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Resumo

O sistema endocanabindide pertence a uma rede neuromodulatoria que participa da
regulagdo de diversas fungdes biologicas, inclusive o sono. Essa modulacdo ¢ feita
principalmente através de sinapses glutamatérgicas e GABA¢érgicas, que representam os
neurotransmissores excitatorios e inibitorios mais abundantes no cérebro, porém os
mecanismos desse controle sobre o ciclo sono-vigilia ainda nao estao claramente estabelecidos.

Para sintetizar e analisar a informag¢do disponivel relativa aos efeitos da manipulagao
farmacoldgica do sistema endocanabindide, nos padrdes de sono-vigilia realizdmos uma revisao
sistematica da literatura em estudos pré-clinicos.

Através de uma busca exaustiva nas bases de dados Pubmed, Cochrane library, PsicInfo,
Web Of Science e Scopus, esta revisdo sistematica identificou 29 artigos, que avaliam a
participagdo dos elementos do sistema endocanabindide na regulacdo do ciclo sono-vigilia
através da manipulagdo farmacologica desse sistema. A medig@o dos efeitos em todos os artigos
foi avaliada através de EEG/EMG em ratos.

Os resultados mostram que a estimulacao dos recetores CB1 se relaciona com a
promogado do sono REM e NREM, e que o seu bloqueio promove vigilia. A anandamida, o seu
ligante endégeno, promove tanto sono REM como NREM, sendo que pelo menos parte desse
efeito ¢ mediado pelo controle colinérgico no caso da geragdo do sono REM e pelo aumento
dos niveis de adenosina na geragao de sono NREM. O 2-AG, outro ligante endogeno, também
possui efeito na promogao de sono, podendo apresentar efeito bifasico, no sentido de que doses
menores promovem o sono ¢ doses maiores promovem vigilia. O Transportador de anandamida,
quando bloqueado, demonstra promover o sono por aumentar a disponibilidade desta molécula.

Ja a inibi¢do das enzimas do sistema, nomeadamente, a fatty acid amid hydrolase
(FAAH), enzima responsavel pela finalizagdo da sinalizagdo endocanabindide através doa
metaboliza¢do da anandamida, ao contrario do que ¢ de se esperar, aumentam a vigilia, pois a
inativagdo dessa enzima, além de aumentar os niveis de anandamida, promove também em
maior propor¢do, a acimulo de outros substratos que possuem efeitos estimulantes como
palmitoilietanolamida e oleoiletanolamida. A inibicdo da monoacilglicerol lipase (MAGL)
promove sono pelo aumento da disponibilidade de 2-AG.

Finalmente, a oleamida demonstrou ser um potente inibidor de sono.

Palavras — chave: Sistema endocanabindide, ciclo sono-vigilia, manipulagdo farmacologica



Abstract

The endocannabinoid system belongs to a neuromodulatory network that participates in
the regulation of several biological functions, including sleep. This modulation is done mainly
in glutamatergic and GABAergic synapses, which represent the most abundant excitatory and
inhibitory neurotransmitters in the brain, but the mechanisms of this control over the sleep-
wake cycle are not yet established.

This systematic review identified 29 articles, through an exhaustive search in the
Pubmed, Cochrane library, PsicInfo, Web of Science and Scopus databases, which try to
evaluate the participation of the elements of the endocannabinoid system through its
pharmacological manipulation and measurement of the effects on sleep/wake through
EEG/EMG in rats.

The results show that the stimulation of CB1 receptors is related to the promotion of
REM and NREM sleep, and its blockade promotes wakefulness. Anandamide promotes sleep,
with at least part of this effect being mediated by cholinergic control in generating REM sleep
and through increased adenosine levels in generating NREM sleep. 2-AG also has an effect on
sleep generation, and may have a biphasic effect. The Anandamide transporter, when blocked,
has also been shown to promote sleep by increasing the availability of anandamide.

On the other hand, the inhibition of the enzymatic system, fat acid amid hydrolase
(FAAH), contrary to what is expected, increases wakefulness, since the inactivation of this
enzyme, in addition to increasing anandamide levels, also promotes the accumulation of from
other substrates that have stimulant effects such as palmitoylethanolamide and
oleoylethanolamide. Inhibition of monoacylglycerol lipase (MAGL) promotes sleep by
increasing the availability of 2-AG.

Keywords

Endocannabinoid System, Wake-sleep cycle, Pharmacological manipulation



Indice

INEFOAUCAOD.......cooiiiiiiiiieee e e e e e e e e s e st e e e e e e e e sasabaaaeeeeeeesanassbaaeeeeessssasssnneeeessennas 1
1. Osistema endocanabinOide. ...........coccoooiiiiiiiiiiiiiiiii s 1
2. Ociclo SONO-VIGIIIA .......cooviiiiiiieee e e e 6
Neurobiologia da VIGIIA ............c...oooiiiiiiiie e e s 7
Neurobiolo@ia do SOMO..........c..coiiiiiii et s st 7
Neurobiologia do sono NREM .............cociiiiiiiiiiiieeee e 9
Neurobiologia do sono REM ...t 9
Processos que governam o sono: Processo circadiano e processo homeostatico........................ 10
3. Sistema endocanabinGide € SONO .............c.c.ooviiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 13
4, MetOdOMOZIA ......c..cooveiiiiiiiiiee e s s et 17
4.1 Condic2o ou dominio sendo estudado .............c.ooviiiiiiiiniiiiiiieeeee e 17
4.2 Critérios de iNCIUSAO...........ccc.oeiiiiiiiiiiie ettt st 17
4.3 Critérios de eXCIUSAO ..........cocueiiiiiiiiiiiie ettt et enree 18
4.4 ReSUIEAOS .....co.eeiiiiiiiiie ettt e e 24
4.3 SeleCA0 de ATTIZOS ......ccoueeriiiiiiiieiieeeee e s 25
4.5 Estratégia para Extracio e sintese dos dados.............ccooceeriiiiiiiiniiiiniin e 25

5. Observacoes preliminares e descricAo dos eStudos .............cccoeeveiiiiiiiiiiniie e 27
0. DHESCUSSAO ..ottt sttt s et re e s e s be e e ane e e s neeennreeen 39
6.1 Agonistas e antagonistas CBL................coociiiiiiiiiiiiiiii e s 41
6.1.1 Anandamida (AEA)..........oooiiiiiiiiiie ettt e e e e s sbae e e s e e e e sbae e e e narree e e narees 41
6.1.2 Manipulagoes envolvendo 2AG................cccuieuiriiieeecie ettt e e te e st se e e s s b e 46
6.1.3 Agonistas sintéticos de recetores CBL..............cocoi ottt e r e 48

6.1.4 Antagonistas de recetores CB1...............ccocoiiiiiiiiiiiiiii s 48

6.2 Modula¢oes enzimaticas do sistema endocanabindide...............c..cccoeevveiiiiiiei e, 49

\Y



6.2.1. Manipulacées envolvendo a Fat Acid Amid Hidrolase (FAAH).............cccoeviiniinnne. 49

6.2.2 Manipulac¢oes envolvendo a monoacilglicerol lipase (MAGL)..........ccoccevvviinveeineeennne. 51
6.3 Manipulacdes farmacolégicas envolvendo Oleamida ..............ccccoooeiiiiniiiiiiiniinicncen, 51
6.4 Manipulacdes envolvendo o transportador de membrana de Anandamida........................ 52

6.5 Manipulacio do sistema endocanabinoide através da administracao de cannabis e

fIt0CANADINOTAES .......c..eiiiiiiiiie ettt sttt e st e sae e saee st 53
6.5.1. Canabidiol..............cocoiiiiiiii et s 54
6.5.2 Acido metil ester canabidiolico (HU-580) ...............ccccoviurimriemreeeeeieseseseseesesssseseesesnenes 55

To COMCIUSAQ ......eeeiieiieie ettt et e st e ettt e s bt e s bt e e sab e e sabeesnteesabeesaseeeanseesneeanns 55
BIbliografia ..o e e s e 59

\



Lista de tabelas

Tabela 1: descritores da intervengao

Tabela 2: descritores de outcomes
Fluxograma 1: Fluxograma PRISMA

Tabela 3: Risco de enviesamento dos estudos
Tabela 4: Caracterizagdo dos Artigos

Tabela 5: Intervencao, resultados e resultados adicionais

Vil



Lista de abreviaturas

2AG- 2- araquidonilglicerol

5-HT- serotonina

SHT2Cr -receptores de serotonina tipo 2¢
AA-4cido aracdonico

AA-5HT- N- Arachydonil srotonina
AD- adenosina

AEA- anandamida

AGE- 2-araquidonoil-gliceril éter
AMT- transportador de anandamida
ATP- adenosina trifosfato

CBI1- receptores canabinoéides tipo 1
CB2- receptores canabinoides tipo 2
CBD- cannabidiol

CBN- cannabinol

DA- dopamina

DAG- diacilglicerol

DAGL- diacilglicerol lipase

DRN- nucleo da rafe dorsal
EC-endocanabindides

ECGoG- eletrocorticograma
EEG-eletroencefalograma

EMG- eletromiograma

EP- epinefrina

EP- intra entopeduncular

FAAH- fat acid amid hidrolase
GABA- acido gama amino butirico
HU-580- &cido metil éster canabididlico
ICV- intracerebroventricular

IH- intra- hipotalamica

IP- intraperitoneal

Vil



LC- locus coeruleus

LDT- ntcleo laterodorsal tegmental

LH- hipotalamo lateral

LTD- depressao de longo termo

LTP- potenciacao de longo termo

MAGL- monoacilglicerol lipase

MCH- hormoénio concentrador de melatonina
mGluR 1- recetores metabotropicos glutamatérgicos tipo 1
mGIluR5- recetores metabotropicos glutamatérgicos tipo 5
MNPO- area pré-optica mediana

MPOA- érea pré-otica medial

N1- estagio NREM 1

N2- estdgio NREM 2

N3- estagio NREM 3

NAAA- acido hidrolisante de N-aciletanolamina amidase
NADA- N-araquidonoil-dopamina

NAESs- N-aciletanolamidas

NE- norepinefrina

NK- non killer

NMDA- N metil D aspartato

NREM-non rapid eyes movement

ODA- cis-9-10-octadecenoamida

OEA- oleoetiletanolamida

OLE- oleamida

PAR 1- receptor ativado por protease 1

PEA- palmitoiletanolamida

PIP2- fosfatidil inositol difosfato

PLCb- fosfolipase C beta

PPTg- nucleo tegmental pedinculopontino
PVA- ntcleo talamico paraventricular

REM- rapid eyes movement

SCN- nticleo supraquiasmatico

SN- substancia nigra



SWS- sono de ondas lentas

THC- delta-9 tetrahydrocannabinol

THCV- delta9 tetrahydrocanabivarina

TMN- ntcleo tuberomamilar

TRPV1- transient receptor potential cation channel subfamily V member 1
VLPO- area pré-optica ventrolateral

VTA- area tegmental ventral

W-vigilia



Introducio

Sabe-se que o sistema endocanabindide participa do controle de funcdes bioldgicas
essenciais como alimentagao, aprendizagem e sono. A sua relagdo com o ciclo sono-vigilia tem
sido bastante estudada, coincidindo com o maior interesse do uso de canabindides pelas suas
propriedades soporiferas, porém o entendimento a respeito do tema ainda se encontra numa fase
inicial sendo importante a melhor compreensao da fungdo de cada elemento do sistema na

regulagao dos estados de sono e vigilia, tendo sido esse o objetivo dessa revisao.

1. Osistema endocanabinodide

O sistema endocanabindide ¢ uma rede neuromoduladora complexa que participa da
regulacao de funcdes bioldgicas essenciais como a reproducao, a alimentagdo o comportamento
sexual e o sono. Este sistema ¢ composto pelos receptores canabinodides 1 (CB1) e 2 (CB2) e
seus ligantes enddgenos, dentre eles a anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG).
Além desses componentes, o transportador de anandamida (AMT) exerce uma importante
func¢do dentro do sistema ao promover a recaptacao da anandamida para o interior da membrana
neuronal. No que se refere as enzimas, a monoacilglicerol lipase (MAGL) ¢ responsavel pela
degradacdo de 2-AG e a fatty acid amid hidrolase (FAAH) ¢ responsavel pela degradacao da
anandamida (Di Marzo, 2009)

Os recetores de canabinoides estdo amplamente presentes em diversos tecidos e 6rgaos
(D1 Marzo, 2009). Os recetores CB1 encontram-se em regides do SNC como o hipocampo,
cortex de associagdo, nucleos da base e cerebelo, (estando estas estruturas associadas as
propriedades farmacologicas e psicotropicas do A9 -THC e de outros canabindides). Os
recetores CB1 distribuem-se também em nervos periféricos, no aparelho reprodutivo,
gastrointestinal € pulmonar, na medula 6ssea, no coragao, no musculo liso e endotélio vascular.
Ja os recetores canabindides CB2 encontram-se em abundincia no sistema imunitario,
particularmente nas amigdalas, baco, macrdéfagos e linfocitos B e NK, mas também a nivel
cerebral em baixas quantidades. Além dos recetores CB1 e CB2, os endocanabin6ides também
podem se ligar a outros recetores como o transient receptor potential cation channel subfamily

V member 1 (TRPV1), relacionado com processos anti-inflamatorios (Piomelli, 2003)



Conjuntamente, tais recetores estdo envolvidos em func¢des que se relacionam com
desenvolvimento neuronal, a¢des anti-inflamatérias, funcdo do aparelho cardiovascular,
respiratorio, reprodutor e endocrino, aprendizagem, alimentacdo, sono, formacao e
metabolismo 6sseo, no metabolismo energético, bem como fungdes celulares tais como
proliferacdo celular (Di Marzo, 2009) (S. Munro, K.L. Thomas, M. Abu-Shaar 1993).

A Anandamida (AEA) foi o primeiro endocanabindide a ser isolado. Esta substancia ¢é
formada através da sintese do acido araquidénico com a etanolamina, tendo sido batizada da
anandamida pelos seus descobridores por significar alegria em Sanscrito (Mechoulam et al.,
1998). A anandamida apresenta caracteristicas estruturais semelhante a dos eicosandides,
familia de compostos que derivam do 4cido araquiddnico, assim como as prostaglandinas,
leucotrienos e lipoxigenases, mediadores da inflamagdo e da dor, com variadas fung¢des na
comunica¢do neuronal. O outro importante endocanabinoide ¢ o 2-AG, o qual faz parte de
diversas vias do metabolismo lipidico, sendo formado a partir do fosfatidilinositol (PI) ou do
acido fosfatidico através da agdo da diacilglicerol lipase (DAGL) (Piomelli, 2003).

Além da anandamida e 2-AG, existem outros possiveis endocanabindides, o 2-
araquidonoil-gliceril éter (AGE), Oaraquidonoil-etanolamina (virodhamina), N-araquidonoil-
dopamina (NADA) (Piomelli, 2003) e a oleamida, derivada de oleoilglicina (cis-9-10-
octadecenoamida, ODA). A oleamida ndo tem alta afinidade por receptores CB1 e CB2 ¢ o seu
mecanismo de agdo também nao € bem conhecido. Exibe, contudo, agdes canabinomiméticas
as quais podem ser, pelo menos em parte, explicadas pela capacidade em potenciar fortemente
a eficacia de ligagdo da anandamida aos recetores CB1, pondo-se a hipotese de ser um
modulador alostérico positivo dos recetores CB1. Por estes motivos e pela sua importante
relacdo com o sono a oleamida foi também considerada nesse estudo (Lambert DM, Di Marzo
V, 1999).

Outras moléculas como o 2- palmitoilglicerol e 2-linoleoilglicerol, oleoiletanolamida
(OEA) e palmitoiletanolamida (PEA), apesar de possuirem estrutura quimica similares,
pertencem a familia dos N-aciletanolamidas (NAEs). Essas moléculas utilizam outras vias que
ndo as canabinérgicas para exercerem seus efeitos, todavia, podem influenciar as agdes dos
endocanabinoides. Tanto OEA quanto PEA sao sintetizados pelo mesmo tipo de enzimas que
sintetizam a anandamida. A FAAH hidrolisa principalmente OEA enquanto a N-
aciletanolamina amidase (NAAA) hidrolisa PEA (Piomelli, 2003). Pelo fato de serem
metabolizados por vias eventualmente coincidentes e poderem competir por enzimas nos seus

processos de  inativacdo, essas moléculas de 4cidos graxos podem influenciar na



disponibilidade dos endocanabinoides para ligacdo e ativacdo dos recetores, como exemplo, a
oleamida, que potencializa fortemente a eficicia de ligacdo da anandamida aos recetores CB1,
ou entdo, a inibicdo da FAAH por algum inibidor especifico pode causar aumento tanto nos
niveis de anandamida como os de PEA e OEA (Piomelli, 2003)

No que respeita aos mecanismos de finalizacdo da sinalizacdo por endocanabinoéides,
dois processos atuam em conjunto, um transporte para o interior da célula, promovido pelo
transportador de anandamida (AMT) e sua posterior degradacdo enzimatica pela FAAH
(Piomelli, 2003; Mechoulam et al., 1998). No cérebro de rato, esta enzima encontra-se expressa
em elevadas concentragdes nos corpos celulares e dendrites neuronais de células do hipocampo,
talamo, neocodrtex e cerebelo e estd presente nos terminais axénicos que contém CB1 o que ¢
indicativo que esta participa na inativagao da anandamida produzida a nivel neuronal (Piomelli,
2003; Di Marzo e De Petrocellis, 2012). A FAAH promove a clivagem de anandamida em acido
araquidonico e etanolamina, mas reconhece também uma série de amidas e substratos ésteres,
sem qualquer relacdo com os canabindides (incluindo o fator de saciedade OEA e o mediador
de inflamagao PEA), com controle mais modesto das suas concentragdes, razao pela qual a sua
designac¢ao passou de hidrolase de anandamida a hidrolase de acidos graxos. No caso do 2-AG,
a enzima responsavel por sua metabolizacdo ¢ a monoacilglicerol lipase (MAGL) (Piomelli,
2003; Mechoulam et al., 1998; Di Marzo e De Petrocellis, 2012).

Os endocanabinoéides fazem parte do sistema de sinalizagdo retrégrada, e dentro desses,
¢ o mais bem caracterizado, podendo-se neles reconhecer as caracteristicas basicas de
mensageiros retrogrados lipofilicos (Chevaleyre et al., 2006).

Diversos mensageiros quimicos ja foram identificados em sinalizagdo retrograda e
existem alguns critérios para a definicdo de um mensageiro retrogrado. Em primeiro lugar, o
aparato apropriado para sintetizar e libertar o mensageiro retrogrado deve estar localizado no
terminal pds-sinaptico. Além disso, alteracdes da sintese e/ou liberagdo do mensageiro do
neurénio pos-sinaptico devem alterar a sinalizacdo retrégrada. Outro quesito € que os alvos
apropriados para o mensageiro retrogrado devem estar localizados no botdo pré-sinaptico e
alteragdes desses alvos devem eliminar a sinalizagdo retrégrada. Finalmente, a exposi¢cdo do
botdo pré-sindptico ao mensageiro deve ser suficiente para realizar a sinalizacao retrograda
(Chevaleyre et al., 20006).

