos
(Csham, Cao and Csp). Se utilizo el test de
Bonferroni las

para comparaciones

Post-hoc cuando el ANOVA fue
significativo. El criterio utilizado para
descartar la hipdtesis nula fue p<0,05.
Para evaluar el efecto de Cyoo se utilizé
un test t de Student pareado de doble
cola.

Por otra parte, se analizd el
efecto de Cyoo sobre la potencia y

Z'coherencia de las diferentes bandas
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de frecuencia a través de una prueba t
de Student pareada de dos colas. Las
bandas analizadas fueron delta, 1-4 Hz;
theta, 5-9 Hz; sigma, 10-15 Hz; beta,
15-30 Hz; gamma bajo (low gamma -
LG), 30-48 Hz; gamma alto (high
gamma -HG) 52-95 Hz; y oscilaciones de
rapida frecuencia (High frequency
oscillations - HFO), 105-148 Hz (Cavelli,
y col., 2017°). Se aplicé una correccidn
de Bonferroni

para comparaciones

multiples. Con esa correccidon Ia
significancia estadistica fue definida
cuando p<0,0071. En todos los casos
los analisis durante la fase de luz y la de
oscuridad fueron realizados de forma

independiente.

4.6 Determinacion de niveles de THC
en plasma

Con la finalidad de comprobar Ia
eficacia del método de vaporizacion
utilizado y conocer la cantidad de THC
gue estaban absorbiendo los animales,
fueron determinados los niveles de THC
en plasma de 12 ratas tras los 10
minutos de vaporizacion. 6 animales
fueron tratados con 80 mg de Cannabis
y los seis restantes con 200 mg
utilizando el

mismo procedimiento

realizado en las sesiones

experimentales previas. Una vez




realizada la vaporizacion las ratas
fueron mantenidas en una caja plastica
en un ambiente tranquilo durante 15
minutos y luego se procedid a la
eutanasia mediante decapitacion para
extraer sangre. La sangre fue colectada
en tubos frios con el anticoagulante K2-
EDTA. Antes de dos horas de haber sido
colectada, la sangre fue centrifugada
durante 15 minutos a 1200 g (Giuffrida
y col., 2000; Takahashi y col., 2014). El
plasma obtenido fue almacenado en
criotubos a -80°C hasta el momento de
su analisis.

La medicion de THC en plasma fue
realizada en colaboracion con el Dr.
Eleuterio Umpierrez, en la Unidad de
Medio Ambiente, Drogas y Dopping del
Polo Tecnolégico de Pando, Facultad de
Quimica, UdelaR. Los niveles de THC se
determinaron mediante ELISA de alta
sensibilidad para A-9-THC y 11-OH-THC
(el metabolito activo del THC) (Neogen
Corporation, Lansing, USA).

El THC utilizado fue un Material de
Referencia Certificado de Cerilliant; T-
005-1 ML de (-)-A9-THC diluido a la
concentracién de 1,0 mg/mL en
metanol.
Cada muestra de plasma fue

evaluada siguiendo las instrucciones del

Kit. De cada muestra se tomd una
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alicuota de 25 plL y se coloco en pocillos
individuales en placas de ELISA junto
con 25 pl de buffer de optimizacidn. Se
incubd la placa durante 60 minutos en
oscuridad y agitacién suave. Una vez
finalizada esta incubacidn, se agregaron
50 plL de un conjugado enzima-droga a
cada uno de los pocillos y se incubd
nuevamente a temperatura ambiente
durante 30 minutos, también en
oscuridad y con agitacion suave. Luego
de la incubacion, se vertid el liquido de
los pocillos. Una vez lavados con buffer,
se agregaron 100 pL de sustrato K-
Blue® (TMB) a cada pocillo y se volvié a
incubar en oscuridad, esta vez por 30
minutos. Una vez finalizados, se detuvo
la reaccién con 100 pL de H2SO4 (1IN) y
la placa fue leida a 450 nm. La
intensidad del color desarrollado fue
inversamente  proporcional a la
concentracion de la droga en |la
muestra. Se realiz6 una curva de
calibracion con concentraciones de 1
ng/mL, 2 ng/mL y 5 ng/mL del THC de
referencia en un plasma blanco. Se
determind la sensibilidad de la técnica
corriendo un plasma negativo vy
analizando la presencia de pico a los 0,5
ng/mL Cada 8 muestras analizadas, se

incluyé un plasma control con 2 ng/mL




de THC, al inicio y final de cada lote se

corrié una muestra blanco.

5 Resultados

5.1 Determinacion de los niveles de
THC en plasma.

Una de las muestras de Cypo tuvo

gue ser descartada por presentar
hemdlisis. Con las muestras restantes
se determinaron los niveles de THC en
plasma de las ratas, a los 15 minutos
luego de ser retiradas de la caja de
vaporizacion. Las concentraciones de
THC obtenidas fueron de 6,7 ng/mL +
0,04 y de 4,6 ng/mL = 0,6 para C200 Y Cso

respectivamente.

5.2 Efectos del Cannabis sobre el
sueio

En la Figura 6 se muestra un
registro crudo de EEG y EMG de un
animal representativo luego de un
Sham y de la administracién de 200 mg
de Cannabis. No se observaron
diferencias en el registro crudo entre
ambos tratamientos. Sin embargo, en la
Figura 7 se puede observar un
hipnograma y espectrograma tipico del
mismo animal luego de los mismos
tratamientos (Csham y Coo0) durante la
fase de luz. En este caso, en la primera

hora de registro, se puede apreciar un
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incremento  del suefio tras la
administracion de Caoo.

Cuando se analizaron todos los
animales, en el tiempo total de registro,
la administracion de Caso, Cso Y Cao00
durante la fase de oscuridad, no afect6
ningun parametro de la vigilia o del
suefio (Tablas 1y 2). Para el caso de los
tratamientos durante la fase de lug,
tampoco se observaron efectos con 40
u 80 mg (Tabla 3); sin embargo, existid
una sutil reduccion en el nimero de
episodios de W tras la administracion
de 200 mg de Cannabis (Cz00, 61,8 * 4,9;
Csham, 79,5 £ 4,5; t(5) = -3,025, p=0,029)
(Tabla 4). Cuando el analisis fue
realizado en la primera hora, ni la dosis
Cao ni Cgo afectaron el tiempo de vigilia
o de suefio (Figura 8A). Sin embargo,
luego de la administracion de 200 mg
de Cannabis, en la primera hora de
registro, ocurri6 un incremento
significativo del tiempo de suefio NREM
(Ca00: 185,8 + 28,5; Sham: 115,0 + 20,7;
t (5) =-2,7 p = 0,04), pero Unicamente
durante la fase de luz (Figura 8B). Este
efecto, no pudo ser explicado por el
incremento del nimero de episodios
(Ca00: 15,2 + 1,2; Sham: 13,5 + 2,8; t (5)
= 0,58 p = 0,63), ni por la duracién de
éstos (Ca0: 1,9 + 0,4; Sham: 1,6 + 0,4;

t(5) = 0,74 p = 0,49) por lo cual, parece




ser debido a una combinacién de

ambos factores.

Figura 6. Registros crudos de EEG y EMG de un animal representativo luego de un Sham y de la
administracion de 200 mg de Cannabis durante la fase de luz. BOd, Bulbo Olfatorio derecho; M1d,
Corteza motora primaria derecha; V2d, Corteza visual secundaria derecha.
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Figura 7. Hipnograma y espectrograma (0,1-30 Hz) de la corteza motora primaria derecha y visual
secundaria de un animal representativo luego de la administracién de Sham (A) y Cannabis 200 mg (B)
durante la fase de luz. Es posible observar en la vigilia y el suefio REM la actividad theta (5 — 9 Hz).
Durante el suefio de ondas lentas la actividad delta (1 — 4 Hz) es mas prominente y se evidencian
episodios intermitentes de actividad sigma (10 - 15 Hz), que corresponde a la presencia de husos de
suefio. La calibracion de color del espectrograma no se presenta en la figura (potencias mas altas son
representadas por el color rojo). Es posible apreciar que el tiempo de suefio incrementa en la primera

hora de registro. LS, suefio ligero; SWS, suefio de ondas lentas.




Tabla 1. Efectos de la vaporizacion de 40 y 80 mg de Cannabis sobre el suefio y la

vigilia durante la fase de oscuridad.

Vigilia (W)
Duracion total (min)
Numero de episodios

Duracion de los episodios (min)

Sueiio Ligero (LS)
Duracidn total (min)
Numero de episodios

Duracion de los episodios (min)

Sueio de ondas lentas (SWS)
Duracidn total (min)

Numero de episodios

Duracidn de los episodios (min)

Latencia

Sueiio NREM

Duracion total (min)

Sueiio REM

Duracidn total (min)

Numero de episodios

Duracidn de los episodios (min)

Latencia

Sham

222,9+17,3
69,0+ 10,3
3,5%0,5

11,4+2,5
51,4+9,6
0,2+0,0

112,0+14,7

76,8 +12,9
1,5+0,2
23,2+8,0

123,4 £ 15,3

12,6 +2,2
10,0+1,8
1,3+0,1

49,8 +11,3

Cannabis 40 mg

226,1+8,9
55,4+2,5
4,2+0,3

10,6 £2,2
44,6 + 6,3
0,2+0,0

108,2 +6,8
65,2 +4,2
1,7+0,1
15,4+ 2,5

118,8+7,3

15,1+2,7

16,1+5,1

1,2+0,2
61,4+11,6

Cannabis 80mg

194,6 £ 22,7
70,2+10,3
3,1£0,7

12,1+5,0
43,8 +16,1
0,3+0,0

137,2+18,1
65,2t ,4,2
1,7+0,1
20,0+6,8

149,3 £ 18,9

16,1+4,1

11,2+2,9

1,5+0,2
61,1+12,1

El andlisis fue realizado para el tiempo total de registro. Los datos estan presentados
como media * error estandar de las seis ratas. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos (ANOVA de una via para medidas repetidas).
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Tabla 2. Efectos de la vaporizacidon de 200 mg de Cannabis sobre el suefio y la vigilia

durante la fase de oscuridad.