Os recetores CB1 sdo acoplados a proteina Gi/o, e seu principal efeito € a inibi¢ao da

producao de AMP ciclico e/ou a reducao da abertura de canais de calcio pré-sinapticos,



geralmente controlando a liberagdo de glutamato e GABA, respetivamente os dois
neurotransmissores excitatorios e inibitdrios mais abundantes do SNC.

A ativagao de sinapses glutamatérgicas tem dois aspetos importantes. Na sua primeira
fase eleva o célcio dendritico, despolarizando a célula e abrindo canais de calcio dependentes
da voltagem. Num segundo momento, o glutamato ativa recetores metabotropicos acoplados a
proteina G (mGIuR1 e mGluRS5). Esses dois fendmenos em conjunto ativam a fosfolipase C
beta (PLCb), e o lipidio PIP2 ¢ convertido em DAG, que por sua vez ¢ convertido no
endocanabinoide 2-AG por DAG lipase (Chevaleyre et al 2006). A liberacao de
endocanabinodides ¢ desencadeada pelo aumento da concentracdo de célcio intracelular nos
neur6nios pos-sindpticos a partir do momento que esta concentracao atinge determinado nivel.
Além disso, os mecanismos celulares de producdao e liberacdo de endocanabinodides sao
sensiveis a ativagdo prolongada e coincidente de recetores Glul e Glu5 em sinapses
glutamatérgicas, e nessa situacdo de ativacdo a concentracdo de cdlcio intracelular local
necessaria para desencadear a liberacdo de endocanabindides diminui, aumentando dessa forma
a modulacdo neuronal (Batchelor e Garthwaite, 1997). Na maioria dos casos, ambas as
atividades no neurdnio pds-sinaptico, ou seja, a elevagao do calcio e ativacao simultanea de
receptores mGlul / 5 sdo necessdarias para a libertagdo de endocanabindides. Existe um sensor
de célcio que responde sinergicamente ao aumento de célcio e ativagao de receptores mGlul /
5. Quando todos esses mecanismos sdao ativados simultancamente, a liberagdo de
endocanabinoides participa da ativagdo de plasticidade de curto prazo (Brenowitz e Regehr,
2005), e como sera descrito adiante, a plasticidade neuronal pode estar envolvida nos
mecanismos que controlam a alternancia entre sono e vigilia. Estas descobertas representam o
primeiro exemplo de plasticidade de curto prazo e a expressao generalizada de recetores CB1
no SNC sugere que os endocanabinodides podem participar de formacdo de formagdo de
plasticidade em sinapses por todo o cérebro (Brenowitz e Regehr, 2005).

Ao fornecer aos neuronios pds-sindpticos a capacidade de controlar seu proprio input, a
sinalizagdo retrograda permite uma forma de controle diferenciada de atividade neural de um
determinado circuito (Malenka e Bear, 2004). Tais mecanismos permitem que as células pos-
sindpticas ajustem a forca de seus inputs sindpticos, a fim de manter a excitabilidade numa faixa
apropriada, atuando como uma rede que modula outros moduladores, dentre os quais aqueles
que participam da regulacdo do sono, por exemplo ao atuar na modulagdo da acetilcolina.
(Turrigiano, 2007). Outro exemplo da regulagao do sono através desses sistemas de controlo

glutamatérgico da-se no nucleo dorsal da rafe, onde a supressao da ativagao glutamatérgica por



endocanabinoides, culminando com a modulagdo serotoninérgica sugere que o mecanismo de
regulagdo canabinérgico podem apresentar um importante papel no controlo do sono e da vigilia
(Haj-Dahmane e Shen, 2005).

Diversos outros mecanismos de controle através de mensageiros retrogrados ja foram
identificados. Varias outras fungdes que podem estar associadas ao sono e vigilia j& foram
descritas com relagdo ao papel dos mensageiros retrogrados, por exemplo, o controle
homeostatico do sono pode estar relacionado com mecanismos de plasticidade sinédptica e
muitos sistemas de sinalizagdo retrograda estdo envolvidos na forca de transmissao sinaptica
associada a mudancas na plasticidade. A sinalizagdo dependente de receptores glutamatérgicos
NMDA esta envolvida em muitos formas de plasticidade associativa de longo prazo (Malenka
e Bear, 2004). Os endocanabindides também medeiam a plasticidade de longo prazo em muitas
sinapses e isto ¢ ilustrado no cortex, onde os endocanabindides contribuem para plasticidade
em sinapses excitatorias nas células piramidais das camadas 2 e 3 (Bender et al., 2006). Estudos
farmacoldgicos revelam que, juntos, endocanabindides e receptores NMDA contribuem para a
formacdo de depressdo de longo prazo (LTD) e potenciacao de longo termo (LTP), que sdo
formas de plasticidade neuronal que significam respectivamente, reducao e aumento da forca
sinaptica, porém os mecanismos através dos quais estes fendémenos acontecem ainda ndo estao
totalmente elucidados e podem funcionar de formas diferentes dependendo de cada rede
neuronal especifica. Por exemplo, fatores que controlam a libertagdo de endocanabinoides em
diferentes sinapses exibem especializagdes que fornecem etapas adicionais para indugdo de
plasticidade, sendo que em alguns casos, os aumentos de endocanabindides isoladamente nao
sdo suficientes para induzir plasticidade sindptica, como ¢ o caso de recetores corticais onde
endocanabinodides pos-sinapticos induzem LTP associadamente a ativagdo de fibras
dopaminérgicas proximas (Cachope et al., 2007).

A supressao seletiva da atividade de populagdes de interneuronios, seja como
consequéncia da expressdo seletiva de recetores CB1 ou por libertagdo de endocanabindides,
pode fornecer um meio de reduzir a inibigdo, alterando o equilibrio de excitacdo e inibigdo, e
permitindo inputs excitatdrios para ativar efetivamente uma populagdo de determinados
neurdnios. O aprimoramento desses estudos através de abordagens genéticas, selecdo e
eliminagdo ativa de recetores CB1 em terminais pré-sindpticos de tipos de células fornecem um
meio de interromper seletivamente a sinalizagdo endocanabindide retrograda dependente nessas

sinapses, o que pode ser extremamente Util para o estudo da relacao entre o papel dos sistemas



de mensageiros retrogrados dentro de diversos sistemas fisiologicos, incluindo o ciclo sono-
vigilia (Marsicano et al., 2003).
Para uma melhor compreensao da relagao entre sistema endocanabinodide € sono serdo

descritas a seguir as bases biologicas do ciclo sono-vigilia.

2. O ciclo sono-vigilia

O ciclo sono-vigilia ¢ um processo fisiolégico que permite a alternancia regular entre
um estado de atividade e um estado de repouso, o sono, durante o qual o individuo se desconecta
parcialmente do ambiente externo, o que parece ser essencial para a recuperagao psicologica e
fisica, consolidagdo da memoria, modulagdo emocional, desempenho e aprendizagem, dentre
outras funcdes fisiologicas (Siegel, 2005).

O sono pode ser basicamente dividido em duas fases principais: O sono REM (rapid
eyes moviment), caracterizado por intensa atividade cerebral e durante o qual se observam
periodos de movimentagdo rdpida dos olhos, periodos esses que coincidem com intensa
atividade onirica; e o sono NREM, caracterizado por lentificacdo e sincronizagdo progressiva
das ondas elétricas cerebrais, sendo dividido em 3 fases, N1, N2 e N3, de acordo com o grau
de lentificagdo da atividade elétrica. Durante o sono NREM, neurdnios no cortex e talamo
disparam de forma caracteristica, oscilando a cada segundo ou mais entre um estado de
hiperpolarizagdo da membrana e baixa atividade neuronal, gerando lentificagdo e sincronismo
da atividade elétrica cortical (Steriade et al. 2001; Chauvette et al. 2011). Uma das
consequéncias desse perfil de disparo € um padrao de estabilidade dos neurdnios talamicos e
corticais durante o sono NREM, o que dificulta que a informagao sensorial recebida pelo talamo
seja retransmitida ao cortex desconectando o individuo do ambiente (Dleini et al. 2015). Essa
condig¢do associa o sono de ondas lentas ao sono profundo, ja que quanto maior a sincronicidade
e mais lentas forem as ondas, maior sera a intensidade de um estimulo necessario para causar o
despertar (Ermis et al. 2010).

Cada uma dessas fases sdo caracterizadas por diferentes aspetos fisiologicos,
comportamentais, atributos neuroquimicos e eletrofisiologicos. Estruturas cerebrais, incluindo
o tronco cerebral, o prosencéfalo basal, tallamo e hipotadlamo, através de suas conexdes e
mediadores quimicos, regulam, estabilizam e promovem a alternincia entre os estados de
vigilia, sono NREM e sono REM. Tais mecanismos de controle sdo determinados a nivel
genético, bioldgico e celular. Além disso, fatores externos, como a luz, interagem com
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mecanismos internos, como 0 marca passo bioldgico, o que permite manter o ciclo sono —
vigilia ritmado, mantendo seu compasso em torno de 24h, adequando-se as condig¢des

oferecidas pelo ambiente (Priyattam et al 2017).

Neurobiologia da vigilia

O tronco cerebral ¢ a estrutura chave para a compreensdao da vigilia, no qual se
localizam grupos neuronais ou nucleos, que constituem os sistemas modulatérios de projecao
difusa, podendo ser denominadas conjuntamente por sistema ativador reticular ascendente. Este
sistema € composto por neurdnios colinérgicos do nucleo laterodorsal tegmental (LDT) e nucleo
tegmental pedunculopontino (PPT); neurénios noradrenérgicos do locus coeruleus (LC);
neuronios serotoninérgicos dos nucleos da rafe e neurdénios dopaminérgicos da area tegmental
ventral (VTA), substantia nigra (SN) e proje¢des cinza periaquedutal. Essas substincias
estimulam o cortex direta e indiretamente através do tdlamo, hipotdlamo e prosencéfalo basal
(Jang S and Kwon H, 2015). Além do tronco cerebral, o hipotdlamo possui importantes vias
que promovem a excitagdo. Primeiramente os neurdnios produtores de orexina, localizados no
hipotalamo lateral, que estimulam os neurénios noradrenérgicos do Locus Ceruleus (LC) e os
neur6nios serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe (RDN), promovendo vigilia e inibi¢ao do
sono REM. O nucleo tuberomamilar (TMN), localizado no hipotdlamo posterior, promove
estimulagao direta do cortex através da histamina e indireta através da estimulagdo de neuronios
colinérgicos do tronco cerebral. O prosencéfalo basal estd envolvido na promocao da atividade
cortical. Nessa estrutura localizam-se grupos de nucleos colinérgicos, os nucleos do septo
medial e o nucleo basal de meynert. Tais nucleos estabelecem conexdes com hipotalamo, tronco
cerebral, hipocampo e cortex. Além da acetilcolina, o glutamato e 0 GABA sdo dois outros
neurotransmissores importantes no prosencéfalo basal. O Glutamato, o mais abundante
neurotransmissor excitatorio, medeia aproximadamente 75% do tonus excitatorias sobre o
sistema nervoso central. Os niveis de glutamato em varias areas cerebrais sao os mais elevados

durante a excitacao em estados de vigilia e sono REM (Watson C et al 2020).

Neurobiologia do Sono

No hipotalamo se encontram duas regides envolvidas na promog¢ao do sono, a area pré-

optica ventrolateral (VLPO) e a area pré-optica mediana (MNPO), as quais contém neuronios
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que estabelecem conexdes inibitdrias com as areas de promoc¢ao da excitacdo. Esses neuroénios
sdo ativados principalmente durante NREM e REM (Gaus S. et al 2002).

O GABA, o principal neurotransmissor inibitério, ¢ responsavel em promover sono /
vigilia, dependendo de sua localizagdo e levando em consideracdo a interagao complexa entre
outros neurotransmissores, como acetilcolina e sistemas adrenérgicos. Outros neuromediadores
como adenosina e varias citocinas estdo envolvidas na geracdo de sono. O sistema de ativacao
reticular ascendente ¢ inibido pelo VLPO através da neuromediagao de GABA e galanina
(Oh J. et al 2019).

O Hipotalamo tem papel relevante no que diz respeito ao ritmo do ciclo sono/vigilia,
sendo o nucleo supraquiasmatico responsavel pelo controle dos ritmos circadianos fisiologicos,
possuindo varias interagcdes com o cérebro e glandula pineal, produtora de melatonina, hormona
que exerce importante papel na manutengdo da alternancia ritmica entre os estados de sono e
vigilia (Moore, 2007).

O talamo ¢ outra estrutura considerada importante na regulagdo do sono pois possui
funcdo de retransmissao dos inputs sensoriais glutamatérgicos para o cortex, tendo o papel de
regular o aumento ou a redu¢do da passagem desses impulsos (Coulon P et al, 2012)).

Os astrocitos também estdo envolvidos na regulagdo do sono através da eliminagdo e
distribui¢do de lipidos, glicose e outros nutrientes, sendo que as células da glia se tornam mais
ativas durante o sono de ondas lentas do que na vigilia (Jessen et al, 2015). Além disso as células
da glia também removem o lactato cerebral que se acumula durante a vigilia, representando a
primeira evidéncia direta de que uma funcao do sono (em particular o sono NREM) ¢ eliminar
do cérebro os residuos que se acumularam durante a vigilia (Lundgaard et al, 2017). As células
da glia exibem diferencas morfologicas na fenda sindptica durante o sono e a vigilia. Os
processos astrociticos estdo mais proximos da fenda sinaptica durante o sono, podendo
representar um mecanismo relacionado com depuragdo de substancias e metabolitos. Através
da técnica de optogenética, foi demostrado pela primeira vez que outras células que nao apenas
os neuronios influenciam o sono. A estimulagdo optogenética dos astrdcitos no hipotalamo
posterior aumenta significativamente o sono NREM e REM (Pelluru, D.et al 2016).

O mecanismo através do qual os astrdcitos facilitam o sono ainda nao esta estabelecido,
mas estas células sao uma fonte importante de ATP, que é convertida em adenosina extracelular
e que inibe a transmissdo sinaptica por meio dos recetores de adenosina Al. Parece que

estimulagdo optogenética de astrocitos afeta o sono via ATP e adenosina (Gourine, et al 2010).



A inclusdo da glia e a estreita associagdo entre astrocitos, neurénios € vasos sanguineos
em todo o cérebro comegam a tornar possivel explicar alguns processos homeostaticos do sono
do sono e o sono uni-hemisférico. Por exemplo, uma molécula promotora de sono, como a
adenosina, pode se acumular localmente e, devido a estreita associacao entre glia, neurénios e
vasculatura, a carga homeostatica também pode se dissipar em nivel local, dependendo do nivel

de clearance de adenosina promovido pelas células da glia (Krueger, e Wisor, 2011).

Neurobiologia do sono NREM

As principais areas do cérebro que sdo capazes de gerar o sono NREM sdo regides
hipotalamicas, sendo elas a area ventrolateral pré-optica (VLPO) e area medial pré-optica
(MNPO). Os neurdnios contidos por essas regides sao ativados principalmente durante o sono
NREM, sendo quase inativo durante vigilia. Outras regides do cérebro que geram sono NREM
através da neuromodulacdo GABAérgica sdo regides do prosencéfalo basal (McCarley R 2007).

Durante o sono NREM, neurdnios no cortex e tdlamo disparam de forma caracteristica,
oscilando a cada segundo ou mais entre um estado de hiperpolarizacdo da membrana e siléncio
neuronal, gerando lentificagdo e sincronismo da atividade elétrica cortical (Steriade et al. 2001;
Chauvette et al. 2011). Uma das consequéncias desse perfil de disparo ¢ um padrao de
estabilidade dos neurdnios taldmicos e corticais durante o sono NREM, o que dificulta que a
informacao sensorial recebida pelo tdlamo seja retransmitida ao cortex desconectando o
individuo do ambiente (Dleini et al. 2015). Essa condig¢ao associa o sono de ondas lentas ao
sono profundo, j& que quanto maior a sincronicidade e mais lentas forem as ondas, maior sera

a intensidade de um estimulo necessario para causar o despertar (Ermis et al. 2010).

Neurobiologia do sono REM

O sono de movimento rapido dos olhos (REM) ¢ gerado e mantido pela interagdo de
uma variedade de sistemas de neurotransmissores no tronco cerebral, prosencéfalo e
hipotalamo. Foi postulado que neurénios colinérgicos desempenham um papel na iniciagdo do
sono REM e no controle da atonia motora. Dentro desses, circuitos neuronais do nicleo pontino
encontram-se ativos e regulam o sono REM e suas caracteristicas definidoras, como paralisia

muscular e ativagao cortical (McCarley R 2007).



Processos que governam o sono: Processo circadiano e processo homeostatico

Dois processos distintos atuam no controle do sono e da vigilia, o processo circadiano,
ou processo C e o processo homeostatico, ou processo S. Esses dois processos sdo determinados
por mecanismos independentes, mas que de forma paralela e sincronizada fazem o controle do
ciclo sono-vigilia, promovendo o sono no momento em que tais processos entram em
convergéncia (Scharf et al., 2008).

O fator homeostatico estd relacionado com o aumento da propensdo de sono
desencadeada pela fadiga relacionada ao tempo de vigilia (Scharf et al., 2008). Apds um longo
periodo de vigilia, a pressao para sono de ondas lentas também aumenta, e os possiveis
mecanismos que determinam o processo homeostatico do sono podem refletir a ocorréncia de
substratos metabdlicos que refletem acumulos de substancias geradas durante os processos de
vigilia no cérebro (Feinberg et al. 1978), ou que estaria relacionado ao nivel de um composto
endogeno do sono que ¢ eliminado ou inativado durante o sono (Borbély et al. 1981). Foi
sugerido que o sono de ondas lentas, em ultima analise, reflete o esgotamento progressivo de
glicogénio durante a vigilia, que desencadeia a acumulagdo de adenosina no cortex cerebral e
o subsequente desencadeamento de hiperpolarizagdo dos neurdnios corticais e propensdo ao
sono (Benington e Heller 1995). H4 evidéncias de que a acumulacdo de adenosina no
prosencéfalo basal e outras regides do cérebro sdo pelo menos um dos mecanismos pelos quais
o cérebro monitoriza a duracao da vigilia (Scharf et al. 2008).

Ap0s o inicio da noite, iniciam-se os ciclos de sono, que se caracterizam pela alternancia
entre os estdgios de sono com duragdo em torno de 1,5 horas cada ciclo, perfazendo em média
cinco ciclos por noite. Tal alternancia entre os estagios inicia-se pelo N1, posteriormente N2
até o N3, dando finalmente lugar ao REM e novamente retornando ao N1, sendo que na primeira
metade da noite a duragdo dos periodos de N3, ou sono de ondas lentas ¢ maior que a duracao
dos periodos de REM, fendbmeno que se inverte na segunda metade da noite. Essa maior
concentracdo de sono N3 na primeira metade da noite pode estar diretamente relacionada aos
processos homeostaticos do sono, que induz a um aumento de pressdo de sono NREM na
medida em que a vigilia se prolonga, e em seguida comega a se dissipar ao longo da ocorréncia
do sono de ondas lentas, dando lugar ao sono REM. E provavel que vérios grupos neuronais
possam transmitir o sinal de sono homeostatico que ¢ crucial para controlar necessidade de sono
através de diferentes sinais, garantindo flexibilidade do sistema (Oh J. et al 2019).

Outra hipdtese sugere que o que estd sendo acumulado durante a vigilia e reduzido

durante o sono ndo ¢ realmente uma molécula, mas a forca sindptica geral de muitos circuitos
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neuronais, os quais aumentam durante a vigilia por causa da aprendizagem e precisam ser
restaurados durante o sono para evitar o alto custo da plasticidade e do aumento da necessidade
de energia utilizada pelas células, saturando a capacidade de aprender (Tononi e Cirelli 2014).
De acordo com essa visdo, o sono de ondas lentas aumenta apos vigilia prolongada
principalmente porque os neurdnios sdo mais fortemente conectados uns aos outros durante a
vigilia, culminando por disparar em alta sincronia no inicio do sono (Vyazovskiy et al. 2009).
O aumento na quantidade de ondas lentas ap6s uma longa vigilia também pode resultar de um
numero maior de neurénios simultaneamente recrutados para a oscilagdo lenta, consistente com
o fato de que ondas lentas sdo maiores e mais globais. Ao longo do sono, a quantidade de ondas
lentas diminui porque a normalizacdo sinaptica leva a conexdes mais fracas (Tononi e Cirelli
2014). Simulacdes de computador também mostraram que, no decurso do sono, o declinio
progressivo na amplitude e o aumento da frequéncia das ondas podem ser explicadas por um
aumento gradual de tonus neuromoduladoes excitatorios, tornando os neurénios menos estaveis
(Feinberg et al. 1978).

De qualquer forma esses mecanismos discutidos acima que poderiam explicar o
aumento de sono de ondas lentas ap6s a vigilia prolongada, como acumulagdo de adenosina,
aumento da forca sindptica e diminui¢ao do tonus excitatorio ndo sdo mutuamente exclusivos e
podem contribuir simultaneamente ao processo homeostatico, j4 que as alteragdes na
plasticidade neuronal muitas vezes estdo relacionadas com interagdes entre neuromoduladores
como acetilcolina e noradrenalina. Acrescenta-se a isso que a alternancia entre sono NREM
para o REM depende da expressao de células que libertam acetilcolina, € o retorno para o sono
NREM depende da libertagdo de noradrenalina e serotonina (Deboer 2015).

O outro processo que regula o ciclo sono-vigilia € o processo circadiano. Esse sistema
depende da interacdo entre fatores ambientais e fatores internos para manter o seu ajuste. O
relogio biologico (fator interno) que controla esse ritmo encontra-se no nucleo
supraquiasmatico, no hipotdlamo, acima do terceiro ventriculo. O nucleo supra quiasmatico
exerce controle sobre a glandula pineal na libertacdo de melatonina, hormona responsavel pela
ciclagem circadiana do ciclo sono-vigilia. Além disso , o nticleo supra quiasmatico estabelece
ligagdes com a hipofise, participando da formacao de um outro importante eixo hormonal, o
hipotalamo-hipéfise-supra-renal, o qual ¢ fundamental importancia no controle de diversos
sistemas, como producdo de cortisol e outros processos biologicos do corpo que também
flutuam no decorrer dos ritmos didrios, como a temperatura corporal, a pressao sanguinea,

producao de urina, niveis de hormonais, crescimento de pelos , taxas metabdlicas e controle das
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funcdes autonomas. Os seres humanos possuem um ciclo de sono-vigilia com duracdo de um
pouco mais de 24 horas, e esse pequeno desajuste ¢ permanentemente reajustado por sinais
externos, ou zeigebers, do alemao, aquilo que impde o tempo, mantendo a pontualidade do
marcador. O nucleo supraquiasmatico recebe inervacdo direta da retina, cuja funcao ¢
sincronizar os ritmos circadianos através da luz, que se caracteriza por ser o principal zeitgeber.
Existem outros zeitgebers secundarios, como variagdes de temperatura, humidade e sons, que
podem cooperar no ajuste do relogio biologico. Em livre curso, isto €, na auséncia de zeitgebers,
os ciclos tendem a se atrasar a cada dia, j& que o dia do relogio bioldgico natural tem duragao
um pouco maior do que o dia de rota¢do da terra (Priyattam J.et al 2017).

Em relagdo a arquitetura do sono, o sono REM parece sofrer mais influéncia do processo
circadiano, ndo havendo nenhum marcador estabelecido da homeostase do sono REM. Em
contraste, o sono de ondas lentas que caracteriza o terceiro estagio do sono NREM, ¢ um
marcador sensivel da intensidade e necessidade de sono, e ¢ determinado pelo processo
homeostatico. No que tange a dura¢do dos episodios de sono NREM e de sono REM, ¢
determinada pelo ritmo circadiano, enquanto a intensidade de sono NREM ¢ determinada pelo
processo homeostatico. Independente de sua intensidade, o processo circadiano determina a
duracdo do sono NREM, sinalizando o seu término em cada periodo e dando inicio do sono
REM (Yasenkov e Deboer 2012).

Ainda com relagdo a interagdo do processo S versus processo C, ¢ importante ressaltar
o papel da melatonina no equilibrio dessa relagdo. De forma simplificada, as 24 horas do dia
sao divididas entre 16 horas de vigilia e 8 horas de sono. Durante essas 16 horas de vigilia ¢
importante que as fun¢des neurocomportamentais sejam mantidas. Essa manutencdo ocorre
porque o marca-passo circadiano se opdem ao aumento da pressdo de sono desencadeada pelos
processos homeostaticos durante o decorrer do dia. Ao anoitecer, apoés 0 aumento noturno da
melatonina, os processos circadianos e homeostaticos, enfim, entram em convergéncia,
havendo aumento maximo da pressdo de sono, coincidindo com os niveis maximos de
melatonina, havendo diminui¢des marcantes na fun¢cdo neurocomportamental e geracdo do
inicio do sono (Dijk e Czeisler, 1994). Dessa forma, quando chega a hora habitual de dormir e
os dois processos estdo na mesma direcdo, ocorre acentuado aumento da sonoléncia e seus
correlatos eletrofisiologicos. Paralelamente a toda a cascata de alteragdes fisiologicas
caracteristicas do periodo de sono também ¢ iniciada. A elevagcdo dos niveis de melatonina
enddgena noturna parece ser o protagonista desse processo de sincronizagao (Krduchi et al,

1999).
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3. Sistema endocanabindide e sono

A pesquisa cientifica sobre o sistema endocanabinoide sofreu um atraso com relagdo a
outros sistemas de neurotransmissores, como por exemplo o sistema de opidides enddogenos
que, similarmente se seguiu a purificacdo do 6pio extraido da seiva da papoula. No caso da
cannabis, esta possui um constituinte ativo que esta presente em um extrato oleoso e que por
muito tempo nao houve tecnologia apropriada que permitisse sua purificagao e extra¢ao de suas
substancias ativas. Os avancos sO se tornaram possiveis apos o isolamento do delta-9
tetrahydrocannabinol (THC), o principal componente ativo da planta, tendo sido realizada em
1973, sendo que a maioria dos outros fitocannabinoides foram isolados da planta logo em
seguida e suas estruturas foram elucidadas. Dentre eles encontram-se o canabidiol (CBD),
canabinol (CBN) e A9-tetrahidrocanabivarina (A9 -THCV), o 4cido canabididlico e o A8 -THC
(Mechoulan, 1998).

Apesar do foco da maioria dos estudos se direcionar para o THC, a cannabis possui
centenas de phitocanabinoides e ¢ dificil afirmar que apenas o THC ¢ o responsavel pelo
aumento do sono NREM. J4 foi determinado que alguns desses compostos podem ter um efeito
sinérgico. De facto, Carlini et al (1974), com base em estudos em animais e humanos,
determinaram que os extratos de Cannabis produziam efeitos duas ou quatro vezes maiores do
que o esperado pelo seu teor de THC (Carlini et al., 1974). Este efeito sinérgico foi descrito
como efeito entourage (Mechoulam e Ben-Shabat, 1999). De facto, os terpenos presentes na
Cannabis demonstraram induzir efeitos sedativos. Por exemplo, terpenos como a-pinene,
mirceno e fitol, exercem seu efeito atuando no sitio de ligagdo dos benzodiazepinicos aos
receptores GABA A, enquanto outros como limonene parecem atuar nos recetores A2 de
adenosina; ambos os locais de agdo tém sido relacionados a regulagdo do sono.
Consequentemente, novos estudos sdo necessarios para elucidar a importancia relativa do THC
e dos terpenos no efeito promotor do sono NREM (Mondino A., 2019)

A compreensdao do sistema endocanabindide no ciclo circadiano esta a evoluir
gradualmente (Pava MJ et al 2016). Tanto os endocanabindides como os NAEs apresentam
ritmicidade circadiana, tendo sido sugerido que os endocanabinodides regulam ou estdo sob a
regulagao do ciclo. Neste contexto, foram identificadas em roedores variagdes espontaneas dos
receptores CB1 ao longo do ciclo claro-escuro, revelando que a expressao desse recetor ¢ maior

as 13h e menor as 1h. Os recetores CB2 ndo parecem sofrer flutuagdes diurnas. Em relagdo aos
13



ligantes, anandamida e 2-AG também apresentam flutuagdes diurnas no hipocampo, ponte,
hipotalamo, cortex pré-frontal, corpo estriado, nucleo accumbens e LCR, embora em dire¢des
opostas. Enquanto os niveis de anandamida sdo maiores durante o periodo claro, os de 2-AG
sao maiores durante a fase escura do ciclo. A atividade de FAAH, MAGL, enzimas que
hidrolisam AEA, ODA e 2-AG, e DAGL que sintetiza 2-AG, também flutua ao longo do dia.
Essas alteragcdes podem depender de flutuacdes na expressao dos genes codificadores dessas
moléculas ao longo do ciclo claro-escuro. Por exemplo, as flutuagdes do mRNA dos recetores
CBI1 tem seu pico mais alto as 21h, sugerindo um atraso entre a expressao do mRNA e a sintese
proteica de cerca de 16 horas. mRNA de recetores CB2 ndo foram detetadas flutuagdes. Além
disso, AEA, PEA e 2-AG foram detetados na glandula pineal de ratos wistar e recetores CB1
foram encontrados no nucleo supra quiasmatico (SCN) de hamsters, regides estas sabidamente
relacionadas com o ciclo circadiano. Outro achado importante foi que a administragdo sistémica
de CP55940 (um agonista CB1) interferiu na geracao do avanco de fase induzido pela luz nesses
animais. Em humanos, variagdo de 2-AG diurna também foi descrita, sendo que os picos
ocorrem durante o dia, em torno das 13h e a concentragcdo minima ocorre durante a madrugada,
as 2h (Prospero-Garcia et al, 2016).

A inibicdo farmacologica da MAGL, que gera um aumento nas concentragdes de 2-AG
no cérebro, promove efeitos de indugdo de sono em ratos, incluindo aumentos no sono REM e
NREM (Wyatt RM et al 2020). A anandamida est4 associada com a promoc¢ao de sono. O seu
aumento provocado pela inibi¢ao farmacologica da FAAH, a enzima responsavel pela sua
degradacao, aumenta a quantidade de sono de ondas lentas (estdgio N3 do sono NREM)
(D'Souza et al 2019). Além disso, murganhos sem a fatty acid amide hidrolase (FAAH), a
enzima predominantemente responsavel pela degradagdo da anandamida, exibe maior
quantidade de sono (S. Huitron-Resendiz et al 2004).

Dados pré-clinicos mostram que a anandamida exerce o aumento do sono de ondas
lentas possivelmente através de aumento nas concentragdes extracelulares de adenosina
(Murillo-Rodriguez et al 2003), e que os efeitos da promogao de sono da anandamida sdo
bloqueados pela co-administracdo de um agonista inverso dos receptores CB1, o rimonabanto,
indicando um mecanismo especifico relacionado a CB1 e anandamida na geracdo de sono
(Murillo-Rodriguez et al, 2001).

O transportador de membrana de anandamida (AMT) exibe um papel nas fungdes

neurobioldgicas através da modulagdo da anandamida (Gertsch, 2015). A evidéncia disponivel
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indica que injec¢des de bloqueador de AMT conhecido como VDM-11 promovem sono em ratos
(Murillo-Rodriguez et al., 2008, 2013).

O hipocampo ¢ uma das estruturas com altas concentragcdes de CB1, e a modulagdo dos
endocanabinoides parece ser crucial para a sua atividade, além disso, ha evidéncias substanciais
da atividade hipocampal durante o sono, sendo o principal sinal dessa atividade ¢ o ritmo teta.
Além disso, esta evidéncia indica que processamentos de informagdes relacionados com a
memoria ocorrem durante o sono. Estes dados sugerem uma relagdo entre a atividade

hipocampal e o sono, as quais precisam ser melhor definidas (Brankack et al, 2009).

Os dados disponiveis sugerem que o sistema endocanabinoide contribui para o controle
do sono. No entanto, o papel dos seus componentes na regulacao da homeostase do sono ¢ por
vezes contraditorio e mal compreendido. A anandamida, apesar de se ter demonstrado o seu
papel na inducdo de sono, o seu aumento através da inibi¢do da FAAH em alguns estudos
predispos a vigilia. Outro exemplo ¢ a falta de explicagcdo do motivo pelo qual o 2-AG pode ter
efeito indutor de sono em doses mais baixas e tal efeito desaparecer em concentragdes maiores
(Pérez Morales, 2013). A complexidade da rede neurobiologica que regula o ciclo sono-vigilia,
incluindo componentes neuroanatémicos, neuroquimicos € moleculares representa um grande
desafio para os investigadores. Paralelamente, uma complica¢do adicional a essa compreensao
tem sido apontada justamente devido a fatores circadianos e homeostaticos, que sao processos

paralelos e influenciam os processos do sono de forma conjunta (Borbely et al., 2016).

Assim, a presente revisao tem o objetivo de rever de modo sistematico o papel de cada
elemento do sistema endocanabindide na regulagdo do ciclo sono-vigilia através da
manipulagdo farmacologica desse sistema e a medicdo dos pardmetros de sono através de
EEG/EMG.

Os modelos animais figuram como uma boa op¢ao para o objetivo deste estudo, pois
ratos se apresentam em grande disponibilidade e possuem semelhanca com seres humanos em
termos de neurocircuitos € neuroquimica do sono. Além disso, os roedores sdo passiveis de
registo de sinais de eletroencefalograma por meio de elétrodos minimamente invasivos
colocados através do cranio num procedimento cirdrgico relativamente simples. Esses sinais de
EEG fornecem dados fortes e constantes para quantificacdo da atividade cortical, incluindo

vigilia, sono de ondas lentas e sono REM.
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Existem, porém, algumas observacdes importantes a serem consideradas nesses estudos
que utilizam roedores para elucidar os mecanismos neurobioldgicos dos fendmenos do sono.
Murganhos e ratos tem o seu ciclo de sono polifasico com episdédios mais curtos e mais
frequentes de SWS e REM, em comparagao com humanos que normalmente apresentam sono
monofésico com periodos de sono mais consolidados (Campbell e Tobler, 1984).

Além disso, ratos passam mais tempo dormindo (12—15 h) do que humanos (7-8 h) por
dia. Os ratos também s3ao mais ativos a noite, enquanto os humanos sdo quase estritamente
diurnos. Apesar das diferencas no tempo e na arquitetura do sono, as aparentes semelhancgas
com o sono humano tornaram o uso de modelos animais fundamentais para aprofundar a
compreensdo da neurobiologia do sono e muitos avangos importantes nos tratamentos para
patologias do sono, incluindo insonia (Wisor et al., 2009), apneia do sono (Yamauchi et al.,
2010), além do papel dos neurdnios orexigenos na narcolepsia (Chemelli et al., 1999), podem
ser atribuidos a pesquisas pré-clinicas usando murganhos e ratos.

Através da observacdo dos efeitos das drogas que atuam mediante os principais
componentes do sistema endocanabindide sobre o sono, incluindo os recetores, os ligantes
internos e as enzimas, além do transportador de anandamida, pode-se dar mais um passo na
compreensdo do papel desse sistema no controle do sono-vigilia. Para a realizagdo desse
trabalho foi formulada a seguinte pergunta: Quais sdo os efeitos observados no ciclo
sono/vigilia através da manipulacdo farmacoldgica do sistema endocanabindide em estudos
animais?

A revisao tem o objetivo de rever de modo sistematico o papel de cada componente do
sistema endocanabinoéide através de sua manipulagao farmacologica e da medida dos efeitos no
sono através de EEG/EMG. As drogas utilizadas sdo os fitocanabindides naturais como THC e
CBD; agentes sintéticos agonistas e antagonistas de recetores CB1; ligantes enddgenos de
recetores CB1 como anandamida e 2-AG, Inibidores enzimaticos da FFAH, da MAGL e da
DAGI, inibidores de recaptacido de anandamida como VDM-11, agonista PAR1, além de outros
compostos como a oleamida, considerada nesse trabalho pelo fato de possuir estrutura quimica
estruturalmente relacionada a anandamida e por, no minimo, interagir com o sistema
endocanabinoide, além de seu relevante efeito sobre o sono. Outras drogas como N-
Arachydonil srotonina (AA-5HT), um inibidor da FAAH e bloqueador de recetores vanildides
também foram utilizadas. Tais drogas sdo administradas por diversas vias diferentes, tanto
sistemicamente, através de injegdes intraperitonais, como localmente, por injecdes em regides

cerebrais especificas, na tentativa de elucidar os mecanismos através dos quais atuam.
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4. Metodologia

A revisao sistematica de literatura foi conduzida de acordo com o manual proposto pelo
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis (PRISMA) (Page et al.,
2020).

4.1 Condi¢cao ou dominio sendo estudado

O sistema endocanabindide ¢ composto por recetores CB1, presentes no sistema nervoso
central, ¢ CB2, encontrados principalmente nos tecidos do sistema imunolédgico. Os ligantes
internos incluem os derivados lipidicos anandamida (AEA) e acido araquidonilglicerol (2-AG).
Outro componente importante do sistema ¢ o AMT, o transportador de membrana putativo da
anandamida. O sistema endocanabindide desempenha um papel na neuromodulagdo de varios
grupos neuronais, incluindo a regulagdo de varias fungdes fisioldgicas, como o ciclo sono-

vigilia.

Formulagao dos critérios de inclusao e exclusdo dos artigos seguindo os componentes
do acronimo PICO, definidos conforme o seguinte:

Populagdo a ser estudada: Ratos (todas espécies e sexo)

Intervencdo: Para este estudo foram considerados todos os tipos de intervencao
farmacologica sobre o sistema endocanabindide em modelos animais (ratos).

Controle: Placebo (tratado com veiculo)

Outcomes resultados: Medidas de sono/vigilia através de EEG/EMG, dentre elas:
Tempo total de sono, tempo total de vigilia, tempo total ou percentagem de sono REM, tempo
total ou percentagem de sono NREM, laténcia do sono, laténcia de sono REM e laténcia de
sono NREM.