Sham Cannabis 200 mg
Vigilia (W)
Duracidn total (min) 222,8+18,5 207,8+13,4
Numero de episodios 67,7+9,0 51,0+ 7,0
Duracidn de los episodios (min) 3,6+0,5 4,7+1,0
Sueiio Ligero (LS)
Duracidn total (min) 6,4+1,3 8,9+3,7
Numero de episodios 26,2+5,4 19,0+ 7,5
Duracién de los episodios (min) 0,3%+0,0 0,7+0,5
Sueiio de ondas lentas (SWS)
Duracién total (min) 112,2+11,9 124,3+8,6
Numero de episodios 74,8 +£8,9 56,3%+7,2
Duracion de los episodios (min) 1,6+0,3 1,9+0,6
Latencia 14,9+3,7 19,7 15,8
Suefio NREM
Duracidn total (min) 118,6 +11,6 133,2+8,6
Suefio REM
Duracién total (min) 18,7+ 7,2 19,1+6,7
Numero de episodios 13,2+4,5 13,2+3,5
Duracion de los episodios (min) 1,4+0,2 1,2+0,2
Latencia 25,7+6,4 65,5+17,0

El analisis fue realizado para el tiempo total de registro. Los datos estan presentados
como media + error estandar de las seis ratas. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos (prueba t de Student de dos colas, pareada).




Tabla 3. Efectos de la vaporizacion de 40 y 80 mg de Cannabis sobre el suefio y la

vigilia durante la fase de luz.

Vigilia (W)
Duracion total (min)
Numero de episodios

Duracion de los episodios (min)

Sueiio Ligero (LS)
Duracidn total (min)
Numero de episodios

Duracion de los episodios (min)

Suefio de ondas lentas (SWS)
Duracidn total (min)

Numero de episodios

Duracidn de los episodios (min)

Latencia

Sueiio NREM

Duracion total (min)

Sueiio REM

Duracidn total (min)

Numero de episodios

Duracidn de los episodios (min)

Latencia

Sham

119,1+6,5
85,4+9,7
1,5+0,2

25,0+9,0
85,4+9,7
0,3+0,0

179,9+10,9

110,6 £ 13,3
1,8+0,3
19,7 3,2

204,9+4,1

35,3+3,7
22,4+2,1
1,6+0,1

76,2+9,1

Cannabis 40 mg

125,5+39,1
83,0+11,2
1,9+0,9

12,9+3,8
65,2 + 18,9
0,2+0,0

187,8 £32,0
97,7 £18,7
1,9+0,2
26,4+6,7

200,6 + 33,2

30,4+6,1
21,0+4,9
1,5+0,1
76,4 £8,9

Cannabis 80mg

95,3+%5,3
84,2+7,8
1,2+0,1

17,8+2,1
80,8+9,5
0,2+0,0

203,6 +4,2
101,3+7,9
2,1+0,2
14,7 £ 2,5

221,4+2,9

37,511
21,5+2,9
1,8+0,2
58,3+8,5

El analisis fue realizado para el tiempo total de registro. Los datos estan presentados
como media % error estandar de las seis ratas. No se observaron diferencias

significativas entre los grupos (ANOVA de una via para medidas repetidas).
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Efectos de la vaporizacidon de 200 mg de Cannabis sobre el suefio y la vigilia durante

la fase de luz.
Sham Cannabis 200 mg

Vigilia (W)
Duracidn total (min) 113,3+3,1 103,5+7,0
Numero de episodios 79,5+4,5 61,8 + 4,9*
Duracidn de los episodios (min) 1,5+0,1 1,7+0,2
Sueiio Ligero (LS)
Duracidn total (min) 19,5+6,7 13,6 +4,6
Numero de episodios 78,0+ 22,4 53,5+13,3
Duracidn de los episodios (min) 0,2+0,0 0,2+0,0
Sueiio de ondas lentas (SWS)
Duracién total (min) 180,0+ 7,6 209,2 + 10,9
Numero de episodios 102,3+12,8 82,0+ 14,2
Duracion de los episodios (min) 1,8+0,2 24104
Latencia 15,3+2,7 19,7 15,8
Suefio NREM
Duracidn total (min) 199,5+8,4 222,8+7,5
Suefio REM
Duracién total (min) 32,6+5,0 33,6 +6,1
Numero de episodios 22,5+2,9 27,0+ 8,8
Duracion de los episodios (min) 1,5+0,1 1,5+0,3
Latencia 61,9 £ 10,2 78,9+ 16,7

El andlisis fue realizado para el tiempo total de registro. Los datos estan
presentados como media * error estandar de las seis ratas. * indica diferencias
significativas con el grupo Sham utilizando una prueba T de Student de dos colas,

pareada (p < 0,05).




Figura 8. Efecto de la administracién de Cannabis sobre la vigilia y el suefio durante la primera hora de
registro. Las graficas muestran la media * error estandar del tiempo permanecido en
vigilia (W), suefio NREM y suefio REM. El efecto de las dosis bajas de Cannabis (40 y 80 mg) se muestran
en los graficos de arriba (A), mientras que el efecto de los 200 mg se muestra en los graficos de abajo
(B). Las diferencias entre los grupos Sham, Caoy Cso fue determinado por ANOVA de una via de medidas
repetidas, mientras que las diferencias entre Sham y Caoo fue determinada por prueba T de Student
pareada de dos colas.




5.3 Efectos sobre la potencia espectral

Dado que el efecto sobre el suefio
s6lo fue observado con la dosis mas
alta de Cannabis, el analisis cuantitativo
del EEG fue realizado Unicamente para
dicha dosis. Los efectos de Cypo se
resumen en la Figura 9A. Durante la
vigilia, en Ila fase de Iluz, Ia
administracion de 200 mg de Cannabis
produjo una reducciéon en la potencia
theta, sigma, beta y LG en el BO. La
potencia de LG disminuyd también en
la corteza motora izquierda y hubo una
tendencia (p <0,05, >0,0071) a la
disminucion de esta en la corteza

motora derecha. Por el contrario,
durante la fase de oscuridad, no existid
efecto sobre la potencia de las distintas
bandas de frecuencia del EEG en la W.
Durante el suefio NREM el Cannabis no
afectd la potencia del EEG en ninguno
momentos de

de los dos

administracion. Sin embargo, en el
sueno REM, durante las horas de luz,
C00 redujo la potencia HFO en las
cortezas motoras y somatosensitivas
izquierdas; ademas, se observd una
tendencia a la disminucién en la
corteza motora derecha. Como ocurrid
en la W, no se observaron efectos

cuando la vaporizacion fue realizada

durante la fase de oscuridad. En la
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Figura 9B se muestra un ejemplo de
grafico de espectro de potencia a nivel
del BO. En esta figura es posible
apreciar las diferencias entre la fase

activa (oscuridad) y la fase de reposo

(luz). Los resultados de todos los
analisis  de potencia espectral
realizados estdn mostrados en los

anexos 1 y 2 para la fase de luz y

oscuridad respectivamente.

5.4 Efectos sobre la Z’Coherencia

Se analizaron los efectos de la
administracion de 200 mg de Cannabis
sobre la Z'coherencia espectral. Se

realizd un andlisis intrahemisférico
entre las cortezas derechos (BO-M1;
M1-S1 y S1-V2), asi como un analisis de
la coherencia interhemisférica entre
cortezas homologas (M1, S1 y V2 de
ambos hemisferios). Este analisis fue
realizado durante los diferentes
estados de suefio y W, y también
durante las fases de luz y de oscuridad.

A diferencia de lo que ocurrié en el
analisis de la potencia espectral, en el
analisis de coherencia no se observaron
efectos ni durante la W ni durante el
suefio durante la fase de luz (Figura 10).
unico efecto

Por el contrario, el

significativo de la administracion de




Cannabis sobre la Z'coherencia fue registrado durante la fase oscura;

Figura 9. Efecto de la administracion de 200 mg de Cannabis sobre la potencia del EEG. A. Resumen de
los efectos de acuerdo a la corteza, bandas de frecuencia y fase de luz/oscuridad. En negro se indican
las disminuciones de potencia significativas (p < 0.0071). B. Se muestra como ejemplo un grafico del
efecto de 200 mg de Cannabis sobre la potencia del BO durante la W (indicado con un circulo negro en
A). La vaporizacién de Cannabis produjo una disminucién significativa en theta, sigma, beta y LG
(indicado con asteriscos) durante la fase de luz. En este grafico se elimind el “Pink noise” multiplicando
los valores por sus frecuencias. Delta, 1-4Hz; theta, 5-9 Hz; sigma, 10-15 Hz; beta, 16-30 Hz; LG, 31-48
Hz; HG, 52-95 Hz; HFO, 105-148 Hz. BO, bulbo olfatorio; M1, corteza motora primaria; S1, corteza
somatosensitiva ; V2, corteza visual secundaria; d, derecho; |, izquierdo; LG, gamma bajo; HG, Gamma

alto; HFO, Oscilaciones de alta frecuencia; W, vigilia; NREM, sueifio No-REM; REM, suefio REM.