Resultados adicionais: Outras medidas, como os niveis de neurotransmissores foram

registadas.

4.2 Critérios de inclusao
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1- Estudos feitos com ratos (qualquer espécie e sexo)

2- Intervengdo realizada pela administragdo de agentes farmacoldgicos que interajam
com o sistema endocanabin6ide em qualquer dose, via de administracao e horarios

3- Controle com animais tratados com veiculo e/ou sham

4- Resultados que avaliam os padrdes de alteragdes do sono / vigilia analisados por EEG

/ EMG

4.3 Critérios de exclusao

1-Artigos ndo primarios (artigos de revisdo / capitulos de livros)

2-Modelos de distarbios do sono

Os bancos de dados utilizados para esta revisdo incluem PubMed, SCOPUS, PsylInfo,
Web of Science e Cochrane Library. Além disso, serdo incluidos literatura cinzenta que
interessa estudar.

Os descritores utilizados para a construgao da equacao de pesquisa foram os seguintes:

1) Populagio:

Nao foi utilizado nenhum termo por motivo de restricdo no numero de artigos
encontrados caso introduzido qualquer termo na populacao

2) Intervencao:

PubMed

Termos Mesh

Scopus
(Ndo possui termos

mesh)

Web of Science
Nao possui termos

mesh)

Cochrane

Termos mesh

Psylnfo

cannabinoids

Cannabinoids

cannabinoids

Cannabis

Cannabis

cannabis

dronabinol

Dronabinol

cannabidiol

endocannabinoids

Endocannabinoids

tetrahydrocannabinol

rimonabant

Cannabidiol

Rimonabant

Hashish

Rimonabant

Hashish

18



Hashish

Marijuana

Descritores

PubMed

Scopus

Web of science

Cochrane

PsyInfo

cannabinoids

Cannabinoids

cannabinoids

cannabinoids

cannabinoids

Cannabis

Cannabis

cannabis

Cannabis

cannabis

dronabinol

Dronabinol

dronabinol

dronabinol

dronabinol

endocanabinoids

endocanabinoids

endocanabinoids

endocanabinoids

endocanabinoids

anandamide

Anandamide

anandamide

anandamide

anandamide

2Arachidonoylglycerol

2Arachidonoylglycerol

2Arachidonoylglycerol

2Arachidonoylglycerol

2Arachidonoylglycerol

2 AG 2 AG 2 AG 2 AG 2 AG
URB602 URB602 URB602 URB602 URB602
Oleamide Oleamide Oleamide Oleamide Oleamide
CB1 agonists CB1 agonists CB1 agonists CB1 agonists CB1 agonists

FAAH inhibitor

FAAH inhibitor

FAAH inhibitor

FAAH inhibitor

FAAH inhibitor

MAGL inhibitor

MAGL inhibitor

MAGL inhibitor

MAGL inhibitor

MAGL inhibitor

Tetrahydrocannabinol

Tetrahydrocannabinol

Tetrahydrocannabinol

Tetrahydrocannabinol

Tetrahydrocannabinol

THC THC THC THC THC
cannabidiol Cannabidiol cannabidiol cannabidiol cannabidiol
CBD CBD CBD CBD CBD
Synthetic Synthetic Synthetic Synthetic Synthetic

cannabinoids

cannabinoids

cannabinoids

cannabinoids

cannabinoids

Nabilone

Nabilone

nabilone

Nabilone

nabilone

Sativex

Sativex

sativex

Sativex

sativex
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nabiximols

Nabiximols

nabiximols

Nabiximols

nabiximols

Marinol

Marinol

marinol

Marinol

marinol

Endocannabinoid

Endocannabinoid

Endocannabinoid

Endocannabinoid

Endocannabinoid

system system system system system
rimonabant Rimonabant rimonabant rimonabant rimonabant
SR141716 SR141716 SR141716 SR141716 SR141716
Marijuana Marijuana Marijuana Marijuana Marijuana
Tabela 1: Descritores para Intervengao
3) Comparador:
Nao utilizado pelo mesmo motivo da populagio.
4) Outcomes:
PubMed SCOPUS Web of Science Cochrane Psylnfo
termos Mesh sleep
Sleep Sleep Rem sleep
Sleep, REM Sleep, REM sleep deprivation

Sleep Stages

Sleep Stages

Sleep, slow-wave

Sleep deprivation

Sleep deprivation

Sleep latency

Sleep, slow-wave

Sleep, slow-wave

wakefulness

Sleep latency

Sleep latency

sleepness

polysomnography

wakefulness

polysomnography

Electroencephalogr

aphy

Sleep onset
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Theta rythm

Electroencephalograph

delta rythm

Electrical activity

Sleep-wake cycle

NREM sleep
Descritores
Sleep Sleep sleep Sleep Sleep
Wake Wake wake Wake Wake
Rapid eyes Rapid eyes Rapid eyes Rapid eyes Rapid eyes movement
movement movement movement movement
NREM stage NREM stage NREM stage NREM stage NREM stage

Non-Rapid eyes

movement

Non Rapid eyes

movement

Non-Rapid eyes

movement

Non-Rapid eyes

movement

Non-Rapid eyes

movement

wakefulness

Wakefulness

wakefulness

wakefulness

wakefulness

Polysomnography

Polysomnography

Polysomnography

Polysomnography

Polysomnography

Theta rythm

Theta rhythm

Theta rythm

Theta rhythm

Theta rhythm

Electroencephalo*

Electroencephalo

*

Electroencephalo

*

Electroencephalo

*

Electroencephalo*

EEG

EEG

EEG

EEG

EEG

Electroencephalogr

am

Electroencephalog

ram

Electroencephalog

ram

Electroencephalog

ram

Electroencephalogram

Delta rythm

Delta rhythm

Delta rythm

Delta rythm

Delta rhythm

Electrical activity

Electrical activity

Electrical activity

Electrical activity

Electrical activity

Sleep-wake cycle

Sleep-wake cycle

Sleep-wake cycle

Sleep-wake cycle

Sleep-wake cycle

Tabela 2: Descritores para outcomes
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ApOs a elaboracdo dos descritores, construiu-se propriamente a equagao de pesquisa
de cada base de dados iniciando-se pela Pubmed e em seguida ajustando-se a equagdo para as

outras bases de dados.

PubMed

(Ccccceeeeeeeeeeeeecccccccc((Cannabinoids[MeSH Terms]) OR (cannabis[MeSH Terms])) OR
(dronabinol[MeSH Terms])) OR (endocannabinoids|MeSH Terms])) OR (cannabidiol[MeSH
Terms])) OR (Rimonabant{MeSH Terms])) OR (Hashish[MeSH Terms])) OR
(Cannabinoids[Title/Abstract])) OR (cannabis| Title/Abstract])) OR
(dronabinol[Title/Abstract])) OR (endocannabinoids[Title/Abstract])) OR
(anandamide[Title/Abstract])) OR (2 Arachidonoylglycerol[Title/Abstract])) OR (2
AG(Title/Abstract])) OR (URB602[Title/Abstract])) OR (oleamide[Title/Abstract])) OR
(CB1 agonists|[Title/Abstract])) OR (CB1 Antagonists|[ Title/Abstract])) OR (FAAH
inhibitor[ Title/Abstract])) OR (MAG inhibitor|[ Title/Abstract])) OR
(Tetrahydrocannabinol[Title/Abstract])) OR (THC|[Title/Abstract])) OR

(cannabidiol[ Title/Abstract])) OR (CBD[Title/Abstract])) OR (CBD|Title/Abstract])) OR
(synthetic cannabinoids[Title/Abstract])) OR (nabilone[Title/Abstract])) OR
(sativex[Title/Abstract])) OR (nabiximols[Title/Abstract])) OR (marinol[Title/Abstract])) OR
(endocannabinoid system[Title/Abstract])) OR (rimonabant|[Title/Abstract])) OR
(SR141716[Title/Abstract])) OR (marijuana[Title/Abstract])) AND
(Ccccceeeeeeee((sleep[MeSH Terms]) OR (sleep, REM[MeSH Terms])) OR (sleep
stages[MeSH Terms])) OR (sleep deprivation[MeSH Terms])) OR (sleep, slow-wave[MeSH
Terms])) OR (sleep latency[MeSH Terms])) OR (wakefulness[MeSH Terms])) OR
(Polysomnography[MeSH Terms])) OR (electroencephalography[MeSH Terms])) OR
(sleep[Title/Abstract])) OR (wake[Title/Abstract])) OR (Rapid eyes
movement[Title/Abstract])) OR (REM[Title/Abstract])) OR (Non Rapid eyes
movement[Title/Abstract])) OR (wakefulness|[Title/Abstract])) OR
(sleepness|[Title/Abstract])) OR (Polysomnography|[Title/Abstract])) OR (theta
rythm[Title/Abstract])) OR (electroencephalo*[Title/Abstract])) OR (EEG[Title/Abstract]))
OR (Electroencephalogram|Title/Abstract])) OR (Delta Rythm[Title/Abstract])) OR
(electrical activity[Title/Abstract])) OR (sleep-wake cicle[Title/Abstract]))
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A seguir foi feita a adaptagdo dessa a equagdo para as féormulas para pesquisa nas

outras bases de dados consideradas (Anexo 1).
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Identificacao

Selecao

Incluidos

4.4 Resultados

Ap6s todas as equacdes montadas e as buscas realizadas chegamos aos seguintes resultados:

Fluxograma: PRISMA

Numero de artigos identificados nas
bases de dados

Pubmed: 1800

Web os Science: 1960
Scopus: 3963

PsylInfo: 20

Total: 8204

Excluidos depois da leitura
do resumo: 4519

\ 4

Numero de artigos
selecionados para leitura de
texto integral : 64

Fluxograma 1: Fluxograma PRISMA

Numero de duplicados
excluidos: 3557




4.3 Selecao de artigos

Foi realizada entdo a eliminagao de artigos duplicados na plataforma RAYYAN

Total duplicado: 3553

Posteriormente, foi realizada por dois revisores independentes, a primeira fase de
seleg¢do. Os casos em discordancia foram resolvidos por reuniao de conciliagao.

Dos 4647 artigos restantes foi feita eliminagdo pelo titulo e abstract, resultando em 64
artigos para sele¢do através de leitura de texto integral. O texto integral de 2 artigos ndo foi
encontrado.

ApOs a realizagdo desta etapa 28 artigos foram incluidos, mais 1 artigo encontrado de

outras fontes, resultando em 29 artigos no total para fazerem parte da revisao.

4.5 Estratégia para Extracio e sintese dos dados

Dois revisores independentes extrairam os dados de textos e tabelas.

Os dados extraidos dos estudos incluiram o autor, o ano, o pais, o tipo de estudo, nimero
de individuos, espécie e peso, duracdo da intervencdo, agente farmacoldgico, via de
administracdo, dose, efeitos sobre o sono e vigilia e tempo e horario de registo.

Foram também, quando possivel extraidos os valores do P value, estatistica do teste e
médias com erro padrao da média para cada resultado de interesse.

Apos a extragdo dos dados e a avaliagao da qualidade dos estudos e do risco de viés, os
dados foram resumidos em tabelas que incluem as principais descobertas de cada estudo. As
tabelas também resumem a avaliagdo do risco de viés.

A Colaboragdo Cochrane desenvolveu uma ferramenta Risk of Bias (RoB) para
estabelecer consisténcia e evitar discrepancias na avaliacdo da qualidade metodologica dos
RCTs. Um procedimento semelhante no campo da experimentagao animal foi elaborado através
de uma ferramenta para estudos de interven¢do animal (ferramenta RoB SYRCLE). Essa
ferramenta ¢ baseada na ferramenta Cochrane RoB e foi ajustada para aspetos de viés que
desempenham um papel especifico em estudos de interven¢do em animais, a fim de aumentar
a transparéncia e aplicabilidade (Hooijmans, et al, 2014).

Todos os itens da ferramenta podem ser justificados do ponto de vista tedrico, mas nem

todos os itens foram validados por pesquisas empiricas, e embora a validacao seja importante,
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ndo ¢ esperado fornecer evidéncias empiricas para todos os itens desta ferramenta num futuro
proximo, pois isso exigiria grandes estudos comparativos, os quais ndo estdo sendo realizados
ou programados. Essa ferramenta compreende 10 dominios cobrindo seis tipos de vieses:
geragdo de sequéncia, caracteristicas da linha de base, ocultagdo de alocacdo, alojamento
aleatorio, cegamento do pesquisador, avaliagdo de resultados aleatorios, cegamento do
avaliador de resultados, dados de resultados incompletos, relatorio seletivo de resultados e
"outras fontes de viés". Dados sobre o tempo e/ou fases do ciclo claro/escuro também foram
extraidos como um indicador adicional da qualidade do estudo.

Foi realizada uma sintese narrativa dos achados dos estudos incluidos, estruturados em
torno do tipo de intervengao (tipo de droga utilizada, via de administragcdo e dosagem) e dos
resultados.

As variaveis de interesse sao tempo total de sono, tempo total de vigilia, percentagem
de sono REM e NREM, laténcia do sono e laténcia do sono REM.

Caso os estudos usem 0 mesmo tipo de interveng¢ao e comparador, com a mesma medida
de resultado, sera realizada uma meta-analise de efeitos aleatdrios, utilizando diferencas de
médias em um segundo momento do estudo.

Foi realizada uma sintese narrativa formal ap6s a extracdo dos dados e a avaliagdo do
risco de viés, tendo sido os dados resumidos em tabelas que incluem os principais resultados
de cada estudo. As tabelas também resumem a avalia¢do do risco de viés.

E importante ressaltar que revisdes sistematicas (RSs) de estudos experimentais em
animais ainda nao sd3o uma pratica comum, mas o esforco em se conduzir tais RSs tem
aumentado constantemente. Os estudos de intervengao em animais diferem dos ensaios clinicos
randomizados (RCTs) em muitos aspetos e a metodologia para RS de ensaios clinicos precisa
ser adaptada e otimizada para estudos de intervencdo em animais.

Usar a literatura experimental existente em animais também ¢ um desafio porque a
qualidade atual dos relatorios de estudos em animais € pouco satisfatoria; muitos detalhes sobre
as condi¢des de alocacdo ou a avaliagdo dos resultados muitas vezes nao sao relatados. No
entanto, a ideia da publicacdo desta ferramenta (SYRCLE) é necessaria para aumentar a
conscientizagdo sobre a importancia de melhorar a qualidade dos estudos com animais e somar
a experiéncia pratica dos autores que usam essa ferramenta (Hooijmans, et al, 2014).

As primeiras experiéncias com esta ferramenta foram positivas, e os utilizadores
consideraram a ferramenta RoB SYRCLE muito util. A variabilidade inter examinador Kappa,

que ¢ a estatistica utilizada para avaliar a discrepancia entre avaliadores, variam entre 0,6 e 19.
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Os usuarios também indicaram que tiveram que julgar muitos itens como “risco de viés pouco
claro”, tendo em vista que detalhes experimentais sobre materiais € métodos em investigacao
em animais ¢ muito pobre (Hooijmans, et al, 2014).

O que se espera, portanto, ¢ que o uso desta ferramenta tenha um papel de
consciencializar os investigadores e melhorar a qualidade do relato de detalhes experimentais
essenciais em estudos com animais.

A ampla adocao e implementagdo desta ferramenta facilitard e melhorara a avaliagdo
critica de evidéncias de estudos em animais. Isso pode, posteriormente, aumentar a eficiéncia
de traduzir os resultados da pesquisa com animais na pratica clinica. Além disso, essa
ferramenta deve ser testada por autores de RSs de estudos de interven¢@o animal para testar sua

aplicabilidade e validade na pratica (Hooijmans, et al, 2014), conforme tabela.

Tabela 3: Risco de enviesamento dos estudos (ANEXO 2)

De acordo com o comentario acima, nao ¢ surpresa que os estudos revistos, possuam
problemas de enviesamento, o que ndo invalida e nem desvaloriza a revisdo, mas aponta para

a necessidade de aperfeicoamento metodolégico dos estudos pré-clinicos

5. Observacgoes preliminares e descricido dos estudos

Todos os estudos sdo controlados e utilizam substancias quimicas sintéticas (agonistas
e antagonistas CB1, inibidores de enzimas, inibidores de transportador de anandamida, agonista
PARI1) ou naturais (CBD, flores de cannabis, anandamida, 2AG e Oleamida), que atuam
farmacologicamente no sistema endocanabinoéide.

Tais substancias ainda podem ter a caracteristica de serem especificas ou atuar em dois
ou mais alvos, e nesse ultimo caso a andlise do papel de cada componente sobre o ciclo sono-
vigilia torna-se mais complexa, seguindo as tabelas de caracterizag@o dos artigos e de resultados

da intervengao.

27



Numero Revista Autor Pais Ano Sujeitos
1 Brain Research Murllo-Rodriguez México 1998 Wistar male rats
n=18
2 Neuropharmacology and Eric Murillo-Rodriguez México 2001 Wistar male rats
neurotoxicology n=80 280-320g
n=80
3 Sleep Eric Murillo-Rodriguez México 2003 male F344 rats
n==6
4 Pharmacology, Biochemistry Mdnica Méndez-Diaz México 2013 Wistar male rats
and Behavior (250-350 g)
n=80
5 Pharmacology, Biochemistry Herrera-Solis México 2010 male wistar rats,
and Behavior (250-280 g)
n=102
6 Neuroscience Letters Rueda-Orozzoco México 2010 Male Wistar rats
(280-320 g)
n=25
7 Pharmacology, Biochemistry Marcel Pérez-Morales México 2013 male wistar rats
and Behavior n=72
8 NeuroReport Marcel Perez-Morales México 2012 wistar rats
n=40
9 Sleep disorders Anushka V. UK 2011 male Lister-
Goonawardena Hooded rats
(250-300g)
n=16
10 Physiology & behavior Puskar india 2021 male wistar rats
n=21
11 Life scieces Santucci Franga 1996 male sprague-

dawley rats

n=96
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12 Neuropharmacolpgy Laszlo Tothfalusi Hungria e 2019 Wistar rats
UK n=6
13 BMCneuroscienci Bogathy Hungria 2019 wistar rats
n=6
14 European journalof Murillo-Rodriguez México 2007 male wistar rats
Pharmacology (250-300 g)
n=130
15 PLoS ONE Murillo-Rodriguez México 2011 male wistar rats
(250-300 g)
n=120
16 Frontiers in Molecular Murillo-Rodriguez México 2017 wistars rats (250-
Neuroscience 300g)
n=50
17 The of journal of Pharmacology | Ryan M. Wyatt USA 2020 male sprague-
and Experimental Therapeutics dawley rats (350-
450 g)
n=15
18 NeuroReport Mendelson USA 1999 male sprague
dawley
rats(225+250 g)
n=5
19 Neuroreport Mendelson EUA 1999 sprague-dawley
rats 250g
n=7
20 Experimental Neurology Salvador Huitron- EUA 2001 sprague dawley
Resendiz rats N=16
21 Arch Pharmacol Jing-Yu Yang China 2003 male wistar rats
(250-350 g)
n=60
22 Neuroscience Murillo-Rodriguez México 2008 wistar rats
(250-300g)
n=24
23 Physiology & Behavior Murillo -Rodriguez México 2013 wistar rats
n=48
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24 Pharmacology, Biochemistry Alejandra Mondino México 2019 male wistar rats
and Behavior (270-300 g)
n=12
25 Psycopharmacology Jaime M. Monti Brasil 1970 male wistar rats
(250-300 g)
26 Life Sciences Murillo-Rodriguez México 2011 wistar rats
n=35
27 Neuroscience Murillo-Rodriguez México 2008 male wistar; (250
g-300 g)
n=48
28 Brain Research bulletin Murillo Rodriguez México 2020 male wistar rats
(250-300g; N =
24
29 FEBS Letter Murillo-Rodriguez México 2006 male wistar rats
(250-300 g)
n=50
Tabela 4: Tabela de Caracterizacdo de Artigos
Numero | Intervencdo Resultados Resultados
adicionais
1 Administragdo (adm) intracerebroventricular (ICV) | (AEA): aumento de sono de ondas
conforme o seguinte: lentas (SWS) e reducédo da vigilia (W).
1- 5%, 5 ul, veiculo (Veh) A.A: aumento da W e reducdo de SWS.
g: AAcri}cjg(jaar?cljgrfiAcE(AA)s,'e(}Sgnr?rlol). Aumento da laténcia do sono (LS) e
Tempo de gravagdo 08:00 to 12:00 Laténcia do REM (LR) ndo alterada
2 Experiéncia 1: AEA ICV reduziu W e aumentou tempo

Adm ICV, conforme o seguinte:

1- Vehl
2-  AEA (1.25 mcg/5mcl)
3-SR141716A (3 mcg/5 mcl)

de NREM e REM.
SR141716A isoladamente ndo altera

significativamente os padrées de
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3- SR141716A (3 mcg/2.5mcl) 15 min antes
de AEA (1.25 mcg/2.5 ml).

Experiéncia 2:
Adm via nucleo tegmental pedudnculo pontino
(PPTg) das mesmas substancias e nas mesmas

doses da experiéncia 1

Experiéncia 3:
Adm no PPTg conforme o seguinte:

1- U73122 (9.2 mcg/5 mcl)

2- U73122 (9.2 mcg/2.5 ml + AEA (1.25
mcg/ 2.5 mcl) apds 15 min
3-  U73122 (9.2mcg/mcl)
4-  U73122 (9.2 mcg/0.5 microl) + ANA
(1.25 mg/0.5 mcl) no PPTg.
Adm na drea medial pré-6tica (MPOA):

1-  veiculo
2-  AEA (1.25 mcg/1mcl).

sono/vigilia, entretanto quando é
administrado 15 minutos antes da AEA
blogqueou todos os efeitos produzidos
pela AEA.
Efeitos produzidos por AEA no PPTg é
qualitativamente semelhante aos no ICV
e o tamanho do efeito maior.
SR141716A ndo induziu alteragbes
quando administrado no PPTg,
entretanto bloqueou as alteracdes
causadas pela administracdo de AEA.
U73122: A administracdo prévia desse
composto previne as acGes da AEA
aplicados ICV e reduz NREM quando
aplicado no PPTg
Esse composto aplicado isoladamente
nao altera arquitetura do sono.
AEA administrada no MPOA ndo

modificou os padr&es de sono vigilia.

Adm intraperitoneal (IP) da seguinte forma:

1- Veh
2-  AEA (10 mg/kg)
3-  SR141716A (1mg/kg) +AEA (10mg/kg

gravacdo (7:00 AM - 12:00)

1) AEA: Redugdo na vigilia e aumento no
SWS e Tempo total de as custas de SWS,
Sem alteracdes de REM.

2) SR141716A: aumento de W com
reducdo no SWS

3) SR141716A + AEA: abolicdo de
aumento de SWS causado por AEA

isolado

Aumento dos
niveis de
adenosina
apos
aplicagdo de
anandamida
e redugao
dos niveis de
adenosina
apos
aplicagdo de

SR141617A

Adm Entopeduncular conforme o seguinte:

1- veh
2- AEA (0.5 ug/0.5 ul)
3-  AM251 (1 pg/0.5 ul)

AEA aumentou REM e aumentou NREM

AM251 aumentou o tempo em W,

reduziu NREM e reduziu REM
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AM?251 reduziu REM

Experiéncia 1

Adm aguda:

7 grupos (n=6 por grupo) foram administrados via
ICV da seguinte forma:

1- Controle

2- AEA (1 pg/5ul)

3-  AEA2 (2 pg/5ul)

4-  AEA4 (4 ug/5 )

5-  Oleamida(OLE) (6 pg/5 ul)
6- OLE12 (12 pg/5 ul)

7- OLE25(25 pg/5 ul).

Polissonografia por 24h

Experiéncia 2:

Administracdo sub crénica e retirada:

3 grupos foram administrados (n=6 por grupo) da
seguinte forma por 15 dias sendo retirado no
décimo quinto dia

1- Controle
2-  AEA2 (2 pg/5 ul),
3-  OLE (25 pg/5 ul)

Polissonografia por 24h

No Décimo sexto dia as Drogas foram retiradas,
administrado veiculo e nova gravagdo por 24h

para identificar sinais de abstinéncia.

Experiéncia 3:
Bloqueio de AEA e OLE por AM 251 agudo

1- Controle
2- AM251+AEA
3-  AM251+0OLE

Experiéncia 4:

Blogueio de AEA e OLE sub crénico:

AEA e OLE durante 15 dias (n=6 por grupo)
exatamente como descrito para a experiéncia 2 e
no dia 15 AM25 foi administrado conforme o

seguinte:

Adm aguda: AEA aumenta
significativamente REM; Reducdo da
vigilia ndo significativa.

OLE aumentou significativamente REM
Adm subcronica:

AEA e OLE aumentam REM de forma
significativa durante apds a
administracdo sub cronica. Nenhuma
mudanca foi documentada apds a
retirada das drogas

AM251 bloqueou os efeitos sobre o REM
induzidos por AEA e OLE agudamente e

sub cronicamente
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1- controle
2- AM251+AEA
3- AM251+0LE

Adm Intra hipocampal conforme o seguinte:

1- AEAOS5 g

2- AEA1O g

3-  AEA 4.0microg

4-  AEA1.0p,g+AM2513.2 u,g
5-  veiculo

Gravacdo por 4 horas nas fases clara e escura

Aumento de sono REM na fase escura
induzido por AEA, mas ndo na fase clara.
Blogueio do aumento do REM por

AM251

Administracdo intra-hipocampal bilateral
conforme o seguinte:

1- veh

2- 2-AG(0.01,0.10r1 pg)

3- AM251 (1.4 pg)

4- AM251+ 2-AG
Gravacdo por 24 horas

1) fase escura

2-AG (0.01 ug) aumentou tempo de REM
e frequéncia de episédios REM.
As doses mais altas de 1 AG ndo
induziram mudancas
Ndo houve efeito sobre o sono do
AM251 isolado na fase escura AM251 (
1.4 ug) preveniu o aumento de REM
induzido por 2-Ag , também preveniu o
aumento nos episédios REM

2) Faseclara
2.1 2-AG ndo induziu mudancas
significativas
AM?251 fase clara aumetou a vigilia e
reduziu REM
AM251 + 2-AG (0.01 pg), aumentou W e
reduziu SWS e REM

Administracdo bilateral no hipotalamo lateral
cobforme o seguinte:

1- Veh
2- S1820 (10 ou 100 ng)
3- AM251 (1.4 microg)
4-  AM251 (1,4microg) 15 min antes de
$1820 (10 ng)
Gravacdo por 12 horas

$1820 (10ng) aumentou REM, reduziu o
tempo total de W, reduziu a laténcia

tanto para SWS quanto para REM.

AM251 aumentou a laténcia de SWS e de
REM SWS e REMS, mas ndo alterou a
quantidade total de REM.
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AM251 aumentou significantemente a
vigilia W, com reducdo significativa de
SWS

AM251 administrado 15 min antes de 10
ng de S1820 aumentou
significativamente a vigilia e reduziu
significativamente SWS

O aumento de REM induzido pela
ativacdo de PAR1 foi bloqueado pela
ativacdo do agonista inverso CB1R

AM251

100 ng de S1820 produziu um aumento

significativo na vigilia W e reduziu SWS

9 Adm IP conforme o seguinte: 1. WIN-2 aumentou NREM e
L- veh 2 rAel\(/jlgzlligzligrilflwao nao apresentou
2= WIN5S, 212-2 (1.0 mg/ke) ' efeito significativo ’
3- AM-251 (2.0 mg/ke) 3. As redufﬁes induzidas por WIN-
4= WIN-2 (1.0 me/kg) + AM251 (2.0 mg/kg) 2 na vigilia foram evitadas pela
~ ) co-administragdo de AM251
Gravacdo por 6 horas a partir das 12h 4. N3o houve diferenca
significativa no sono REM
apesar de alguma reducdo com
AM51
5. WIN-2 ndo afetou a laténcia do
sono, mas AM251+ Win
aumentou a latencia do REM e
reduziu a laténcia do NREM
10 Adm intra septo medial conforme o seguinte: 1- Win 55,212 aumentou tempo
_ ) total de sono (TST) , Reduziu
1) Grupo1l (n.—6) 0,7mcg/5mcl Win 55,212 SWS . Aumentou REM
(CB1 agonista)
2) Grupo 2 (n=6) 0,7mcg/mcl LY 320,135
(CB1 antagonista) 2- LY 320,135 reduziu TST, reduziu
3) Grupo 3(n=5) Veh SWS , Reduziu REM
11 Adm IP conforme o seguinte: SR 141716A (0.1,0.3, 1, 3, e 10 mg/kg

1- grupos testes SR 141716 (0.1, 0.3, 1, 3,
10 mg/kg)
2-  Grupo controle( 5 ml/kg Veh) .
Gravagdo por 4 horas. 10h as 14h, 15 minutos

apos a aplicagdo

I.P. aumentou W de forma dose-
dependente, com reducdo de SWS e
REM.

Aumento da LR.
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12 Adm IP conforme o seguinte: AM-251 aumentou o tempo total de W
1-veh as custas de reducdo de REM e NREM
2 -5 mg/kg AM-251 com efeito dose dependente.
3-10 mg/kg AM-251
Gravacdo por 3 horas a partir das 10h N&o houve alteragdo na laténcia do REM
a despeito da reducdo do tempo total de
REM
13 Adm IP conforme o seguinte: 1) SB-242084 e AM-251 possuem
1. vehiveh (ejieiltiois“aadltlvos na promogao
2-  veh+AM251 5mg/kg, ghia.
3-  veh+AM 10mg/kg,
4-  SB 1mg/kg+veh,
5-  SB 1mg/kg+AM D5,
6- SB1img/kg+AM10.
14 Adm ICV durante periodo claro e escuro conforme | URB597 no periodo claro aumentou de
0 seguinte: forma dose-dependente o tempo de
1-  Veh vigilia; reducdo dose-dependente em
2-  2-URB597 (10, 20 ug/5 ul) N
SWS; red do REM
3- oleoylethanolamida (OEA) (10, 20 ug/5 ;s redugaoc do
ul) URB597 (10 pg/5 pl) injetado no periodo
4-  Palmitoylethanolamida (PEA) (10, 20 pg/ ~ - n
5 i) 35 07:00 h e 35 19:00 h. escuro ndo modificou os padrdes de
4 horas de gravagao sono/vigilia.
OEA e PEA aumentaram W e reduziram
REM e NREM.
15 Administragdo no Hipotalamo lateral (LH) e nicleo | 1)URB597 (10, 20, e 30 mg/1 mL)
dorsal da rafe (DRN) conforme o seguinte: aumentou W e reduziu SWS e REM;
1- VEH (n=28), efeito dose-dependente
2- shan (n=8)
3. URB597(10, 20, or 2)URB597 (10, 20, e 30 mg/ 1 mL no
30 mg/1 mL nucleo dorsal da rafe: aumentou W e
4- (n=8),0EA reduziu SWS e REMS
(n=8) PEA (n = 8). (10, 20, 30 mg/ 1m!| 3) . OEA e PEA aumentou W reduziu
injetados no LH e DRN as 7h da manha SWS e REM
4 horas de gravacgado
16 Adm IP conforme o seguinte: Sem efeito da AA5-HT no periodo claro

1-  Shan

2- VEH

3-  AA-5-HT (5, 10, 20 mg/Kg,

4-  CBD( canabidiol) ou MOD(modafinil)
30mg/KG

Com efeito no periodo escuro: redugdo
de W e aumento de SWS e REMS
AA5-HT blogueou as propriedades

estimulantes de CBD e MOD
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5-  AA-5HT 5, 10 e 20 mg/kg+ 30mg/kg CBD

ou 30 mg/kg MOD

Gravacdo por 4h durante periodo claro e escuro

17 Adm IP, confome o seguinte: 30 mg/kg de INJ-42226314 aumentou
Grupo 1) JNJ-42226314(3mg/kg) significativamente o tempo total de
Grupo 2) JNJ 42226314 (30 mg/kg) vigilia de forma dose dependente
Grupo 3) veh Enquanto reduziu de forma dose
Gravagad por 10horas iniciada |as 8h dependente o sono NREM. O Sono
REM foi quase totalmente abolido na
dose de 30 mg/kg e moderadamente
reduzido na dose de 3 mg/kg
Houve aumento da laténcia do NREM e
REM, mais pronunciado em 30 mg/kg
para ambos
18 Admi ICV conforme o seguinte Laténcia do sono (LS) reduziu
1- OLE(2.8e5.6ug) significativamente em ambas as doses de
Gravigée:?;r 2 horas, das 10h as 12h OLE sem efeito dose-dependente
Sem alteragdes significativas no tempo
total de REM, NREM e tendéncia ao
aumento no TTS
19 Adm ICV conforme o seguinte: OLE reduziu a LS
1- veh SR141716 isolado ndo alterou os
g: SRLfllzlgngi 31g parametros de sono
4- 243 SR141716A bloqueou efeito da OLE
Gravagdo por 8 horas sobre a LS
20 1) 2.5 u,g de OLE ndo produziu
B i bt
do TST comparado com veiculo
1-Oleamida 2.5 8 i ing)rili%igcgzv%ancva:/SSOl;:sLijrrnni:t:o
10mg u,g uma reducdo no REM e
20mg 1Lg aumentou a laténcia do REM
2-Veh
4 horas de gravacdo fase escura
21 Administracdo IP conforme o seguinte: 1) OLE (50, 100 ou 200 mg/kg) aumentou

1-  OLE 25, 50, 100 and 200 mg/kg

significativamente o tempo total de SWS
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2-  Fenfluramina (1 ou 3 mg/kg) 10 min
antes da injecdo de oleamida

3-  fluoxetina (1 O ou 20 mg/kg) 1 O min
antes da administracdo de OLE

4-  Buspirona (4 ou 8 mg/kg)

5-  8-OH-DPAT (0.1 ou 0.5 mg/) aplicado
subcutaneo (SC) 1 O min antes da
administracdo de OLE .

reduziu a LS e W, sem efeito no REM. O
efeito maximo foi com a dose de 100 mg
/kg sem grandes diferencas entre 100 e
200.
2) Fluoxetina e fenfluramina
significantemente reduziram o
tempo total de SWS. REM
Praticamente foi abolido com
fluoxetina, mas ndo com
fenfluramina.
3)Tratamento prévio como fluoxetina ou
fenfluramina preveniram aumento em
SWS de forma dose dependente.
4) Buspirona (4 e 8 mg/kg, s.c.) ou 8-OH-
DPAT (0.1 e 0.5 mg/kg, s.c.) ndo tiveram
efeitos significativos no sono quando
administardos isoladamente.
Entretando produziram redugdo no SWS

em combinagdo com OLE

22 Experiéncial: Experiéncia 1:
Adm ICV nos periodos claro e escuro conforme o VDM-11 em periodo escuro: VDM-11
seguinte: (10 g/5 L) reduziu o tempo em vigilia;
1- Veh aumentou SWS. Aumentou sono REM
Expezri‘énd\;Dz'?/"ll (101g) 2) VDM-11 (10 p,8/5 L) vs. VDM-11 (20
1-  VDM-11 (10u,g) H,8/5 u,L)
2-  VDM11 (20u,g) Reducdo da vigilia, aumento SWS
Experiéncia 3: Reducio REM
;: iﬁiﬁﬁgﬂ11%ng:\/\$'\/"(20“"%) 3) SR141716A (10 g/ 5 L) + VDM-11 (20
3- SR151617A 10 y,g + VDM11 10 w,g g/5 L) Blogueou os efeitos causados pela
administragdo de VDM-11
23 Infusdo no nucleo talamico paraventricular OMDM-2-(10, 20 ou 30 ug) causou

conforme o seguinte:

1-  CSF ( solugdo idéntica ao liquido
céfaloraquidiano) (n=6)

2- CSF+VEH (n=6)

3- OMDM-2 (10, 20 ou 30 pug; n = 6 cada
dose)

4-  40VDM-11 (10, 20

reducdo dose-dependente na W e

aumento de SWS e de REM

VDM-11 (10, 20 ou 30 pg) reduziu W e

aumentou SWS
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ou 30 ug; n = 6 cada dose).

Gravacdo por 4horas no periodo lights off

24 1- Veiculo 40mg e 80 mg ndo afetou parametros do
2- SHAN sono
3- 40mg, 80 e 200 mg de cannabis
vaporizada 200 mg aumentou o sono NREM, apenas
Polissonografia por 6 horas nas fases clara e
durante a fase escura.
escura
25 CBD reduziu significativamente a laténcia
1- experimentos do SWS mas a laténcia do REM e o
dos: CBD 20 e 40 kg IP , . ~
aguidos e 40 mg/ke numero de periodos REM ndo foram
modificados. Além disso, 40 mg/kg de
2- experimentos cronicos: CBD 40 mg/kg IP CBD diminuiram significativamente W e
por 15 dias.
Gravacdes por 5 horas a partir das 12h aumentaram o SWS sendo que o maior
aumento de SWS ocorreu durante as
primeiras 3 h. Os valores de tempo REM
ndo diferem dos de controle. Esses
valores das diferentes varidveis
correspondentes aos registros obtidos
apo6s a administracdo cronica do CBD ndo
diferiram significativamente do controle
26 Adm no hipotalamo lateral (HL) conforme o Aumento dos
seguinte: CBD aumentou tempo total de vigilia e nivers
extracelulares
1. VEH(CSF;n=7) reduziu SWS e REMS de dopamina
2. CBD(1,5 3 4,5 ;n=7cad icl
(1,5 mcg, 3mcg or 4,5 meg; n cada Efeito dose-dependente nonucieo
dose) accumbens
3. Sham,n=7 apos
Tempo de gravacdo: 4 horas administracao
do CBD
27 1- Veh 1) HL: CBDinduziu aumento dose
2- CBD (10 microg/iml) dependente no tempo total W
3-  CBD (20 microg/1 ml) e reduziu SWS e REM .
4-  (sham, n =6) 2) DNR: CBD aumentou tempo
Via HL e DNR total de vigilia de forma dose-
dependente, reduziu SWS e
REM.
28 Adm IP conforme o seguinte: 3) HU-580 1 ou 100 pg /Kg, aumento de
1- Veh(n=8) aumentou vigilia, reduziu SWS e dopamina e

nao alterou REM
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2-  HU-580 (0.1, 1.0 ou 100 pg/Kg; n = 8 por
dose
4 horas de gravacgado periodo claro

serotonina no
accunbens e
adenosina e
acetilcolina
no
prosencéfalo

basal.