Figura 10. Efecto de la administracidon de 200 mg de Cannabis sobre la Z'coherencia. La figura muestra

el efecto durante el suefio NREM entre las cortezas somatosensitiva primaria y visual secundaria del

hemisferio derecho luego de la administracidon de Cannabis. La vaporizacidn produjo una disminucion

estadisticamente significativa en la banda sigma durante el suefio NREM (indicado por asteriscos,

p<0.0071), pero Unicamente durante la fase de oscuridad.

se observd una disminucién de la
coherencia intrahemisférica de Ia
banda sigma (que corresponde a la
frecuencia de los husos de suefo) entre
las cortezas mas posteriores (S1 y V2).
del hemisferio derecho (Figura 10). En
los anexos 3 y 4 se muestran los
resultados de todos los analisis de
coherencia realizados para la fase de

luz y de oscuridad respectivamente.

6 Discusion

Este es el primer trabajo que
describe los efectos de la vaporizaciéon
de flores de Cannabis sobre el ciclo
sueno-vigilia y la actividad eléctrica
cortical en ratas. Hemos demostrado

gue el Cannabis administrado mediante

esta via provoca un incremento del
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tiempo permanecido en suefio NREM
durante la primera hora de registro,
cuando es administrado en las horas de
luz, que se corresponde a la fase de
reposo de la rata. Cuando se administré
en la fase de oscuridad, que es la fase
de mayor actividad de estos animales,
no se observd este efecto. Asi mismo,
se observaron modificaciones en la
potencia y coherencia de las distintas
bandas de frecuencia del EEG tanto
durante la W como durante el suefio.
Estos efectos del Cannabis también
fueron altamente dependientes del

momento de administraciéon de la

droga.

6.1 Consideraciones técnicas




Demostramos que nuestro sistema
de vaporizacion fue efectivo a la hora
de administrar cannabinoides a los
animales. Nuestro objetivo consistia en
evaluar el efecto del Cannabis sobre el
ciclo sueno-vigilia, principalmente con
perspectivas a un posible uso medicinal
del mismo. Es por esto que
consideramos interesante el estudio de
dosis relativamente bajas.  Nuestra
concentracion maxima obtenida en
sangre con la dosis mas alta utilizada
(C200)

concentracion es considera baja debido

fue de 6,7 ng/mL. Esta
a que hay estudios en los que se
obtuvieron niveles ampliamente mas
altos de THC en sangre utilizando
procedimientos de vaporizacién
similares (hasta 301 ng/mL/kg), pero
utilizando

mayores  tiempos de

exposicién 'y mayor cantidad de
material vegetal (Manwell y col., 2014;
Nguyen y col.,, 2016). Sin embargo,
niveles de 2 a 4 ng/mL producen
efectos objetivos y subjetivos en
humanos (R Brenneisen y col.,, 1996;
Ohlsson y col, 1980). El efecto
promotor de suefo obtenido con las
dosis de THC utilizadas en este trabajo,
(ampliamente menores a las utilizadas
en otros experimentos) alientan el uso

medicinal de Cannabis evitando efectos

——
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adversos o no deseados que podrian
aparecer con dosis mas altas, como por
ejemplo, sintomas de psicosis (Di Fortiy
col., 2009).
El analisis del EEG fue realizado
para las seis horas de registro, con la
finalidad de obtener el maximo ndmero

de periodos no transicionales vy libres

de artefactos para cada estado
comportamental. Sin embargo, los
efectos comportamentales fueron

vistos Unicamente en la primera hora
de registro y se “diluyeron” cuando el
analisis se realizd en el tiempo total de
registro. De hecho, describimos algunos
resultados que no fueron significativos,
pero que si presentaron tendencia (p<
0.05, >0.0071) en el analisis de potencia
y coherencia. Creemos que esos
resultados podrian haber alcanzado la
significancia si el andlisis de EEG se
hubiese realizado Unicamente para la
primer hora de registro y/o
incrementando el nimero de animales

evaluados.

6.2 Efecto promotor del suefio NREM

El incremento en el suefio NREM
que encontramos en este trabajo
coincide con los hallazgos de algunos
estudios clinicos que demostraron que

el Cannabis administrado por otras vias




podria ser util para el tratamiento de
insomio en adultos (Belendiuk y col.,
2015; Bonn-Miller y col., 2014) y en
adolescentes (Boys y col., 2001). Sin
embargo, este efecto no estd
completamente claro. Gates y col.,
2014, luego de analizar treinta y nueve
publicaciones que evaluaban la accién
de la administracidon de Cannabis sobre
el suefio, concluyeron que no habia
evidencia suficiente para establecer
que existe un efecto benéfico del
mismo. Estos autores plantean que, en
muchos casos, la causa de los
desdérdenes de suefio de los pacientes
estudiados eran sintomas de otras
patologias preexistentes como, por
ejemplo, dolor. Las discrepancias en los
resultados publicados por diferentes
investigadores podrian ser debidas a las
diferentes vias de administracién,
tiempo de consumo (agudo Vs. crénico)
y al hecho de que muchos de los
estudios clinicos realizados
presentaban algunos factores de sesgo
como, por ejemplo, no considerar la
edad o género de los participantes,

desérdenes del suefio previos y/o el

consumo concomitante de otras
sustancias.

En cuanto al efecto de los

fitocannabinoides aislados, muchos

(
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trabajos han concluido que el THC tiene
propiedades sedantes mientras que el
CBD, dependiendo de la dosis, puede
actuar como un compuesto activador
(Nicholson y col., 2004). El THC es un
agonista parcial de los receptores CB1
(Paronis y col., 2012), y se cree que su
efecto sobre el suefio podria deberse a
la unién a esos receptores (Murillo-
Rodriguez, 2008; Santucci y col., 1996).
De hecho, el primer reporte del rol de
los receptores CB1 sobre la modulacién
del suefio fue realizado en 1996 por
Santucci y col. (1996). Estos autores
inyectaron el antagonista CB1
“SR141716A” por via intraperitoneal en
ratas, obteniendo un incremento de la
W dosis dependiente (Santucci y col.,
1996). Existen hipdtesis de cédmo el
THC ejerceria su accidn sobre el suefio.
Ha sido ampliamente demostrado que
el sistema endocannabinoide modula
de forma reciproca otros sistemas de
neurotransmisores como por ejemplo
sistemas

los hipocretinérgico vy

MCHérgicos. Las neuronas

hipocretinérgicas son parte del sistema
activador y esenciales para el
mantenimiento de la vigilia (Torterolo y
Chase, 2014). Mientras que las
neuronas MCHérgicas (productoras de

hormona concentradora de melanina)




son promotoras tanto de sueiio REM
como NREM (Benedetto y col., 2013;
Torterolo y col.,, 2011). Huang y col.
(2007) demostraron en preparaciones
in vitro que la activacidén de receptores
cannabinoides

provoca una

hiperpolarizacion de las neuronas
hipocretinérgicas y una despolarizacion
de las Asi

neuronas MCHérgicas.

mismo, la administracion intra-
hipotaldamica de 2-AG incrementa el
suefio REM y disminuye la expresidon de
c-fos en las neuronas hipocretinérgicas
y la aumenta en las MCHérgicas (Flores
y col., 2013; Pérez-Morales y col.,
2013). Otra hipdtesis al respecto de la
accion de los agonistas CB1 sobre el
ciclo suefio-vigilia es que el sistema
los

endocannabinoide modularia

niveles de adenosina. La adenosina es

un neurotransmisor endégeno
promotor de suefio que va
aumentando su concentracién

conforme aumenta la presion al suefo
(Huang y col., 2011). Murillo-Rodriguez
y col. (2003) demostraron que la
inyeccion intraperitoneal de
anandamida provocd un incremento
del suefno NREM y un aumento de los
niveles de adenosina a nivel del cerebro

anterior.
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El material vegetal utilizado en este
trabajo tenia una alta concentracién de
THC vy niveles indetectables de CBD.
Pero, éfue Unicamente el THC el
responsable del incremento del suefio
NREM?

Si bien la mayoria de los trabajos
cientificos se han enfocado en Ia
administracion  de  cannabinoides
aislados, la planta estd compuesta por

mas de 530 sustancias quimicas y se ha

demostrado que algunos de esos
componentes pueden tener efecto
sinérgico. De hecho, Carlini y col.

(1974), basandose en trabajos en
humanos y animales, determinaron que
los extractos de planta de Cannabis
producian efectos de “dos a cuatro
veces mayores que los esperables por
su contenido en THC” [Efecto séquito
(Mechoulam y Ben-Shabat, 1999)]. A su
vez, algunos de los terpenos que se
encuentran en la planta de Cannabis
han demostrado tener propiedades
sedantes por si solos (Booth y col.,
2017; do Vale y col., 2002). Por
ejemplo, los terpenos como el aPineno
(Yang y col., 2016), mirceno (do Vale y
col., 2002) y fitol (Costa y col., 2014),
ejercen su efecto al unirse al sitio de
union de las benzodiacepinas sobre el

receptor GABAa, mientras que otros




como el limoneno actuaria a través de
los receptores A2x de adenosina (Park y
col., 2011); ambos sitios de accion han
sido vinculados con la regulacion del
suefio. Por lo tanto, seria de gran
interés realizar estudios que ponderen
la importancia relativa del THC y los
terpenos en este efecto promotor del

sueiio NREM que presenta el Cannabis.

6.3 La administracion de Cannabis
modifico la actividad eléctrica
cortical

La dosis de 200 mg disminuyd, a
nivel del BO, la potencia de las bandas
de frecuencia que se encuentran en el
rango entre theta y LG durante la W,
cuando fue

pero Unicamente

administrada en la fase de luz. Es

interesante recalcar que han sido

identificados un elevado numero de
receptores CB1 a nivel del BO (Moldrich
y Wenger, 2000). Ademds, existe
evidencia electrofisiolégica de que el
sistema endocannabinoide juega un rol
en dicha regidon regulando Ila
sefalizacion y actividad de neuronas a
nivel del glomérulo (Wangy col., 2012).
Igualmente, agonistas y antagonistas de
los receptores CB1 modulan la
actividad de la regién periglomerular y
de las células en penacho externas a
del

nivel BO (Wang y col., 2012).
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Adicionalmente, las fibras
corticobulbares poseen receptores CB1
gue podrian regular la excitacion o
inhibicion de neuronas del BO (Pouille y
Schoppa, 2018). Por lo tanto, el efecto
de los 200 mg de Cannabis sobre la

potencia del EEG a nivel del BO podria

ser una evidencia adicional a Ia
modulacion del procesamiento
sensorial en el BO por el sistema

endocannabinoide.

La dosis mas alta de Cannabis
también redujo la potencia de LG a
nivel de M1 durante la W. Este
resultado concuerda con trabajos de
otros autores donde se demostré que
la administracion de THC disminuyo la
bandas de

potencia de varias

frecuencia del EEG, tanto en el
hipocampo como en el neocdrtex. Estos
efectos han sido reportados sobre las
bandas de frecuencia mas bajas (rango
de delta a beta) (Boécker y col., 2010;
Bounamici y col.,, 1982; Struve y col.,
1999; Willinsky y col., 1975), asi como
en gamma bajo (Cortes-Briones y col.,
2015). Asi mismo, Robbe et al., (2006)
demostraron que tanto el THC como el
agonista CB1 “CP55940” redujeron la
potencia theta, gamma y HFO en el
hipocampo. Por lo tanto, es probable
la caida de

que la potencia LG




registrada en este trabajo haya sido

debida a una activacion de los

receptores CB1l. En este sentido,
Holderith y col. (2011) reportaron que
la reduccidon en la excitacion sindptica
de las neuronas piramidales de CA3
podria ser la base de los mecanismos
celulares que subyacen la reduccion de
la actividad sincrénica de las redes
hipocampales dependientes de
receptores CB1 (Holderith y col., 2011).

También se redujeron las potencias
de HG y HFO en las cortezas motoras y
suefio

somatosensitivas durante el

REM. Es en este estado

comportamental cuando ocurren Ia

mayoria de los suefios (actividad

onirica). Los suefos son considerados
un tipo especial de actividad cognitiva,
también  conocida como  proto-
consciencia (Hobson, 2009). Tanto la
banda de frecuencia gamma como HFO
funciones

se han relacionado a

cognitivas como, por ejemplo, el

procesamiento de memoria (Bosman y

col., 2014; Tort y col.,, 2013). Es
conocido que el Cannabis induce
alteraciones en las funciones

cognitivas, como el deterioro de la
memoria, tanto tras su administracion
aguda como cronica (Crean et al., 2011;

Shrivastava et al.,, 2011). Por lo tanto,

——

45

creemos que la reduccion de la
potencia de estas bandas de frecuencia
rapidas podria estar asociada a este
tipo de efectos.

Los efectos de la vaporizacidon de
Cannabis sobre las oscilaciones del EEG
durante el suefio REM sugieren
también que el consumo de Cannabis
podria afectar los suefios. Al respecto,
Murillo-Rodriguez y col. 2017
propusieron la hipdtesis de que el
sistema  endocannabinoide  podria
modular el contenido de los suefios
(Murillo-Rodriguez y col., 2017). De
hecho, pacientes con estrés
postraumatico que recibian Nabilona
(un agonista sintético de los receptores
CB1y CB2) reportaron una desaparicion
o disminucién significativa de |Ia
intensidad de las pesadillas (Cameron y
col., 2014; Fraser, 2009).

Si bien el efecto del Cannabis sobre
la coherencia del EEG no fue muy
marcado, se verificd una reduccion de
la coherencia intrahemisférica para la
banda sigma entre las cortezas S1y V2.
Curiosamente, este efecto sdlo se
constatd durante la fase de oscuridad.

La frecuencia sigma esta asociada a
los husos de suefio. Estos, son eventos
oscilaciones

caracterizados por

sincrénicas a una frecuencia de 10-15




Hz, generado por redes talamo-
corticales (Steriade y col., 1993). Los
husos de suefo tienen un importante
rol en la consolidaciéon de la memoria
declarativa (Fogel y Smith, 2011); es
esencial para que esta consolidaciéon
ocurra durante el suefio que exista un
acoplamiento de fase entre las ondas
del hipocampo, los husos de suefo y las
oscilaciones lentas (Latchoumane y col.,
2017; Siapas y Wilson, 1998).

Ademas, los husos son el principal
factor capaz de sincronizar las ondas

hipocampales (“ripples”) encargadas de

la consolidacion de la memoria
(Latchoumane y col., 2017). En
patologias  psiquidtricas como la

esquizofrenia se observan reducciones
dramaticas tanto de la coherencia de
los husos de suefio como de Ia
consolidacion de la memoria
dependiente de estos (Wamsley y col.,
2012). Tal es asi, que se ha planteado
como hipodtesis que una reduccién en la
actividad sincronizada de los husos
podria afectar la consolidacion de la
memoria al interferir con los procesos
normales de reactivacién coordinada
de la misma durante el suefio
(Wamsley y col.,, 2012). En cuanto a
esto, el consumo de Cannabis podria

empeorar algunas de las anormalidades
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taldmicas presentes en los pacientes
con esquizofrenia y en individuos que
desarrollar

presentan riesgo de

psicosis. Segun Vukadinovic y col.

(2013) este efecto podria estar

explicado por la accion de los
fitocannabinoides sobre canales de
calcio tipo T presentes en el tdlamo.

A su vez, se ha demostrado que el
Cannabis

consumo de provoca

perjuicios sobre la  codificacién,
consolidacién y recuperacion de la
memoria (Ranganathan y D’Souza,
2006; Schoeler y Bhattacharyya, 2013).
Nuestros resultados sugieren este
deterioro de memoria producido por el
consumo de Cannabis podria estar
debido, en parte, a la disminucién de la

coherencia sigma.

6.4 Variacion de los efectos de
acuerdo a la hora del dia (fase de
luz Vs. fase de oscuridad)

Las acciones del Cannabis sobre el
sueno NREM vy la potencia del EEG
fueron observadas uUnicamente cuando
la administracion de Cannabis fue
durante las horas de luz. Por el
contrario, Cxoo modificd la coherencia
del EEG, pero exclusivamente en el
periodo de mayor actividad de la rata
(fase de oscuridad). Si bien estas

diferencias no son sencillas de




interpretar, es importante resaltar que
la mayor parte del efecto del Cannabis
ocurrid en la fase de luz, momento en
el cual los animales duermen mas. Este
resultado sugiere que el efecto seria
mas importante durante la noche en los
humanos (dado que tenemos habitos
diurnos); esta singularidad podria tener
importantes implicancias terapéuticas.
Pero, écomo podriamos explicar
estas diferencias entre las fases de luz y
de oscuridad? Al respecto, ha sido
demostrado que los componentes del
sistema  endocannabinoide  sufren
cambios circadianos dependientes del
tejido en los que se encuentran. Las
concentraciones de endocannabinoides
en las diferentes regiones anatdémicas,
asi como la densidad de los receptores
CB1 y las enzimas que controlan la
sintesis 'y degradacion de los
endocannabinoides, exhiben un ritmo
col.,

circadiano (Martinez-Vargas y

2003; Rueda-Orozco y col.,, 2008;
Valenti y col., 2004). Durante la fase de
reposo de las ratas (fase de luz), la
densidad de receptores CB1 es mayor
mientras que la concentracion de

anandamida circulante  disminuye
(Martinez-Vargas y col., 2003; Valenti y
col.,, 2004). Dado que el THC es un

agonista parcial de los receptores CB1,
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planteamos la hipotesis de que podria

ejercer un efecto mas acentuado
durante las horas de luz, debido a que
niveles de estan

los receptores

incrementados y hay menos
anandamida para competir por esos
receptores.

Nuestros resultados sugieren que
la administracion de  Cannabis

medicinal durante la noche en
humanos (fase de reposo) podria ser
Optimo para el tratamiento de
dificultades para conciliar el sueno. Se
deberian realizar estudios clinicos con

el fin de confirmar esta hipdtesis.

7 Conclusiones

La vaporizacion de Cannabis con
11,5 % de THC durante 10 minutos
promueve el suefio en ratas
unicamente cuando es administrada en
la fase de reposo.

Ademas, provoca una modificacion de
EEG

la actividad del relacionada

probablemente con funciones

cognitivas.

8 Perspectivas

Consideramos interesante a futuro
seguir investigando sobre los efectos de

la vaporizacion de Cannabis sobre el




suefio a diferentes dosis, duracion de
tratamiento y variedades de Cannabis;
por ejemplo, una variedad con altos
niveles de CBD y bajo THC, asi como
una con niveles medios de ambos
cannabinoides.

Otra perspectiva de este trabajo
seria explorar aun mas los mecanismos

neurobioldgicos que subyacen estos

efectos; por ejemplo, realizando
mediciones de adenosina, MCH e
hipocretinas en el liquido
cefalorraquideo luego de la

vaporizacion de Cannabis.

Por otro lado, consideramos de
relevancia determinar el efecto de la
vaporizaciéon de diferentes perfiles de
terpenos aislados sobre el ciclo suefo-
vigilia y del efecto séquito que podrian
estar produciendo al vaporizar material
vegetal.