29 Adm ICV conforme o seguinte:

1- CBD (10 ,g)
2- AEA (10 g ) + CBD (10u,g)
3- veh

Tempo de gravacgdo: 4 horas nos periodos claro e

escuro

CBD no periodo claro aumentou W

CBD reduziu sono REM

N3do alterou SWS

CBD no periodo escuro ndo modificou os
padrdes de sono/vigilia W, SWS e REM
AEA aplicado 15 min antes do CBD nao

modificou os efeitos do CBD

ativacdo de c-
fos no nucleo
dorsal da rafe
e no
Hipotdlamo
lateral
Aumento dos
niveis de
serotonina,
noradrenalina
e dopamina
apos
aplicacdo do

CBD

Tabela 5: Intervencgdo e resultados

Legenda: AA (acido aracddnico); AA5-HT (N-arachiidonoyl- Serotonina); ADM (administragdo); AM251(blogueador de

recetores CB1); CBD (canabidiol); DRN (nucleo dorsal da rafe); HU580 (&cido canabididlico); IP (intraperitoneal); JNJ-

42226314 (inibidor da MAGL); LH (hipotdlamo lateral); LR (laténcia do sono REM); LS (laténcia do sono); LY 320,135

(antagonista de recetores CB1); MOD (modafinil); MPOA (area medial pré dtica); OEA (oleoylethanolamida); OLE

(oleamida); PEA (palmitoylethanolamida);

PPTg ( nlcleo tegmental pedunculopontino); S1820 ( agonista PAR1); SB-242084( bloqueador de recetores 5HT2C);

SR141716A ( bloqueador de recetores CB1); SWS ( sono de ondas lentas; U73122 ( inibidor da fosfolipase C);

URB597(inibidos da FAAH); Veh ( veiculo); WIN 212-2( agonista de receptores CB1);

6. Discussao

Para uma compreensao do significado desse conjunto de artigos ¢ importante observar

se as gravagodes de sono sdo feitas e registadas no periodo claro, durante o qual os ratos tém

maior propensdo natural a adormecer, ou se, ao contrario, foi realizada no periodo escuro,
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momento de maior atividade dos animais. Isso permite caracterizar as diferentes acdes dos
endocanabinodides nos diferentes momentos do dia, possibilitando estabelecer a relacdo dos
elementos do sistema com as fases do ciclo circadiano.

Os estudos também utilizam diferentes vias de administracao na tentativa de elucidar o
mecanismo através do qual o sistema endocanabinodide participa nessa regulagdo. Alguns
estudos, por exemplo, utilizam administra¢do no hipotdlamo lateral, uma area responsavel pela
vigilia, outros na area medial pré-otica, relacionada por sua vez com o sono.

Para a interpretagdo dos resultados ¢ importante levar-se em consideracao a variagao
circadiana da anandamida e do 2-AG, assim como a varia¢do circadiana da expressdo de
receptores CB1.

A diversidade dos estudos explica-se pelo fato do conhecimento a respeito do assunto
ainda estar em fase inicial, sendo necessarias diversas formas de manipulagdo do sistema na
tentativa de maiores esclarecimentos dos mecanismos que estdo envolvidos na relacdo entre
sistema endocanabinoide e sono.

Por outro lado, essa diversidade de metodologias dificulta uma comparagao direta entre
os estudos e consequentemente a realizacdo de meta — andlise, ja que homogeneidade entre os

estudos ¢ uma das condigdes para isso.

A maioria dos estudos utilizou agonistas de recetores CB1 como anandamida, 7 estudos
(1,2,3,4,5,6 € 29), 2-AG, 1 estudo (7), WIN 55212, agonista sintético de CB1, 2 estudos (9 ¢
10), antagonistas CB1 sintéticos como o SR141716A, 3 estudos (3,11 ¢ 19), AM 251, 8 estudos
(4,5,6,7,8,9,12 ¢ 13), LY 320,212; 1 estudo (10) e oleamida, um possivel endocanabinoéide, 5
estudos (5,18,19,20,21). Em muitos estudos mais de um agente foi utilizado, ou para testar o
bloqueio de agonistas por antagonistas de CB1, confirmando dessa forma se as agdes das drogas
se devem por sua ligacao com recetores CB1 ou se possiveis outros mecanismos podem estar
associados. Além dessas substancias foram utilizados bloqueadores de FAAH como o URB597,
2 estudos (14 e 15), o bloqueador de MAGL JNJ42226314; 1 estudo (17), os inibidores de
recaptacao de anandamida VDM-11, 2 estudos (22 e 23) e OMDM-2, um estudo (23), além de
fitocanabindides como THC, 1 estudo (24), CBD, 4 estudos (25,26,27,29) e o éacido
canabididlico sintético HU580, 1 estudo (28). Também foi utilizado o agonista PAR1 S1820
(promotor de liberagdo de 2-AG), 1 estudo (8), o inibidor da fosofolipase C, U73122; 1 estudo
(2) e o N-arachidonoyl-Serotonina (AA-5HT), agente que promove o bloqueio de FAAH

juntamente com o bloqueio de recetores vaniloides.

40



Alguns autores também utilizaram outras substancias como fluoxetina, fenfluramina,
buspirona e OH-DPAT, todos agentes serotoninérgicos (estudo 8), e em outro estudo (16), o
modafinil foi utilizado. O bloqueador de recetores SHT2 (SB242084) também foi utilizado no
estudo 13. De maneira geral, estas substancias foram utilizadas ou para avaliar possiveis
interagdes de endocanabinoides, especialmente a oleamida, com o sistema serotoninérgico ou
para testar bloqueio de indu¢do de sono utilizando o psicoestimulante modafinil.

Com relagdo as vias de administragdo, a maioria dos estudos
(3,9,11,12,13,16,17,20,21,25 e 28) utiliza a via IP a fim de avaliar os efeitos sistémicos das
substancias. A via ICV também ¢ utilizada em alguns estudos (1,2,5,14,18,19,22 ¢ 29) a fim de
eliminar o efeito da barreira hematoencefalica. Também s3o utilizadas administragdes
diretamente em areas especificas relacionadas com ao ciclo sono-vigilia, como nucleo
tegmental pedunculopontino (2), hipotalamo lateral (27), nacleo dorsal da rafe (15,27),
hipocampo (6,7), septo medial (10) , area medial pré-otica (2), nicleo accunbens (4) e nticleo
talamico paraventricular (23), na tentativa de observar o efeito das substancias em regides
especificas e fazer possiveis correlagdes dos mecanismos modulatorios do sistema
endocanabinoide sobre o ciclo sono-vigilia. Em alguns estudos sdo utilizadas a mesma
substancia por vias de administra¢do diferentes.

Outro aspeto importante dos estudos € a tentativa de relacionar os efeitos das substancias
em fases diferentes do ciclo (clara e escura), estabelecendo uma relacdo do sistema

endocanabinoide com o ritmo circadiano.

6.1 Agonistas e antagonistas CB1

6.1.1 Anandamida (AEA)

A Anandamida ¢ um dos ligantes endogenos do sistema endocanabindide e atua como
agonista parcial dos recetores CB1. Sete estudos utilizaram anandamida (1,2,3,4,5,6 ¢ 29),
sendo que um deles utilizou pela via ICV (estudo 1), outro pelas vias ICV intra PPTg, e intra

MPOA (2), um por via IP (3), trés por via ICV exclusivamente (1,5 e 29), um por via
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Entopeduncular, regido mais conhecida por nucleo accunbens (4) e um por via intra-
hipocampal (6).

Os resultados indicam que a anandamida sistémica aumenta notavelmente o sono de
ondas lentas e o sono de movimento rapido dos olhos as custas da vigilia. Em contraste, o 4cido
aracdonico, precursor metabdlico da anandamida, aumenta a vigilia e reduz o sono de ondas
lentas, (estudo 1), (Murillo-Rodriguez et al, 1998).

Complementando esses resultados a anandamida administrada via ICV ou via PPTg
também aumenta o SWS e REM, porém esse efeito ndo ocorreu quando a anandamida ¢
administrada na MPOA (estudo 2) (Murillo-Rodriguez, 2001).

Esses resultados demonstram que ha um efeito do local de administracdo que, pelo
menos em parte, esta associado ao facto da agdo da anandamida se dever ao seu controle de
neuronios colinérgicos, tendo em vista o fato de que o PPTg estd implicado na vigilia e geragao
de REM através de transmissdo colinérgica, além disso, esses neuronios fornecem uma
inervacdo para o tadlamo, incluindo o nucleo reticular, um local que tem sido proposto como
gerador de sono de ondas lentas.

Nao houve acdo sobre o sono quando a anandamida ¢ injetada diretamente na area
medial pré-otica (MPOA), a qual ndo possui inervagao colinérgica, fortalecendo a ideia de que
a acdo da anandamida se d4 através de controle de impulsos colinérgicos (Murillo-Rodriguez,
2001).

Noutro estudo (3) o mesmo autor demonstra que outro substrato neuroquimico,
nomeadamente a adenosina, também esta de alguma forma sob controle dos endocanabindides,
e que através dessa molécula, também pelo menos em parte, a anandamida exerce os seus
efeitos promotores de sono. Neste estudo a via de utilizacdo usada foi a sistémica visando
observar os efeitos generalizados do endocanabinoide. Para isso o sono foi registado apds
administracao intraperitoneal de anandamida. Além disso, uma hora ap6s as injecdes, foram
coletadas amostras de microdiélise do prosencéfalo basal e tais amostras foram analisadas por
cromatografia liquida para analisar os niveis de adenosina (Murillo-Rodriguez, 2003).

Houve um aumento significativo na quantidade de sono de ondas lentas ¢ a anandamida
aumentou os niveis de adenosina no prosencéfalo basal em comparacao com os controles, com
os niveis de pico sendo atingidos na terceira hora apds a administracdo. A indu¢@o do sono e o
aumento da adenosina foram bloqueadas pelo antagonista do recetor CB1, SR141716A,

podendo-se observar que a anandamida aumentou a quantidade de sono através do aumento de
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adenosina e que esses efeitos sdo mediados por recetores CB1, ja que o seu bloqueio preveniu
os efeitos da anandamida (Murillo-Rodriguez et al, 2003).

De acordo com os estudos discutidos acima, a acao da anandamida ¢ mediada pelo
menos em parte pela acetilcolina e pela adenosina, porém nao esta determinado como ¢ que
esse controle ¢ feito. Uma possibilidade ¢ que as células colinérgicas do PPTg sejam
estimuladas através do bloqueio da inibicdo gabaérgica desses neurdnios através da
anandamida, promovendo o sono REM e que a estimulacao de recetores CB1 de alguma forma
também nao explicada, aumente a quantidade de sono NREM através da promogao do aumento
de adenosina, neuromediador relacionado com aumento da pressdo de sono dentro do processo
homeostatico do controle do ciclo sono-vigilia. Estudos com administracdo direta de
anandamida no prosencéfalo basal precisam ser realizados para que se permita fazer uma
melhor caracterizacao desse fenomeno.

O que se sabe ¢ que o sistema endocanabinodide influencia diversos sistemas de
neurotransmissores moduladores do sono através do controle do sistema glutamatérgico e
gabaérgico, no fim dessa via modulatéria, culmina exercendo seus efeitos. Dentro dessa
perspetiva, independente dos mecanismos especificos envolvidos, o que ¢ conhecido até ao
momento atual, ¢ que a anandamida causa o aumento da adenosina e o aumento dos disparos
colinérgicos, promovendo respetivamente aumento de sono NREM e REM.

Outro estudo (6) adotou uma outra abordagem para avaliar os efeitos da anandamida no
ciclo claro e escuro (Rueda-Orozco et al, 2010). Para isso a anandamida foi administrada via
intra-hipocampal, sabendo-se que o hipocampo ¢ uma regido produtora de anandamida e ¢ um
local com grande densidade de recetores CB1. Os dados indicaram que a administracdo de
anandamida diretamente no hipocampo aumenta o sono REM de maneira dose-dependente
durante a fase escura, mas ndo durante a fase clara do ciclo. Este efeito foi especifico para o
hipocampo, uma vez que as administracdes de anandamida no cortex circundante nado
provocaram qualquer alteragdo no sono Além disso, o aumento de REM foi bloqueado pelo
antagonista CBl AM25I. Esses resultados apoiam a ideia de uma relagdo direta entre a atividade
hipocampal e o sistema endocanabinoide, e a relacao deste com o ciclo circadiano, sugerindo
assim que a atividade do hipocampo esta implicada na modulagdo do sono REM, e que esta
modulacdo estd, pelo menos em parte sob controle do sistema endocanabindide, e que nado
apenas o sono modula a atividade do hipocampo, mas também o hipocampo participa da
modulagdo do sono € como sabemos, o hipocampo projeta para os nucleos envolvidos no ciclo

sono/vigilia, como os nucleos tuberomamilares e a area pré-otica.
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Um achado interessante ¢ que as administragdes da AEA foram eficazes apenas durante
a fase escura do ciclo, um momento em que os ratos naturalmente t€m menos probabilidade de
entrar em sono REM. Este achado aumenta a evidéncia do efeito promotor de sono da
anandamida, ja que ela foi capaz de induzir o sono em um momento que 0 sono ¢ menos
provavel de acontecer. Outro aspeto importante desses achados € o fato da anandamida exdgena
atuar na fase escura e ndo apresentar efeito durante a fase clara, o que pode ser explicado pelo
fato de que neste momento a expressao de CB1 ja ¢ naturalmente aumentada devido a sua
flutuagdo circadiana, e assim sendo, promove o sono REM espontdneo nos animais, €
consequentemente a anandamida extra fornecida ndo foi capaz de causar efeito adicional sobre
o sono. Estes achados reforcam as relagdes entre o sistema endocanabindide e o ritmo
circadiano. Além disso, outra possivel conclusao ¢ a de que os endocanabinoides sdo capazes
de induzir REM numa situagdo naturalmente desfavoravel, podendo induzir sono por exemplo
em situagdes de insOnia, o que exigird estudos especificos para tal avaliagdo (Rueda-Orozco et
al, 2010).

Outro estudo (4) utilizou a administragdo entopeduncular (nucleo accumbens) de
anandamida para fornecer informagdes sobre o papel dos ganglios da base na regulagao do sono,
visto que essa regido esta envolvida no controle sono/vigilia através do sistema colinérgico e
partindo da observacdo da grande densidade de recetores CB1 no estriado. No estudo, a
atividade cerebral dos ratos foi registada por EEG por 24 h imediatamente ap6s uma tnica
administracao intra nucleo entopeduncular de anandamida.

Os resultados mostram que AEA aumenta a quantidade de sono NREM, demonstrando
que a ativagdo do CB1 nessa regido ¢ importante para induzir o sono, enquanto o seu bloqueio
promove vigilia (Méndez-Diaz et al, 2013).

Um estudo (5) com o proposito de demonstrar a auséncia de tolerancia na administragao
subcronica de anandamida e oleamida, os autores administraram esses compostos por via ICV
aguda e por 15 dias. No estudo o ciclo sono-vigilia de ratos foi avaliado por 24 h, sob o efeito
de uma administra¢do aguda ou subcronica de endocanabinoides e durante a retirada subita dos
mesmos. AM251, um antagonista do recetor CB1 foi utilizado para bloquear os efeitos dos
encdocanabinoides

Os dois endocanabinodides induzem o sono quando administrados de forma aguda via
recetor CB1, ja que o aumento do sono foi prevenido pela utilizagdo do antagonista CB1 AM
251.  Os resultados também indicaram que a administracdo aguda e subcronica de

endocanabinoides aumenta a quantidade de sono REM. Durante a retirada dessas substancias
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os ratos ndo apresentam a expressao de uma sindrome semelhante a abstinéncia. O AM251 foi
eficaz para prevenir o aumento de REM causado pela administragdo aguda e subcronica destas
substancias, sugerindo que esse efeito ¢ mediado pelo receptor CBI. Esses dados apoiam os
estudos anteriores na ideia do papel dos endocanabinoides na regulagao do sono REM (Herrera-
Solis A. Et al, 2010).

Sumarizando os efeitos da anandamida, a sua administragdo resulta em promocgdo de
sono REM e NREM (Murillo-Rodriguez et al., 1998, 2001, 2003). No que se refere a sua acao
promotora de REM, tal efeito se deve em parte por sua acdo em neurénios colinérgicos no
nicleo tegmental pedunculopontino (Murillo-Rodriguez et al., 2001). Além disso, o
hipocampo, através de neurdnios colinérgicos também demonstrou estar envolvido nesses
efeitos (Rueda-Orozzoco et al, 2010). Por sua vez, o aumento de sono NREM provocado pela
anandamida deve-se também, pelo menos em parte, ao aumento dos niveis de adenosina no
prosencéfalo basal (Murillo-rodriguez, 2001). Outra estrutura envolvida na geragdo de sono
NREM pela anandamida ¢ o nucleo accumbens, local onde a ativagdo de CB1 se mostrou
relevante para a promogao de sono de ondas lentas (Méndez-Diaz M. et al, 2013).

Em relacao ao desenvolvimento de tolerancia, esse efeito nao foi observado através da
administracdo subcronica de anandamida, aumentando a quantidade de sono REM, sem sinais

de abstinéncia apds sua retirada. (Herrera-Solis, 2010)

6.1.2 Manipulacées envolvendo 2-AG

Dois estudos (7 e 8) avaliaram os efeitos sobre o ciclo sono-vigilia do 2-
araquidonoilglicerol diretamente no hipotalamo lateral, uma area responsavem pela vigilia e
pela geragdao de sono REM. Em ambos estudos foi demonstrado aumento desse tipo de sono.
Um estudo utilizou a administragao direta de 2-Ag (7) (Rueda-Orozzoco, 2010) e o outro estudo
(8), (Perez-Morales et al 2012), avaliou as ac¢des do 2-AG através da administragdo
hipotalamica de um agonista dos recetores ativados por protease 1 (PAR 1), o S1820. Tal
estimulacdo termina por promover liberacdo de 2-AG, que por sua vez faz a sinalizacao
retrograda através de recetores CB1, atuando dessa forma como um agonista indireto de CB1.

Nos dois estudos foram utilizadas doses diferentes tanto do 2-AG como do S1820, sendo
que as doses mais baixas, causaram aumento se sono REM e as doses mais altas ndo causaram
efeito sobre o sono (7) e aumentaram vigilia (8), o que sugere um efeito bifasico do 2-AG. Além

disso, foram utilizados bloqueadores CB1 para a avaliagdo da reversdo dos efeitos do 2AG
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sobre o sono, apoiando a ideia do envolvimento destes recetores na agdo desta substancia. De
forma adicional foram realizadas analises de imunofluorescéncia para detetar c-Fos como
marcador de ativagdo neural em neuronios orexina ¢ hormona concentrador de melatonina
(MCH).