Por ultimo, consideramos que el
resultado del presente trabajo puede
servir de base para estudios sobre el
uso de Cannabis como medicacién
preanestésica. Esta demostrado que el
sueio, principalmente el suefio NREM y
la anestesia general comparten grandes
similitudes comportamentales y
electrofisioldgicas. Ademas, la hipnosis
provocada por farmacos anestésicos

comparte muchos circuitos neurales
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con el suefio (Vacas et al., 2013; Vanini
et al., 2011). Por lo tanto, dado que la
administracion aguda de Cannabis
provocd un aumento de suefio NREM
consideramos que podria reducir las
anestésicos

dosis de generales

necesarias para la perdida de

consciencia prequirurgica.
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Anexo 1

Efecto de la administracion de 200 mg de Cannabis sobre la potencia de las distintas bandas de frecuencia del EEG durante la fase de luz

BOD VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis p Sham Cannabis p Sham Cannabis p
DELTA 3350 + 69,7 193,4 * 379 0,014# | 876,7 = 1873 831,9 + 2408 0,713 | 1241 + 168 940 * 146 0,054
THETA 110,7 + 17,3 885 * 151 0,001* | 294,7 + 69,5 2663 t+ 751 0,297 | 137,1 £ 435 1359 + 487 0,901
SIGMA 290 £ 2,7 20,8 * 2,6 0,000+ | 1384 * 31,5 106,6 * 31,8 0,140 450 = 9,2 445 t 95 0,911
BETA 140 £ 1,5 10,4 £ 1,7 0,000* 27,8 + 63 21,4 £ 69 0,159 17,4 £ 3,7 150 + 3,8 0,089
LG 81 + 1,2 56 + 1,2 0,002* 44 £ 08 33 + 1,0 0,085 79 + 18 60 + 1.8 0,082
HG 55 + 08 38 + 07 0,030# 1,2 + 01 1,2 + 03 0,719 27 + 06 20 + 05 0,054
HFO 31 + 07 1,9 * 04 0,051 02 + 00 03 + 01 0,516 04 £ 01 04 £ 01 0,924
M1iD VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis p Sham Cannabis P
DELTA 273,4 £ 316 2136 + 21,1 0,076 1635, *+ 484,6 14469 * 4548 0,511 | 177,7 + 404 1375 + 21,7 0,162
THETA 1419 + 20,0 1234 * 9,0 0,302 475,2 + 1159  453,4 + 1144 0530 | 2026 * 591 211,1 + 47,6 0,819
SIGMA 343 * 41 283 * 1,7 0,258 2125 £ 529 1774 £ 455 0,071 72,0 + 255 80,4 * 20,6 0,294
BETA 16,6 + 1,9 13,7 £ 1,1 0,136 412 + 85 346 = 7.2 0,130 24,7 £ 39 252 + 39 0,792
LG 106 + 1,1 86 * 1,1 0,0464# 64 £ 07 51 + 06 0,070 120 + 1.2 103 + 1,5 0,113
HG 52 + 06 43 £ 06 0,371 1,5 = 01 1,2 + 01 0,026 37 + 04 29 + 0,4 0,046#
HFO 1,9 % 05 1,3 % 01 0,215 02 £ 00 0,2 + 00 0438 04 £ 0,0 04 £ 00 0,002*

[ 53 )




M1l VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 189,8 + 40,8 146,4 + 18,4 0,172 1124, + 291,8 1159,0 #+ 311,5 0,884 1151 + 23,7 1146 + 168 0,968
THETA 89,8 + 153 80,2 + 13,3 0,221 324,; + 69,4 350,9 * 85,0 0,176 1229 + 286 153,1 + 30,8 0,147
SIGMA 257 + 56 20,5 + 3,6 0,078 1495 + 33,7 132,8 + 32,8 0,012# 49,8 + 133 658 + 17,4 0,110
BETA 13,5 * 25 11,0 + 21 0,040# 293 + 63 271 £ 6.2 0,110 201 + 40 230 + 49 0,050
LG 9,7 + 1,7 81 + 16 0,000* 54 + 1,0 46 + 1,0 0,031# 106 + 21 99 + 22 0,037#
HG 53 £ 1,2 45 + 1,1 0,057 1,2 + 02 1,0 + 0,2 0,019 33 + 0,7 28 + 0,7 0,001*
HFO 22 + 07 1,5 £ 0,5 0,028# 02 % 00 02 % 00 0,111 04 % 01 03 % 0,1 0,003*
S1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 177,2 * 16,8 1690 + 28,3 0,433 19856 + 401,1 2197,1 + 5589 0,369 1324 % 89 140,2 + 190 0,731
THETA 152,7 + 22,7 1490 + 12,9 0,800 466,4 + 56,5 426,9 + 558 0,864 298,9 + 28,7 2933 + 245 0,982
SIGMA 355 + 4,2 32,1 + 46 0,187 189,4 + 21,8 152,6 * 19,1 0,116 62,1 + 5,8 785 + 104 0,212
BETA 180 + 15 14,8 + 1,7 0,036# 393 £ 41 32,1 + 4,0 0,143 254 + 1,4 263 + 26 0,498
LG 11,3 + 1,0 88 + 1,1 0,057 79 + 1,0 63 * 08 0,078 126 + 16 10,5 * 1,5 0,080
HG 48 + 08 37 + 06 0,015# 1,6 + 0,2 1,3 + 0,2 0,063 36 * 06 27 + 04 0,096
HFO 1,8 + 0,6 1,3 + 04 0,363 02 + 00 02 + 00 0,080 05 + 01 04 + 0,0 0,0494#




S1i VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 1769 * 585 2462 + 41,4 0,822 1635,7 + 698,4 7158 + 3426 0,596 97,1 * 856 9%,6 * 353 0,638
THETA 1209 + 243 152,9 + 33,7 0,833 431,6 + 74,9 2750 + 67,3 0,226 2073 + 865 1760 + 558 0,372
SIGMA 333 % 572 453 t 7,2 0,684 144,4 * 315 89,5 + 27,9 0,115 50,1 £ 24,1 59,7 * 16,0 0,945
BETA 16,4 + 23 153 £ 25 0,172 353 % 6,5 21,0 + 58 0,096 285 * 6,5 23,7 % 62 0,814
LG 11,6 + 1,2 70 + 15 0,041 85 + 13 55 + 1,2 0,068 13,2 £ 23 84 £ 25 0,114
HG 60 + 08 29 + 06 0,152 21 % 03 1,4 + 03 0,071 35 + 0,7 20 + 06 0,020#
HFO 31 + 04 1,5 % 0.2 0,256 03 £ 00 03 £ 0,0 0,038 06 £ 01 04 £ 01 0,005*
V2D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 751 * 88 81,3 * 14,4 0,091 | 4688 + 137,3 187,7 + 1396 0,473 43,8 t 10,4 330 + 11,8 0,033#
THETA 64,9 * 14,7 82,5 * 176 0,928 | 1910 + 254 1206 + 353 0,475 172,1 * 30,4 1244 + 304 0,665
SIGMA 133 + 21 21,5 = 28 0,544 62,5 * 183 354 + 148 0,047# 17,2 £ 4.2 154 + 4,8 0,516
BETA 61 + 13 57 + 1,2 0,013# | 116 + 56 70 + 34 0,181 63 + 31 43 £ 28 0,265
LG 44 £ 11 23 + 09 0,012# 27 + 1.2 20 + 07 0,153 40 + 1,9 24 + 14 0,149
HG 33 + 05 1,3 = 03 0,064 07 £ 02 06 * 01 0,078 1,1 % 06 08 + 03 0,134
HFO 25 = 04 08 + 0,2 0,215 02 + 00 02 + 00 0,135 03 £ 01 02 + 01 0,036#

(o)



Vv2i VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 834 + 22,1 799 + 155 0,848 1078,8 + 376,0 1017,3 + 4104 0,363 545 + 19,8 496 + 12,4 0,736
THETA 773 + 286 91,7 + 19,4 0,505 252,9 % 79,0 2093 + 71,2 0,0184% | 143,4 + 485 189,6 + 47,5 0,380
SIGMA 16,7 + 54 16,6 * 3,5 0,989 102,2 + 34,4 69,1 + 24,7 0,114 250 + 99 286 + 7,6 0,628
BETA 87 * 29 78 + 1,7 0,712 251 % 95 144 + 51 0,211 12,8 + 55 11,1 + 4,0 0,673
LG 65 * 2,3 49 + 11 0,398 56 * 2,0 31 + 09 0,190 71 + 33 49 + 1,4 0,428
HG 31 % 1,0 24 £ 05 0,376 1,1 + 03 07 % 02 0,160 21 £ 1,0 1,3 + 03 0,408
HFO 1,5 + 05 1,2 + 03 0,486 02 #+ 00 01 + 00 0,113 03 * 0,1 03 #* 01 0,588

El analisis fue realizado para el tiempo total de registro. Los datos estan presentados como media + error estandar de la media. Para el andlisis
estadistico se realizé una prueba de t de Student de dos colas, pareada con correccién de Bonferroni. *indica diferencias significativas;
p<0,0071. #indica tendencia; 0,05>p<0,0071.




Anexo 2

Efecto de la administracion de 200 mg de Cannabis sobre la potencia de las distintas bandas de frecuencia del EEG durante la fase de

oscuridad

BOD VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis p Sham Cannabis p Sham Cannabis p
DELTA 284,4 + 54,4 340,1 + 56,2 0,499 807,9 + 259,9 958,5 + 280,22 0,730 98,6 + 14,2 134,4 + 10,1 0,117
THETA 81,1 + 14,7 1158 * 22,1 0,108 309,2 + 99,1 373,7 + 102,7 0,718 77,4 £ 29,0 103,4 * 285 0,615
SIGMA 23,4 + 45 334 £ 972 0,153 159,5 + 47,6 1741 + 471 0,866 238 + 7,3 470 + 11,3 0,238
BETA 11,8 + 2,1 14,8 + 2,2 0,066 3,2 £ 9,1 356 + 9,7 0,790 1,6 + 3,0 149 + 3.2 0,561
LG 61 = 1,3 78 % 1,4 0,084 46 + 1,2 48 + 1,1 0,884 58 + 18 64 * 15 0,847
HG 44 + 1,0 58 + 1,1 0,365 1,5 + 03 1,4 + 01 0,741 21 + 05 22 + 04 0,901
HFO 23 % 05 33 % 1,1 0,527 03 % 01 03 % 00 0,611 05 = 01 04 % 01 0,555
M1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis p Sham Cannabis P
DELTA 227,6 = 12,7 281,8 + 358 0,250 1040,7 + 209,7 1841,2 + 6295 0,114 | 1366 + 11,1 1736 * 30,6 0,165
THETA 1025 + 9,9 1271 + 12,1 0,237 441,4 + 26,2 684,9 + 181,3 0,167 | 1342 + 24,6 188,2 + 24,0 0,424
SIGMA 30,8 + 2,2 334 + 28 0,248 243,4 + 17,5 3086 + 80,8 0,386 42,5 + 52 959 + 19,4 0,018
BETA 153 + 1,1 169 + 1,1 0,486 551 #+ 53 64,2 + 13,1 0,414 18,1 1,5 276 + 40 0,010
LG 88 * 0,5 109 + 1,1 0,173 74 t 07 82 * 1, 0,535 106 = 1,1 122 = 1,7 0,240
HG 42 + 0,7 63 * 1,0 0,142 1,5 + 0.2 1,7 + 02 0,785 34 + 06 38 + 06 0,473
HFO 1,4 + 03 21 + 08 0,296 02 + 00 02 + 00 0,963 04 * 0,1 04 * 01 0,923




M1l VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 194,2 + 25,0 1832 + 28,1 0,733 1182,0 + 216,44 1327,1 + 2590 0471 | 102,7 + 9,8 120,4 + 241 0,392
THETA 839 + 12,1 94,0 + 11,6 0,689 513,9 + 759 541,7 + 1146 0,759 943 + 6,0 136,9 + 13,8  0,031#
SIGMA 27,7 + 3,1 27,1 + 3,4 0,885 254,8 + 353 2282 + 499 0,504 405 + 5,7 660 + 161 0,130
BETA 14,8 + 1,7 13,7 + 1,9 0,631 530 + 6,3 49,9 + 103 0,735 201 + 2,2 223 + 38 0,603
LG 10,0 % 1,0 98 * 14 0,884 81 = 1,0 76 £ 15 0,750 120 + 1,4 11,3 = 23 0,754
HG 55 + 1,3 57 + 1,1 0,907 16 + 03 1,4 + 03 0,622 40 + 0,7 3,7 + 1,0 0,806
HFO 1,9 + 06 22 + 06 0,740 03 * 01 02 + 0,0 0,650 04 * 01 04 * 0,1 0,909
S1iD VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 166,7 * 43,6 193,4 + 43,1 0,952 1904,5 + 497,9 2591,3 + 714,7 0,764 101,8 #+ 33,9 1555 + 47,2 0,086
THETA 119,7 + 24,2 141,7 + 22,6 0,700 518,2 + 122,3 617,4 + 121,7 0,571 2154 + 42,5 276,8 + 49,0 0,530
SIGMA 331 + 66 37,4 + 84 0,967 258,5 * 52,8 248,1 * 493 0,485 434 £ 9,6 776 + 21,3 0,19
BETA 152 + 33 17,1 + 34 0,699 56,4 + 13,2 57,8 + 12,3 0,836 19,4 + 4,7 280 + 7,5 0,225
LG 88 + 21 105 + 1,9 0,544 92 + 24 9,7 + 21 0,937 11,2+ 2,7 132 + 3,1 0,595
HG 40 + 1,2 50 + 1,0 0,678 1,7 + 04 1,8 + 04 0,945 31 + 08 35 + 08 0,544
HFO 1,4 + 05 1,9 + 0,7 0,935 03 + 0,1 03 #* 01 0,860 04 * 01 05 + 0,1 0,639




S1l VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 1410 * 26,8 1456 * 283 0,825 1095,8 + 217,6 1599,6 + 658,6 0,376 759 + 250 1250 * 169 0,309
THETA 88,7 + 16,3 163,6 * 39,1 0,090 297,1 * 64,4 5552 + 83,6 0,057 126,8 * 38,4 3356 + 80,7 0,014#
SIGMA 255 + 3,1 41,7 + 11,3 0,169 169,0 + 435 2353 + 46,9 0,236 287 + 65 1060 + 386 0,097
BETA 11,7 + 1,2 18,1 + 4, 0,137 384 + 9,0 61,3 + 14,9 0,138 125 + 24 366 + 12,3 0,089
LG 69 * 08 11,0 + 2,0 0,064 62 * 1,1 100 + 273 0,088 69 * 1,5 13,6 + 3,2 0,086
HG 26 * 05 49 + 1,0 0,079 1,2 + 0,2 1,8 + 04 0,037# 20 + 05 33 + 0,7 0,032#
HFO 09 % 02 1,8 £ 0,7 0,224 02 % 00 03 % 00 0,075 04 % 0,2 05 % 01 0,671
V2D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 59,5 + 21,3 98,8 + 243 0,167 | 4360 + 58,5 631,8 * 163,9 0,154 29,0 + 11,5 645 + 22,9 0,139
THETA 42,5 = 12,0 789 + 26,7 0,186 | 1615 * 456 307,4 + 101,8 0,178 93,4 + 388 167,8 * 59,5 0,218
SIGMA 11,4 = 36 185 + 49 0,166 84,1 + 32,8 1148 * 34,9 0,410 12,9 + 45 30,5 + 11,7 0,153
BETA 55 + 1,9 86 + 21 0,212 162 + 6,0 251 + 84 0,339 56 * 2,2 11,4 + 52 0,299
LG 31 + 11 53 + 1,3 0,188 30 £ 11 46 + 1,4 0,337 33 + 15 55 + 1,9 0,350
HG 1,5 + 04 26 + 06 0,131 06 * 02 09 + 02 0,303 1,1 + 04 16 + 04 0,252
HFO 07 + 03 1,3 £+ 05 0,324 01 + 00 02 + 00 0,492 02 + 01 03 + 01 0,115

(o)



Vv2i VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 1135 + 41,1 1208 + 37,4 0,915 932,2 + 567,0 1491,7 + 840,1 0,568 51,8 + 21,8 44,2 + 10,8 0,520
THETA 852 + 30,5 112,4 + 31,7 0,634 267,5 + 131,2 353,5 * 161,2 0,667 1773 * 56,2 1546 + 40,5 0,410
SIGMA 21,6 + 66 245 + 50 0,781 1236 + 59,3 131,4 * 56,5 0,918 27,1+ 12,3 22,1 + 64 0,601
BETA 9,7 % 3,0 11,7 = 24 0,679 251 + 11,9 26,7 + 10,8 0,913 11,7 + 59 72 % 21 0,376
LG 55 + 1,8 7,2 + 1,4 0,553 45 + 2,0 48 + 1,7 0,896 56 * 24 42 + 13 0,377
HG 2,7 % 09 3,7 + 0,7 0,468 09 * 04 1,0 + 03 0,792 1,6 + 05 1,5 * 05 0,619
HFO 1,3 + 05 1,9 + 0,7 0,480 02 #+ 01 02 + 00 0,838 03 + 0,1 03 #* 01 0,436

El andlisis fue realizado para el tiempo total de registro. Los datos estan presentados como media + error estandar de la media. Para el analisis
estadistico se realizé una prueba de t de Student de dos colas, pareada con correccién de Bonferroni. *indica diferencias significativas;
p<0,0071. #indica tendencia; 0,05>p<0,0071.




Anexo 3

Efecto de la administracion de 200 mg de Cannabis sobre la Z’coherencia de las distintas bandas de frecuencia del EEG durante la fase de luz

BOD-M1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis p Sham Cannabis p Sham Cannabis p
DELTA 0,80 * 0,27 0,50 * 0,16 0.475 1,33 £ 0,29 1,09 + 0,34 0,606 0,57 * 0,07 061 * 0,18 0,267
THETA 1,24 £ 0,35 0,88 * 0,22 0,516 1,49 + 0,33 1,22 + 0,8 0,536 1,14 £ 0,15 1,18 + 017 0,418
SIGMA 1,17 + 0,38 0,84 * 0,15 0,501 1,51 + 0,36 1,18 + 0,14 0,455 0,97 * 0,08 1,02 £ 010 0,189
BETA 1,08 £ 0,29 0,78 * 0,13 0,453 1,21 £ 0,36 088 * 0,13 0,459 0,78 * 0,13 080 * 0,12 0427
LG 0,82 * 0,20 0,66 * 0,11 0.509 0,88 + 0,25 067 * 0114 0,455 064 * 0,114 066 * 0,13 0,329
HG 0,70 * 0,23 0,46 * 0,14 0,450 0,70 * 0,26 043 + 0,11 0,418 043 * 0,111 039 + 009 0991
HFO 0,78 * 0,19 0,58 * 0,12 0,345 070 % 0,22 042 * 0,10 0,364 0,40 * 0,09 033 * 008 0,693
M1D-S1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis p Sham Cannabis P
DELTA 0,60 * 0,09 0,74 * 0,12 0,191 069 * 0,19 092 * 0,16 0,215 0,58 * 0,09 069 * 007 0437
THETA 0,72 * 0,10 0,82 * 0,06 0,398 066 * 0,12 0,79 * 0,05 0,381 0,78 * 0,16 084 + 014 0,133
SIGMA 0,65 * 0,09 0,76 * 0,03 0,342 064 * 013 0,74 + 0,08 0,437 0,67 * 0,06 070 * 006 0,592
BETA 0,63 * 0,08 0,66 * 0,06 0,593 054 * 0,11 060 =+ 0,08 0,460 060 * 0,06 063 + 003 0917
LG 0,57 * 0,05 0,56 * 0,06 0,686 0,52 * 0,08 0,54 * 0,07 0,674 052 * 0,07 051 * 005 0,534
HG 0,61 * 0,05 0,58 * 0,02 0,479 049 * 0,03 051 + 0,03 0,609 043 + 0,04 043 + 004 0,343
HFO 081 * 0,13 0,85 * 0,05 0,683 0,52 * 0,07 0,55 + 0,04 0,607 045 + 0,10 044 + 0,08 0914