O hipotélamo lateral ¢ uma regido produtora de duas hormonas que possuem efeito na
regulacdo do sono, a hipocretina, sabidamente relacionado com a promocgao de vigilia através
da estimulagdo de neuronios histaminérgicos € a hormona concentrador de melatonina (MCH)
, a qual ¢ envolvida na geragdao de sono REM. Os resultados indicaram que o 2-AG em doses
baixas aumenta o sono REM através da ativagdo de recetores CB1, e aumenta a expressao de
c-Fos em neurénios MCH. Esses resultados sugerem que a ativagdo endocanabin6ide do CB1
no hipotdlamo lateral estimula os neuronios produtores de hormoénio concentrador de
melatonina, sendo este um mecanismo pelo qual o REM ¢ desencadeado. Por outro lado, doses
altas mostraram efeitos opostos sobre o sono (promoc¢do de vigilia). Uma possibilidade para
explicar este fendmeno ¢ que no hipotalamo lateral, além de neurdnios que liberam hormona
concentrador de melatonina (MCH), que facilitam o sono REM, encontram-se também
neurdnios hipocretinérgicos/orexinérgicos que facilitam a vigilia. E possivel especular que a
sinalizagdo retrograda por 2-AG nessa regido em baixas doses atuaria inibindo o controle
GABA¢érgico dos neurénios MCHérgicos, e assim estimular o sono REM, e em doses mais altas
passaria a inibir também o controle dos neurénios hipocretinérgicos, de forma que o ténus
excitatorio superasse o tonus inibitorio, ao ativar subconjuntos especificos de moléculas
orexigenas hipotalamicas, como o neuropeptideo Y, e consequentemente promover um efeito
ativador da vigilia.

Finalmente, a ativagdo de PAR1 demonstrou promover mecanismos de sinalizagdo via
liberacao de 2-AG, porém sao necessarios mais estudos para determinar até que ponto e quais
sd0 os mecanismos especificos de como a ativagdo de PAR1 modula conjuntos distintos de
neur6énios no hipotdlamo lateral, como os neurénios hipocretinérgicos e MCHérgicos, bem

como outros neuronios dentro do hipotdlamo dependendo da dose utilizada.

6.1.3 Agonistas Sintéticos de Recetores CB1

Um estudo (9) utilizou Agonista WIN55,212-2 e o Antagonista/Agonista inverso

AM251 isolados ou em conjunto através da via intraperitoneal. WINS55,212-2 aumentou a
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quantidade total de sono NREM e a duragdo de cada ciclo NREM, esse efeito nao foi prevenido
pelo AM251. No entanto, o WINS55.212-2 também reduziu a frequéncia geral do EEG
especialmente nas bandas de frequéncia teta e alfa durante a vigilia e o0 sono NREM, e esse
efeito foi revertido por AM251. O antagonista/agonista inverso nao causou alteragdes do sono
por si s6 e aumentou moderadamente bandas de frequéncia alfa e beta durante o sono NREM
quando administrado isoladamente (Goonawardena et al 2011).

Nao se explica a falta de bloqueio das agdes do WIN pelo agonista inverso CB1, mas ¢
possivel que a droga interaja com outros recetores (ndo canabinérgicos) que regulem o sono ou
que caracteristicas proprias da droga como alta afinidade pelo recetor podem explicar o
fendmeno. Outra questdo importante ¢ o fato do WIN ser um agonista total de recetores CB1,
diferentemente da anandamida que ¢ um agonista parcial, o que hipoteticamente poderia
promover um efeito que nao fosse capaz de ser bloqueado pelo antagonista AM251
(Gowardena, 2011).

Outro estudo (10) realizado por Anushkar 2020, utilizou WIN 55.212-2 e o antagonista
do recetor CB1 LY isoladamente, administrado no septo medial, regido envolvida na geragao
de sono REM. A microinje¢ao de agonista do recetor CB1 aumentou o tempo total de sono
através do aumento da percentagem de sono de movimento rapido dos olhos e redu¢@o do sono
de ondas lentas.

A diferenca entre os resultados de Gowardena e Anushkar que utilizaram a mesma
droga (WIN 55.212-2 pode-se dever as diferentes vias de administragdo, intraperitoneal e intra
septo medial respectivamente. O septo medial esta ligado ao hipocampo e as areas geradoras
de sono como formagao reticular pontina e mesencefalica através de neurénios colinérgicos, e
como ja vimos, essas areas estdo relacionadas a geracao de sono REM, o que explica o aumento
de sono REM e redugao de NREM quando aplicado especificamente no septo medial e o
aumento de NREM quando administrado sistemicamente, estando estes resultados de acordo
com Murillo-Rodriguez, 2001(3), que também utilizou agonista CB1 (anandamida) por
administracao sist€émica e observou aumento de sono NREM.

Em um outro estudo (10), Puskar demonstrou a influéncia do controle endocanabinoide
sobre o ciclo sono vigilia utilizando também o agonista Win 55,212. Foi utilizada a via de
administracdo intra septo medial, o que refletiu aumento do sono REM. Dessa forma foi
proposto pelo autor que a aplicagdo do agonista CB1 na dose de 0,7 pg/0,5ul no septo medial
estimula liberacdo de acetilcolina hipocampal para aumentar a atividade teta durante sono,

refletindo em aumento da duracdao do REM e aumento da poténcia teta durante o sono. Os
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resultados do estudo sugerem que o sistema endocanabindide modulam a geragao do ritmo teta
pelos neurénios do hipocampo através do controle colinérgico septal, produzindo evidéncia
para a modulacao do sono por endocanabindides através do septo medial, presente na juncao
do sistema limbico e regulador do ciclo sono-vigilia nas areas pontinas e reticulares, destacando
a importancia dos endocanabindides nesse sistema, o que também estd de acordo com os
resultados de Rueda-Orozzoco, 2010(6), que também apontam para um controle do sistema
colinérgico hipocampal pelo sistema endocanabinoéide.

Considerados em conjunto, os estudos com agonistas de rceptores CB1, apesar de terem
sido realizados com substancias, dose e vias de administracdo diferentes apontam para o efeito
de promocdo de sono quando esses recetores sdao ativados. Nao ¢ possivel determinar até ao
momento se a ativagao especifica de CB1 em determinadas regides cerebrais causaria aumento
da vigilia, j& que o agonista CB1, 2-AG mostrou possuir efeito bifasico, no sentido de que doses
baixas promoveram sono e doses altas induziram vigilia. Nao ¢ possivel determinar se todos os
agonistas CBI1 teriam esse efeito bifasico ou se ¢ uma caracteristica apenas do 2-AG, sendo
necessarios mais estudos para tal defini¢do. Também ¢ importante a realizacdo de estudos
desenhados para a avaliagdo de ativacdo de recetores CB1 em regides especificas como o
hipotalamo posterior, no sentido de definir se a ativacao especifica desses recetores ¢ capaz de
promover vigilia, confirmando o mecanismo proposto para o efeito bifasico do 2-AG descrito

acima.

6.1.4 Antagonistas de recetores CB1

De forma geral os estudos utilizando bloqueadores de recetores CB1 foram realizados
juntamente com os estudos que avaliaram agonistas descritos acima, com excec¢do de Santucci,
(1996) e Laszlo Tothfalusi (2019), (11 e 12), que avaliaram respetivamente SR141617A 0.1,
0.3, 1 ¢ 10mg/kg IP e AM251 5¢ 10 mg IP.

O primeiro artigo demonstrou que SR 141716A (0.1,0.3, 1, 3 ¢ 10 mg/kg I.P) aumentou
o tempo de vigilia de forma dose-dependente, com reducao sono NREM e REM, além do
aumento da laténcia do REM.

O segundo demonstrou que AM-251 aumentou o tempo total de vigilia as custas de

reducdo de REM e NREM com efeito dose dependente.
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Goonawardena et al ndo confirmou esses achados em ratos com a aplicagdo de AM-
251, mas de modo geral os estudos concordam que os bloqueadores de CB1 modulam o sono
no sentido de aumento da vigilia e redu¢dao de sono REM e NREM.

Outro artigo (13) utilizou um antagonista do recetor S-HT2C (1,0 mg/kg), o SB-242084,
seguido por uma inje¢do com AM-251 (5,0 ou 10,0 mg/kg, IP) 10 min depois. EEG, EMG e
atividade motora foram analisados para as 2 h subsequentes. Tanto o SB-242084 quanto o AM-
251 aumentaram o tempo gasto em vigilia ativa, enquanto diminuiram o tempo gasto nos
estagios nao REM e REM nas primeiras 2 h da fase passiva. Em combinagdo os resultados
sugerem que o bloqueio do recetor 5-HT2C seguido pelo bloqueio do CB1 recetores provocam

efeitos aditivos no sentido de aumento do tempo em vigilia (Bogathy et al, 2019).

6.2 Modulacoes enzimaticas do sistema endocanabinoide

6.2.1. Manipulag¢oes envolvendo a Fat Acid Amid Hidrolase (FAAH)

Os dois estudos de Murillo- Rodriguez (2007 € 2011), (14 e 15), envolvendo a inibi¢ao
da FAAH tiveram resultados concordantes e complementares, apesar das vias de administragao
utilizadas terem sido diferentes. Num estudo (14) foi realizada administragdao via ICV de
solugdes contendo URB597, um potente bloqueador da FAAH, oleoiletanolamida (OEA) e
palmitoiletanolamida (PEA) (10, 20 ug/5 ml) separadamente durante a fase clara. Esse estudo
demonstrou que o URB597 aumenta a vigilia e reduz o sono REM de forma dose-dependente
somente na fase clara, assim como a OEA e O PEA também aumentam o tempo de vigilia e
reduzem o tempo de sono REM de forma dose dependente e apenas na fase clara (Murillo-
Rodriguez, 2007). O outro estudo (15) também examinou os efeitos sobre o sono do URB597,
oleoiletanolamida ou palmitoiletanolamida injetados em areas cerebrais relacionadas a vigilia,
como o hipotalamo lateral (LH) ou nucleos dorsais da rafe (DRN), tendo sido demonstrado que
a administra¢do dos compostos (10, 20, 30 mg/1 ml, cada) em LH ou DRN durante a fase clara
aumentou vigilia e diminuiu sono de ondas lentas ¢ REM, bem como aumentou os niveis
extracelulares de DA, que também foi avaliado no estudo, concluindo que URB597, OEA ou
PEA promovem a vigilia e aumentaram a DA quando injetados em LH ou DRN. A promogao
de vigilia, efeitos desses compostos, podem estar ligados ao aumento dos niveis de DA (Murillo

-Rodriguez et al, 2011).
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PEA e OEA sdo moléculas com estruturas quimicas semelhantes a anandamida, apesar
de pertencerem a outra familia, da qual fazem parte os leucotrienos. Tais substancias, apesar de
analogas a anandamida nao sdo consideradas endocanabindides pois suas vias de agdo sdo
diversas das canabinérgicas, porém possuem bastante importancia por interagirem com o
sistema endocanabindide. Por possuirem estruturas semelhantes também sdo reconhecidos e
metabolizados pela mesma enzima que degrada a anandamida, a FAAH. Este fato explica os
resultados aparentemente inexplicaveis, ou seja, o aumento da vigilia e redugdo de sono de
ondas lentas de forma dose dependente, o que a principio seria inesperado, ja4 que a inibi¢ao
dessa enzima provocaria uma maior concentra¢do de anandamida e consequentemente geraria
sono.

O facto crucial ¢ que tanto a OEA quanto o PEA regulam o sono no sentido de estimular
a vigilia. Esses resultados sugerem que o mecanismo pelo qual o bloqueio da FAAH promove
seus efeitos estimulantes seria através da indu¢do de um aumento em maior quantidade de PEA
e de OEA em relacdo a AEA, o que resultaria na preponderancia dos efeitos estimulantes
daquelas moléculas em detrimento dos efeitos sedativos da AEA, culminando com um efeito
final excitatorio.

Além disso, em comparacdo com os controles, houve aumento da imunorreactividade
de c-Fos no hipotalamo e no nucleo dorsal da rafe, havendo também uma correlacdo com a
administracdo dessas substancias e o aumento dos niveis de dopamina extracelular (Murillo-
Rodriguez et al, 2007, 2011)

Outro bloqueador da FAAH, a N-araquidonoil-serotonina (AA-5-HT) foi investigado
em outro estudo (16) utilizando doses variadas (5, 10 ou 20 mg/Kg, I.P.) administrada na fase
clara e escura do ciclo sono-vigilia dos ratos.

Os resultados ndo demonstraram mudancgas estatisticas nos padrdes de sono na fase
clara. No entanto, tratamento farmacologico semelhante dado aos animais no inicio da fase
escura diminuiu vigilia e aumentou sono de ondas lentas e REM.

Além disso, a maior dose de AA-5-HT diminuiu a disponibilidade de
neurotransmissores relacionados com a vigilia de neurotransmissores, como dopamina,
noradrenalina, adrenalina e serotonina, enquanto os niveis de adenosina foram aumentados.

As propriedades indutoras do sono de AA-5-HT foram confirmadas desde que este
composto bloqueou o aumento da vigilia causado por estimulantes como o canabidiol. Esse
efeito na modulacdo do sono em sentido oposto aos dos outros inibidores da FAAH pode-se

dever ao seu mecanismo de acao duplo, que também envolve o bloqueio de recetores vaniloides.
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possivel (Murillo- Rodriguez, 2017). E possivel se colocar também como hipétese a agdo do
AA-5-HT em outros recetores, incluindo os CB1, ja que ele preveniu os efeitos estimulantes do

CBD, cujo um dos mecanismos de a¢ao ¢ a modulacao alostérica negativa destes recetores.

6.2.2 Manipulacées envolvendo a monoacilglicerol lipase (MAGL)

No estudo 17, o efeito da inibi¢do da MAGL através da administra¢ao de seu inibidor
JZL1184 1P foi avaliado. A administragdo IP deste composto aumentou o tempo em vigilia e
suprimiu o sono REM. A magnitude dos efeitos dependia da fase em que era administrado,
demonstrando a interagdo com o ritmo circadiano. Esses dados apoiam, em parte, o papel do 2-
AG na promogao da vigilia, j& que em outros estudos (7 e 8) foi demonstrado seu efeito bifasico.
Outros estudos com diferentes doses e potencia de inibicdo da MAGL devem ser realizados na
tentativa de confirmar tais efeitos ou elucidar mecanismos de acdo adicionais do composto, que
nao apenas o de aumento da disponibilidade de 2-AG (Ryan M. Wyatt, 2020). Um estudo que
demonstrasse que baixas doses de JZL1184 promovem sono seria importante para a elaboragao
do conhecimento a respeito das agdes tanto do 2-AG como do JZL1184.

Sumarizando o papel das enzimas do sistema endocanabindide sobre a regula¢do do
ciclo sono-vigilia, os estudos demonstram que a inibi¢do da FAAH promove a vigilia através
da acumulacao em maior propor¢ao de substancias estimulantes como OEA e PEA em relacao
ao aumento de anandamida. Por outro lado, quando a inibi¢do dessa enzima se combina com a
estimulacdo de recetores vaniloides o resultado sobre o sono € oposto.

Ja a inibi¢ao da MAGL promoveu vigilia através da acumulagdo de 2-AG, carecendo

de estudos que avaliem inibi¢gdes mais fracas de MAGL.

6.3 Manipulagdes farmacoldgicas envolvendo Oleamida

Conforme discutido anteriormente, a oleamida ¢ uma molécula cujo mecanismo de agao
ainda ndo ¢ bem esclarecido, nao tendo sido chegado a uma definicdo consensual a respeito

dela pertencer ou ndo ao sistema endocanabindide.
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Cinco estudos (5, 18, 19, 20 e 21) utilizaram a oleamida. 2 destes estudos (18 ¢ 19)
foram realizados por Mendelson, nos quais avaliou os efeitos da oleamida administrada por via
intraventricular e demonstrou que essa substancia ¢ um potente indutor de sono, sendo seu
efeito comparavel ao dos benzodiazepinicos. Nao houve alteragdes nos outros parametros de
sono como aumento de tempo de sono de ondas lentas ou sono REM e houve uma tendéncia
ndo significativa ao aumento do tempo total de sono. Num dos estudos (19) ficou demonstrado
que o bloqueador de CB1 SR141716A bloqueou os efeitos de redugdo de laténcia do sono
induzidos pela oleamida e que o bloqueio isolado nao causa efeitos sobre o sono, o que sugere
envolvimento dos recetores CB1 na agdo dessa substincia, fortalecendo a ideia de que a
oleamida atua através de vias canabinérgicas sendo assim considerada um endocanabindide.

Outro estudo (20) foi conduzido também através da administracdo sistémica de
oleamida nas doses de 10 e 20 mg/kg em ratos e os resultados demonstraram aumento do sono
de ondas lentas (Huitrén-Reséndiz S. et al, 2001)

Um estudo (21) foi realizado para avaliar o efeito da oleamida por via intraperitoneal e
subcutanea. Nesse estudo, Jing-Yu Yang demonstrou que a oleamida induziu um aumento
dependente da dose no sono de ondas lentas, uma diminui¢ao na vigilia e na laténcia do sono,
mas nao teve efeito no sono REM. O aumento de sono de ondas lentas induzido por oleamida
foi prevenido por inibidores de recaptagao de 5-HT, como fluoxetina ou feenfluramina e por
agonistas de recetores 5S-HT1A como buspirona, fato que fornece alguma evidéncia de que o
sistema serotoninérgico pode estar envolvido no aumento de sono induzido pela oleamida.

De forma geral a oleamida mostrou ser um potente indutor de sono, havendo diferenga
nos estudos com relacdo a sua capacidade de aumentar outros parametros de sono como tempo
total de sono e aumento de sono de ondas lentas. Essas diferengas podem dever-se pelas
diferentes vias de administragao utilizadas nos estudos.

Complementarmente outro estudo também demonstrou a possibilidade das acdes da
oleamida estarem em parte relacionadas com o sistema serotoninérgico (Bogathy et al., 2019).

Através desses estudos, conjuntamente, observa-se que a oleamida atua em parte
pelo sistema endocanabindide e em parte pelo sistema serotoninérgico como um potente

indutor de sono.

6.4 Manipulacées envolvendo o transportador de membrana de Anandamida
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Os dois estudos (22 e 23) envolvendo bloqueio da recaptagdo de anandamida foram
realizados por Murillo-Rodriguez. Um deles utilizou o agente VDM 11 via ICV (22). O VDM-
11 no inicio da fase clara, reduz a vigilia e aumenta o sono. O antagonista do recetor canabinoide
CBI1, SR141716A, reverte parcialmente os efeitos do VDM-11 no sono. Adicionalmente,
VDM-11 aumenta a expressdo de c-Fos (Murillo-Rodriguez et al, 2008). No outro estudo (23),
os efeitos na arquitetura do sono de 2 inibidores da recapta¢do de anandamida, o OMDM-2 ou
N-(4-hidroxi-2-metilfenil) e VDM-11, administrados por injecdes no nucleo talamico
paraventricular (PVA) foram testados. Além disso foram dosadas concentra¢des de dopamina
apos administracao desses compostos.