[ 66 |




S1D-V2D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 061 * 0,06 0,67 * 0,10 0,460 071 * 0,21 083 £ 0,20 0,276 062 * 0,10 059 + 008 0,960
THETA 0,83 * 0,15 091 * 0,15 0,492 062 * 0,4 067 * 0,10 0,352 1,04 £ 0,16 099 + 012 0,597
SIGMA 0,60 = 0,12 0,68 * 0,09 0,321 063 * 0,13 0,68 * 0,09 0,456 0,68 * 0,11 063 * 010 0,653
BETA 0,47 % 0,10 0,50 * 0,09 0,361 047 * 011 0,52 * 0,09 0,410 046 * 0,111 044 + 008 0,732
LG 0,43 % 0,09 0,41 * 0,08 0,222 042 * 0111 045 * 0,09 0,453 041 * 0111 036 * 009 0,334
HG 0,61 = 0,06 0,57 * 0,09 0,364 0,45 * 0,09 048 * 0,07 0,364 047 * 0,10 041 + 007 0,662
HFO 081 % 0,11 0,82 * 0,10 0,887 0,49 * 0,05 0,52 * 0,05 0,450 0,55 * 0,05 049 + 006 0,698
M1I-S1l VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 0,38 * 0,08 0,56 = 0,11 0,322 0,59 + 0,16 0,76 * 0,19 0,522 037 * 013 042 + 011 0971
THETA 049 * 0,12 062 = 0,12 0,292 046 + 0,117 063 £ 0,12 0,236 0,57 * 0,22 060 * 0113 0,998
SIGMA 043 * 0,12 0,57 % 0,10 0,090 0,44 + 017 056 £ 0,11 0,235 045 * 0,16 051 % 009 0,750
BETA 0,38 * 0,10 045 + 0,08 0,102 0,37 + 0,12 041 £ 0,08 0,552 038 * 0,11 042 + 008 0,722
LG 0,32 * 0,08 0,37 + 0,07 0,343 0,33 + 0,10 0,35 * 0,07 0,770 0,30 * 0,09 033 + 008 0921
HG 0,43 * 0,09 045 + 0,08 0,840 0,35 + 0,09 0,38 * 0,07 0,726 0,30 * 0,09 032 + 008 0,580
HFO 069 * 0114 0,74 * 0,07 0,640 0,39 + 0,10 045 * 0,08 0,344 041 * 0,15 042 + 014 0,781

(6]



S1l-vai VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 033 + 0,12 0,34 + 0,3 0,678 0,54 + 0,09 0,72 + 017 0,141 0,27 + 0,11 0,30 + 0,09 0,984
THETA 0,59 # 0,17 0,61 + 0,20 0,854 0,45 + 0,09 0,49 + 0,15 0,633 0,77 + 0,18 0,76 + 0,18 0,512
SIGMA 0,44 + 0,12 0,44 + 0,14 0,935 0,46 + 0,11 0,46 + 0,15 0,962 039 + 0,12 0,41 + 0,13 0,903
BETA 0,29 + 0,08 0,28 + 0,10 0,810 031 + 0,08 0,28 + 0,11 0,712 0,24 + 0,07 027 + 0,10 0,880
LG 0,25 + 0,07 0,21 + 0,07 0,558 0,26 + 0,07 0,21 + 0,08 0,410 0,18 + 0,03 0,17 + 006 0,788
HG 039 # 0,13 0,33 + 0,13 0,560 0,28 + 0,09 0,23 + 0,09 0,329 0,23 + 0,05 021 + 006 0,582
HFO 0,56 * 0,20 0,56 * 0,19 0,963 0,32 # 0,10 0,29 + 0,09 0,265 0,44 + 0,09 039 + 009 0481
M11-M1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 1,01 = 0,37 0,68 + 023 0,361 1,36 + 0,46 0,97 + 0,36 0,307 0,61 + 0,16 0,54 + 0,18 0,428
THETA 1,12 = 0,31 085 + 0,18 0,329 1,21 = 045 0,82 + 021 0,330 0,71 + 0,09 0,74 + 011 0,713
SIGMA 094 + 0,28 0,63 + 0,11 0,264 1,12 + 0,42 0,71 + 0,14 0,302 0,57 + 0,11 0,56 #+ 0,11 0,614
BETA 0,72 + 0,18 0,46 + 0,05 0,179 0,76 + 0,30 0,42 + 0,06 0,278 0,40 + 0,09 0,34 + 005 0,368
LG 0,46 + 0,09 0,32 + 0,01 0,185 0,45 + 0,10 0,32 + 0,03 0,203 0,31 #+ 0,07 0,25 + 002 0,488
HG 0,49 + 0,15 0,31 + 0,08 0,199 0,46 + 0,12 0,30 + 0,03 0,218 0,27 + 0,08 0,19 + 001 0,422
HFO 0,77 + 0,20 0,55 #+ 0,10 0,179 0,55 + 0,12 0,38 + 0,05 0,160 0,35 + 0,07 0,24 + 004 0,376

(o8]



§11-S1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 0,64 + 0,20 0,77 + 0,17 0,414 0,95 + 0,24 1,13 + 0,27 0,210 0,47 + 0,15 068 + 0,17 0,237
THETA 0,94 + 0,23 0,96 + 0,24 0,835 0,82 + 0,22 0,89 + 0,23 0,637 0,99 + 0,20 1,05 * 024 0,516
SIGMA 0,67 + 0,17 0,78 + 0,21 0,474 0,71 + 0,18 0,78 + 0,21 0,635 0,52 + 0,15 0,72 + 021 0,152
BETA 0,42 + 0,12 0,55 # 0,17 0,499 0,44 + 013 0,53 + 0,17 0,621 0,23 + 0,07 048 + 0,19 0,191
LG 0,27 + 0,10 039 + 0,16 0,565 033 + 0,11 0,42 + 0,16 0,627 0,13 + 0,03 034 + 0,15 0,207
HG 0,38 + 0,12 0,47 + 0,18 0,698 0,28 + 0,08 0,41 + 0,16 0,485 0,13 + 0,03 032 + 0,15 0,234
HFO 0,52 + 0,13 0,68 + 0,21 0,409 0,26 + 0,06 0,43 + 0,15 0,329 0,11 + 0,07 028 + 0,18 0,39
V21-V2D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 0,42 + 0,10 0,51 + 0,16 0,468 0,77 + 0,114 0,90 #+ 0,13 0,049# 0,43 + 0,12 0,50 + 0,14 0,908
THETA 0,68 + 0,17 0,82 + 0,19 0,232 0,54 + 0,14 0,62 #+ 0,17 0,224 0,88 + 0,25 1,09 + 0,24 0,405
SIGMA 0,46 + 0,12 0,46 + 0,13 0,847 0,47 + 013 0,52 + 0,14 0,471 0,43 + 0,14 053 + 0,14 0,616
BETA 0,22 + 0,06 0,23 + 0,07 0,715 0,24 + 0,07 0,27 + 0,08 0,632 0,18 + 0,05 021 + 0,05 0,862
LG 0,14 + 0,05 0,13 + 0,05 0,605 0,16 + 0,05 0,17 + 0,06 0,889 0,08 + 0,02 0,08 + 0,03 0,39
HG 0,28 + 0,10 0,25 + 0,10 0,652 0,16 + 0,05 0,14 + 0,05 0,377 0,09 + 0,03 0,08 + 0,03 0,219
HFO 031 # 0,12 034 + 0,11 0,587 0,15 + 0,05 0,11 + 0,04 0,194 0,04 + 0,01 0,07 + 0,01 0,308

El analisis fue realizado para el tiempo total de registro. Los datos estan presentados como media * error estandar de la media. Para el andlisis
estadistico se realizé una prueba de t de Student de dos colas, pareada con correccién de Bonferroni. *indica diferencias significativas;
p<0,0071. #indica tendencia; 0,05>p<0,0071.




Anexo 4

Efecto de la administracion de 200 mg de Cannabis sobre la Z’coherencia de las distintas bandas de frecuencia del EEG durante la fase de

oscuridad

BOD-M1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis p Sham Cannabis p Sham Cannabis p
DELTA 035 * 013 052 * 0,21 0,493 088 * 0,38 066 * 0,12 0,574 049 * 022 044 * 014 0921
THETA 0,70 % 017 0,78 * 0,20 0,713 1,01 £ 0,22 0,79 * 0,06 0,348 095 * 0,20 0,73 * 006 0,645
SIGMA 0,68 * 0,114 0,76 * 0,12 0,578 1,07 + 0,15 081 * 0,04 0,126 082 * 0,111 0,71 * 005 0,619
BETA 0,67 * 0,12 0,73 * 0,09 0,480 0,73 + 0,111 066 = 0,06 0,406 0,64 * 0,09 0,57 * 005 0914
LG 0,51 * 0,07 062 * 011 0,083 048 + 0,10 051 + 0,09 0,459 0,49 * 0,06 045 * 006 0676
HG 0,35 * 0,06 042 * 011 0,569 030 * 0,11 0,34 + 0,09 0,768 0,30 * 0,06 026 + 004 0,802
HFO 0,48 * 0,09 062 * 0,17 0,515 037 % 0,10 039 % 0,10 0,876 0,27 * 0,08 0,26 * 008 0,092
M1D-S1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis p Sham Cannabis P
DELTA 0,73 * 0,12 0,68 * 0,10 0,756 091 * 0,14 0,65 * 0,06 0,240 068 * 0,12 050 * 0,09 0,02
THETA 0,79 * 0,07 0,78 * 0,11 0,896 0,71 * 0,08 0,58 + 0,09 0,230 083 * 0,10 060 * 0,10 0,291
SIGMA 0,78 * 0,05 0,72 * 0,12 0,617 0,75 * 0,09 056 * 0,10 0,203 0,68 * 0,05 055 + 0,11 0,562
BETA 0,67 * 0,06 061 * 0,114 0,689 0,58 * 0,08 047 * 0,111 0,424 064 =+ 0,04 047 * 0,12 0,340
LG 0,51 * 0,05 0,50 * 0,12 0,911 051 * 0,06 043 % 0,10 0,547 052 * 0,04 043 * 0,12 0674
HG 0,50 * 0,03 0,51 * 0,09 0,952 0,44 * 0,03 0,40 =+ 0,07 0,543 041 + 0,03 036 + 0,10 0,809
HFO 0,77 * 0,04 0,82 * 0,15 0,798 0,50 * 0,03 0,44 + 0,09 0,539 041 * 0,06 037 + 0,12 0,956

[ 70 )




S1D-V2D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 0,83 * 0,06 0,64 * 0,08 0,101 1,01 £ 017 070 * 012 0,162 0,78 * 0,06 060 * 007 0,105
THETA 1,04 £ 0,11 0,86 * 0,09 0,165 0,81 * 0,09 0,55 + 0,07 0,018# 1,27 £ 0,15 0,88 + 0,09 0,022#
SIGMA 0,85 + 0,08 0,60 * 0,07 0,012# 0,93 * 0,09 061 * 004 0,006* 086 * 0,10 063 + 005 0,013#
BETA 0,65 = 0,07 0,43 t 0,08 0,084 0,68 * 0,07 041 % 0,05 0,008# 063 * 0,06 047 + 003 0,132
LG 0,53 % 0,07 0,33 * 0,08 0,080 0,58 * 0,08 0,34 % 006 0,021# 049 * 0,07 034 + 009 0357
HG 0,64 * 0,09 0,51 * 0,06 0,031# 060 * 0,07 0,37 % 0,05 0,024# 0,54 * 0,08 038 + 008 0213
HFO 0,84 + 0,08 0,83 * 0,11 0,979 0,60 * 0,08 045 + 003 0,089 063 * 0,10 048 + 004 0,158
M1I-S1l VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 0,56 * 0,03 066 = 0,13 0,595 0,82 + 0,09 0,73 * 0,17 0,688 0,55 * 0,03 040 + 007 0,199
THETA 0,54 * 0,09 0,73 * 0,17 0,458 0,53 + 0,08 062 * 0,16 0,714 0,51 * 0,07 048 + 008 0,655
SIGMA 0,51 * 0,07 062 = 0,16 0,614 0,52 + 0,07 060 £ 0,20 0,754 0,43 t 0,07 039 * 009 0,697
BETA 0,37 * 0,05 051 =+ 0,15 0,421 0,29 + 0,04 046 £ 0,19 0,385 0,33 * 0,04 032 + 008 0,827
LG 0,24 * 0,04 0,35 + 0,09 0,209 0,23 + 0,04 0,36 £ 0,13 0,288 0,20 * 0,05 027 + 008 0316
HG 0,27 * 0,04 043 £ 0,12 0,175 0,26 + 0,04 0,38 £ 0,11 0,261 0,17 * 0,05 0,25 + 007 0,258
HFO 0,58 * 0,05 0,75 % 0,20 0,390 0,36 + 0,07 044 * 0,14 0,483 029 * 0,14 031 * 007 0,161




S11-v2l VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 0,36 * 024 046 * 0,15 0,461 0,79 % 0,22 072 * 017 0,141 042 * 0,20 030 * 012 0,562
THETA 059 * 0,22 041 * 0,15 0,792 050 = 0,17 049 * 0,15 0,633 093 * 0,16 087 * 015 0,622
SIGMA 0,44 * 0,16 049 t 0,14 0,904 0,54 * 0,18 046 * 0,15 0,962 051 * 0,114 051 * 0,14 0,762
BETA 0,27 * 0,10 0,34 * 0,07 0,823 0,28 =+ 0,12 0,28 * 0,11 0,712 0,29 * 0,10 033 + 009 0922
LG 0,17 * 0,08 0,26 * 0,04 0,720 021 * 0,10 0,21 + 0,08 0,410 0,15 * 0,07 021 + 005 0,682
HG 0,23 * 013 0,23 * 0,02 0,838 021 £ 0,10 0,23 + 0,09 0,329 0,18 * 0,08 021 + 004 0,836
HFO 0,40 * 0,18 0,28 * 0,07 0,748 0,22 + 0,10 0,29 + 0,09 0,265 0,25 * 0,12 031 * 009 0,386
11-M1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 073 * 0,18 0,70 * 0,17 0,933 1,08 £ 0,29 1,00 + 0,31 0,870 063 * 0,16 064 * 015 0,668
THETA 087 * 0,15 084 * 0,16 0,914 085 * 0,17 0,82 * 0,20 0,921 0,75 * 0,07 0,76 * 0,09 0,869
SIGMA 072 % 0,10 066 * 0,11 0,722 0,78 * 0,14 072 * 0,5 0,788 0,57 * 0,08 063 * 0,10 0,969
BETA 053 + 0,05 0,48 * 0,08 0,655 042 * 0,07 0,41 * 0,06 0,939 0,38 * 0,03 036 * 003 0676
LG 030 % 0,02 029 * 0,04 0,940 031 * 0,03 029 * 0,04 0,740 0,24 * 0,03 0,25 * 003 0,180
HG 023 + 0,03 027 * 0,06 0,575 029 * 0,04 0,28 * 0,04 0,844 0,18 * 0,03 0,19 * 002 0,206
HFO 050 * 0,06 059 * 013 0,611 039 * 0,03 039 * 0,05 0,989 0,25 * 0,06 0,26 * 0,06 0,394

(7]



§11-S1D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 0,92 + 0,28 0,78 + 0,06 0,811 1,16 + 0,32 0,82 + 0,06 0,363 1,01 + 0,26 0,52 + 0,08 0,355
THETA 1,00 + 0,34 1,07 + 0,02 0,886 1,32 + 0,38 0,72 + 0,05 0,176 1,36 * 0,28 095 + 0,05 0,239
SIGMA 0,99 + 0,32 0,82 + 0,07 0,805 1,30 + 0,36 0,65 #+ 0,05 0,153 1,04 + 0,28 060 + 0,08 0,274
BETA 0,82 + 0,28 0,48 + 0,06 0,546 1,06 = 0,31 0,36 + 0,05 0,137 092 + 0,26 032 + 0,04 0,171
LG 0,60 #+ 0,23 0,22 + 0,04 0,415 0,77 + 0,26 0,23 + 0,04 0,201 0,76 + 0,25 0,17 + 0,00 0,144
HG 0,61 * 0,21 0,28 + 0,06 0,493 0,78 + 0,23 0,19 £ 0,01 0,116 0,67 + 0,20 0,13 + 0,00 0,144
HFO 0,84 + 0,22 0,60 + 0,13 0,696 1,05 + 0,24 0,23 + 0,02 0,047 0,71 + 0,21 0,05 + 0,01 0,073
V21-V2D VIGILIA NREM REM

Sham Cannabis P Sham Cannabis P Sham Cannabis P
DELTA 031 * 017 0,57 + 0,25 0,507 0,92 + 0,28 0,84 + 0,06 0,363 037 + 014 051 + 023 0,879
THETA 0,59 #+ 0,20 0,88 + 0,26 0,488 1,00 + 0,34 0,74 + 0,04 0,480 1,09 + 0,21 1,06 + 0,29 0,526
SIGMA 0,40 + 0,15 0,57 + 0,19 0,588 0,99 + 0,32 0,67 * 0,05 0,458 0,59 + 0,15 0,59 + 0,20 0,641
BETA 0,23 + 0,10 031 + 0,12 0,647 0,82 + 0,28 0,38 + 0,04 0,452 0,26 + 0,10 028 + 0,11 0,823
LG 0,11 + 0,06 0,15 + 0,06 0,747 0,60 + 0,23 0,23 + 0,03 0,444 0,13 + 0,06 0,14 + 0,06 0,903
HG 0,20 + 0,10 0,28 + 0,11 0,729 061 + 021 0,21 + 0,02 0,445 0,14 + 0,06 0,13 + 0,06 0,829
HFO 0,30 #+ 0,11 036 + 0,14 0,789 0,84 + 0,22 0,28 + 0,04 0,383 0,08 + 0,02 0,09 + 0,02 0,59

El analisis fue realizado para el tiempo total de registro. Los datos estan presentados como media + error estandar de la media. Para el andlisis
estadistico se realizé una prueba de t de Student de dos colas, pareada con correccién de Bonferroni. *indica diferencias significativas;
p<0,0071. #indica tendencia; 0,05>p<0,0071.