Os resultados mostraram que ambos os compostos aumentam o tempo de sono em
detrimento da vigilia e que a infusdo de compostos reduziu os niveis extracelulares de dopamina
coletada do nucleo accumbens.

Os resultados a respeito dos inibidores de recaptacdo de anandamida demonstram seu
papel na modulag@o no sentido de promogao de sono.

O autor também demonstrou que os niveis extracelulares de dopamina, norepineftrina (,
epinefrina e serotonina reduzem apds a administracao do VDM-11 (Murillo-Rodriguez et al,
2012, 2016).

Esses dados sugerem que a anandamida, além de modular o sono através da modulagao
da acetilcolina e adenosina, como discutido acima, também o faz através da modulagdo de
dopamina, norepinefrina, epinefrina, e serotonina, todos esses importantes moduladores do

Sono.

6.5 Manipulacio do sistema endocanabindide através da administraciao de cannabis e
fitocanabinodides

6.5.1 Cannabis

Um estudo (24) avaliou os efeitos das flores de Cannabis vaporizadas no ciclo sono-
vigilia.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do THC, um agonista parcial de recetores CB1,
obtido através das flores da cannabis. Para atingir este objetivo a autora utilizou o THC através
da vaporizacao das flores. De acordo com o estudo, a vaporizagao foi eficaz no fornecimento
de THC em diferentes doses aos animais, tendo atingido a concentracao sanguinea maxima de
6,7 ng/ml. Essa dosagem ¢ considerada baixa, pois existem estudos que utilizaram concentragao
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sanguinea de THC de até 150 ng/ml, que podem ser obtidos apds procedimentos semelhantes
de vaporizagdo utilizando um maior tempo de administracdo e maior quantidade de material
vegetal. No entanto, o THC demonstrou produzir efeito promotor do sono mesmo com baixas
doses, e na concordancia com achados anteriores a respeito dos agonistas de recetores CB1, foi
demonstrado que em ratos, 200 mg de Cannabis produziram uma reducdo na vigilia durante o
tempo total de registo e aumentaram o tempo gasto em sono NREM durante a primeira hora de
registro.

O facto de doses baixas ja produzirem efeitos na promog¢ao de sono ¢ um indicador util
pois minimizaria potenciais efeitos colaterais psiquicos e comportamentais na utilizagao clinica

da substancia (Alejandra Mondino, 2019).

6.5.2. Canabidiol

O primeiro estudo realizado com CBD por Monti, 1970 (25) demonstrou que o CBD
reduziu significativamente a laténcia do SWS, mas a laténcia do REM e o nimero de periodos
REM ndo foram modificados. Além disso, 40 mg/kg de CBD diminuiram significativamente a
vigilia e aumentaram o sono de ondas lentas. Ndo houve alteracdo de sono REM .

Dois outros estudos com CBD foram conduzidos por Murillo-Rodriguez (27 e 29). Um
deles (27) demonstrou que o CBD administrado 10 ou 20 mcg durante a fase clara diretamente
no hipotalamo lateral ou nucleos dorsais da rafe, que sdo areas cerebrais indutoras de vigilia,
ocorre diminui¢ao do sono de ondas lentas e sono REM e aumento da vigilia, sugerindo que
esse composto possui propriedades estimulantes através da ativagdo de neurdnios no
hipotadlamo lateral e nucleos dorsais da rafe (Murillo-Rodriguez et al, 2006). O outro estudo
(29) foi realizado pelo mesmo autor para determinar os efeitos do CBD no sono através da
administracao intracerebroventricular (ICV) de CBD na dose de 10 mcg no inicio das fases
ativa e passiva. Durante a fase passiva aumentou a vigilia e diminuiu o sono REM. Nao foram
observadas alteragcdes no sono durante a fase ativa. Adicionalmente houve aumento de c-Fos
em 4reas cerebrais relacionadas a vigilia, como hipotalamo e nucleo dorsal da rafe, e além disso
houve aumento nos niveis extracelulares de dopamina dentro do nucleo accumbens induzido
pelo CBD. O estudo também testou se a anandamida bloqueava os efeitos indutores de vigilia

do CBD através da administracdo de anandamida (10 mcg via icv) 15 minutos antes da
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administracdo de CBD (10 mcg via icv). Os resultados mostraram que as propriedades de
despertar do CBD nao foram bloqueadas pela anandamida (Murillo-Rodriguez et al, 2006).

O quarto estudo (25) com CBD foi realizado para testar seu efeito utilizado nas doses
de 2,5mg/kg, 10 e 40mg/Kg administrados via intraperitoneal. Os resultados mostraram que
durante o periodo claro de teste, a percentagem total de sono aumentou significativamente nos
grupos tratados com 10 e 40 mg/kg de CBD em comparagdo com placebo. A laténcia do sono
REM aumentou no grupo injetado com CBD 40 mg/kg e diminuiu significativamente com a
dose de 10 mg/kg. Houve aumento do tempo de sono de ondas lentas ndo significativo
estatisticamente no grupo tratado com CBD 40 mg/kg (Chagas M. et al, 2013).

A diferenca oposta dos resultados, ou seja, o efeito promotor de vigilia nos estudos de
Murillo-Rodriguez (27 e 29) e promotor de sono nos estudos 25 e 26, de (Monti, 1971) e
(Chagas, 2013), respetivamente, pode-se dever as diferentes vias de administragdo utilizadas.
Além disso, nos estudos em que o CBD promoveu sono, as doses utilizadas foram dosadas em
miligramas e nos estudos em que demonstrou efeito estimulante as doses sdo em microgramas,
ou seja, trata-se de doses mil vezes maiores, o que sugere um possivel efeito bifasico do CBD

no sentido de que doses baixas causariam promocao de vigilia e doses altas promogao de sono.

6.5.2 Acido metil ester canabidiélico (HU-580)

O HU-580 ¢ uma substancia sintética derivada do acido canabididlico e que ¢
metabolizada em canabidiol e por esse motivo esse estudo (28) estd sendo discutido no mesmo
grupo dos artigos sobre CBD. Nas doses (0,1, 1,0 ou 100 microg/Kg, IP) aumenta o tempo de
vigilia e diminui a duracao do sono de ondas lentas, sem alteragdes no sono REM. Como
resultados adicionais houve aumento dos niveis extracelulares de dopamina, serotonina no
accumbens e de adenosina no prosencéfalo basal (Murillo-Rodriguez et al, 2020).

Sumarizando o efeito do CBD, as divergéncias entre os estudos sugerem diferencas de
metodologias ou as proprias caracteristicas farmacodinamicas do CBD, com mecanismos
multiplos de a¢@o e que parece ter efeito bifasico sobre o ciclo sono-vigilia, no sentido de que
baixas doses possuem efeitos estimulantes e doses da ordem de 1000 vezes superiores possuem

efeitos sedativos.

7. Conclusao
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Os resultados dos estudos apontam para um papel do sistema endocanabindide no
sentido de controle do ciclo sono-vigilia através da modula¢ao dos moduladores do sono, como
dopamina, serotonina, acetilcolina, adenosina, noradrenalina, dentre outros. O mecanismo
exato dessa modulagdo ainda nao ¢ explicavel, mas o que se sabe € que o controle
glutamatérgico e GABAérgico pelo sistema endocanabindide acaba por modular aqueles
neurotransmissores.

Ao contrario de quase todos os outros sistemas de neurotransmissores (exceto o sistema
de opidides enddgenos), o sistema endocanabindide possui mais de um ligante enddégeno e uma
possivel explicagdo para isso € possibilitar uma maior flexibilidade ao sistema, visto que possui
funcdo modulatoria fina sobre uma fung¢do essencial da vida, como o ciclo sono-vigilia.

Outra observagao importante € que os efeitos das substancias dependem da fase do ciclo
circadiano, fendmeno que decorre da variacao dos componentes do sistema endocanabinodide
ao longo das 24 horas do dia. Um exemplo ¢ a falta do efeito promotor de sono da anandamida
quando administrada no periodo claro, momento em que os animais ja estdo naturalmente
propensos ao sono, € que existe uma maior expressao de receptores CB1 e de anandamida
naturais, € nesta situacdo, um fornecimento extra de anandamida ndo provoca efeitos
adicionais sobre o sono. Ao contrario, seus efeitos promotores de sono sdo notaveis quando ela
¢ administrada na fase escura, momento em que os animais estdo predispostos a vigilia. Tal
observagdo nos leva a conclusdo de que os elementos do sistema endocanabinodide sao
controlados pelo ritmo circadiano, ou ao contrario, que o ritmo circadiano possa ser controlado
pelos elementos do sistema.

Os componentes do sistema endocanabindide modulam o sono no seguinte sentido:

A estimulagdo de receptores CB1 atua no sentido de promog¢ao de sono e seu bloqueio
na promoc¢do da vigilia. Porém ndo estd bem explicado se em determinadas populacdes
neuronais a estimulagdo desses rectores pode levar a efeito de promocao de vigilia.

No que diz respeito aos ligantes enddgenos, a anandamida atua como agente promotor
de sono. Relativamente ao 2-AG, esse efeito pode depender da concentracdo desse agente,
apresentando assim um efeito bifasico, no sentido de que doses mais baixas promovem o sono,
e doses mais altas promovem vigilia. Este fendmeno pode ser hipoteticamente explicado pelo
fato de que doses menores atuam em regides promotoras de sono, € que doses mais altas também
atuariam em regides promotoras da vigilia, e que estes efeitos se sobrepdem aos promotores de

Sono.
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O transportador de anandamida faz parte da cadeia de término da sinaliza¢do
endocanabinodide, assim, quando bloqueado, aumenta a disponibilidade de anandamida,
permitindo que ela exerca seus efeitos em maior grau de magnitude, promovendo sono.

A oleamida atua como potente indutor de sono e atua em parte através das vias
serotoninérgicas € em parte por vias canabinérgicas, ndo desencadeando sintomas de
abstinéncia ap6s interrup¢ao de uso sub cronico.

Os bloqueadores especificos da FAAH, apesar de aumentarem a disponibilidade de

anandamida, aumentam também a disponibilidade de outras moléculas promotoras de vigilia,
como PEA e OEA, que sdo também seus substratos, e dessa forma possuem efeito promotor de
vigilia. Quando o estimulo de receptores vanildides se associa ao bloqueio da FAAH o efeito
passa a ser sedativo. No que diz respeito a inibi¢do da MAGL, a modulagao ¢ feita no sentido
da promocao de vigilia através do acimulo de 2-AG.
Em relacdo aos canabinodides naturais, as flores secas da cannabis ricas em THC funcionam
como agentes promotores de sono mesmo em doses baixas, atuando como agonista parcial de
recetores CB1, ja o CBD em 3 estudos mostrou ter efeitos estimulantes e em 2 apresentou
efeitos promotores de sono. Os estudos sdo dificeis de serem comparados em virtude de
diferentes doses e vias de administragdo utilizadas nos estudos, porém uma hipdtese ¢ que
possua efeitos bifasicos no sentido de que doses baixas causam promocao de vigilia e doses
altas promocao de sono.

Finalizando, os resultados dos estudos indicam que o sistema endocanabinoide participa
no controle do ciclo sono-vigilia, promovendo um “ajuste fino” do ciclo , ja que parece fazer a
modula¢do dos moduladores do sono, como dopamina, noradrenalina, serotonina, acetilcolina,
adenosina, através do controle da sinalizagdo GABA¢érgica e glutamatérgica, além de possuir
grande flexibilidade através de ampla gama de possibilidades de sinalizagdo como a existéncia
de no minimo 2 ligantes internos e interagdo com outros sistemas de recetores.

Devem ser realizados estudos adicionais, principalmente levando-se em consideragao
uma maior observacdo principalmente no que diz respeito a randomizagdo e cegamento dos
estudos, quesitos estes, que pela sua pouca observancia nos estudos desta revisdao, acabaram
prejudicando a qualidade dos trabalhos. A relagdao entre sistema endocanabindidee ritmo
circadiano € outra area que necessita de maior clarificacdo. A realizacdo de estudos que
possibilitem uma melhor caracteriza¢do da curva dose-resposta dos agentes que interajam com
o sistema endocanabindide, a fim de alargar o conhecimento a respeito do comportamento

destas substancias disponibilizard dados mais robustos sobre o tema, garantindo futuros estudos
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translacionais e avaliagdes de potenciais utilidades clinicas de agentes farmacoloégicos que

atuam no sistema endocanabinoide.
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ANEXO 1 - Formulas para pesquisa nas bases de dados

PsyInfo

(MA Cannabinoids OR MA cannabis OR MA cannabidiol OR MA tetrahydrocannabinol OR
MA Rimonabant OR MA Hashish OR MA Marijuana OR TI Cannabinoids OR AB
Cannabinoids OR TI cannabis OR AB cannabis OR TI dronabinol OR AB dronabinol OR TI
endocannabinoids OR AB endocannabinoids OR TI anandamide OR AB anandamide OR TI
2-arachidonoylglycerol OR AB 2-arachidonoylglycerol OR TI 2AG OR AB 2AG OR TI
URB602 OR AB URB602 OR TI Oleamide OR AB Oleamide OR TI CB1 agonists OR AB
CBI1 agonists OR TI CB1 antagonists OR AB CB1 antagonists OR TI faah inhibitor OR AB
faah inhibitor OR TI MAGL inhibitor OR AB MAGL inhibitor OR TI tetrahydrocannabinol
OR AB tetrahydrocannabinol OR TI thc OR AB thc OR TI cannabidiol OR AB cannabidiol
OR TI cbd OR AB cbd OR TI synthetic cannabinoids OR AB synthetic cannabinoids OR TI
nabilone OR AB nabilone OR TI sativex OR AB sativex OR TI nabiximols OR AB
nabiximols OR TI marinol OR AB marinol OR TI endocannabinoid system OR AB
endocannabinoid system OR TI rimonabant OR AB rimonabant OR TI SR141716 OR AB
SR141716 OR TI marijuana OR AB marijuana) AND (MA sleep OR MA rem sleep OR MA
sleep deprivation OR MA sleepiness OR MA wakefulness OR MA polysomnography OR
MA sleep onset OR MA theta rhythm OR MA electroencephalography OR MA delta rythm
OR MA electrical activity OR MA sleep wake cycle OR MA nrem sleep OR TI sleep OR AB
sleep OR TI1 wake OR AB wake OR TI rapid eye movement OR AB rapid eye movement OR
TI nrem stage OR AB nrem stage OR TI rem OR AB rem OR TI non rapid eyes movement
OR AB non rapid eyes movement OR TI wakefulness OR AB wakefulness OR TI sleepiness
OR AB sleepiness OR TI polysomnography OR AB polysomnography OR TI theta thythm
OR AB theta rhythm OR TI electroencephalography OR AB electroencephalography OR TI
eeg OR AB eeg OR TI electroencephalogram OR AB electroencephalogram OR TI delta
rythm OR AB delta rythm OR TI electrical activity OR AB electrical activity OR TI sleep
wake cycle OR AB sleep wake cycle)

Cochrane Library
ID Search Hits

#1 MeSH descriptor: [Cannabinoids] this term only 109
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#2
#3

#4

#5

#6

#7

#8

#9

#10
#11
#12
#13
#14
#15
#16
#17
#18
#19
#20
#21
#22
#23
#24
#25
#26
#27
#28
#29
#30
#31
#32
#33
#34

MeSH descriptor: [Cannabis] this term only 347
MeSH descriptor: [Dronabinol] this term only 782
MeSH descriptor: [Endocannabinoids] this term only
MeSH descriptor: [Cannabidiol] this term only 170
MeSH descriptor: [Rimonabant] this term only 104
MeSH descriptor: [Cannabis] this term only 347
(cannabinoids):ti,ab,kw 601
("Cannabis"):ti,ab,kw 2776

(dronabinol):ti,ab,kw 960
("endocannabinoid"):ti,ab,kw 296
(anandamide):ti,ab,kw 101
(arachidonoylglycerol):ti,ab,kw 34

("2 arachidonoylglycerol"):ti,ab,kw 34
("2-AG"):ti,abkw 56

(URB602):ti,abkw 0

(oleamide):ti,ab,kw 8

("CBI agonists"):ti,abkw 17

("CBI antagonists"):ti,ab,kw 47

("FAAH inhibitor"):ti,ab,kw 26

("MAGL inhibitor"):ti,ab,kw 0
("tetrahydrocannabinol"):ti,abkw 1073
(THC):ti,ab,kw 1250

("cannabidiol"):ti,ab,kw 835

(CBD):ti,ab,kw 1167

(synthetic cannabinoids):ti,ab,kw 75
(nabilone):ti,abkw 163

(sativex):ti,ab,kw 165

(nabiximols):ti,ab,kw 79

("Marinol"):ti,ab,kw 35

(endocannabinoid system):ti,ab,kw 207
(rimonabant):ti,ab,kw 216

(SR141716):ti,ab,kw 25

(marijuana):ti,ab,kw 2122
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#35  #1 OR#2 OR #3 OR #4 OR #5 1141

#36  #6 OR#7 OR #8 OR #9 OR #10 3504

#37  #11 OR #12 OR #13 OR #14 OR #15 357

#38  #16 OR #17 OR #18 OR #19 OR #20 97

#39  #21 OR #22 OR #23 OR #24 OR #25 2422

#40  #26 OR #27 OR #28 OR #29 OR #30 426

#41  #31 OR #32 OR #33 OR #34 2493

#42  #35 OR #36 OR #37 OR #38 OR #39 OR #40 OR #41 5755
#43  MeSH descriptor: [Sleep] this term only 4308

#44  MeSH descriptor: [Sleep, REM] this term only 610

#45  MeSH descriptor: [Sleep Stages] this term only 1243

#46  MeSH descriptor: [Sleep Deprivation] this term only 799
#47  MeSH descriptor: [Sleep, Slow-Wave] this term only 11
#48  MeSH descriptor: [Sleep Latency] this term only 19

#49  MeSH descriptor: [ Wakefulness] this term only 1037

#50  (sleep):ti,ab,kw 41419

#51  (wake):ti,ab,kw 5226

#52  (Rapid eyes movement):ti,abkw 35

#53  (NREM Stage):ti,ab,kw 158

#54  (REM):ti,ab,kw 2396

#55  (Non Rapid eyes movement):ti,ab,kw 10

#56  (wakefulness):ti,ab,kw 3494

#57  (sleepness):ti,abkw 23

#58  (Polysomnography):ti,ab,kw 4471

#59  (theta rythm):ti,ab,kw 0

#60  (electroencephalo*):ti,ab,kw 9861

#61  (EEQG):ti,ab,kw 7767

#62  (Delta Rythm):ti,ab,kw 0

#63  (electrical activity):ti,abkw 2856

#64  (sleep-wake cicle):ti,abkw 4

#65  #43 OR #44 OR #45 OR #46 OR #47 OR #48 OR #49 OR #50 OR #51 OR #52 OR
#53 OR #54 OR #55 OR #56 OR #57 OR #58 OR #59 OR #60 OR #61 OR #62 OR #63 OR
#64 56144
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#66  #65 AND #42 461

Scopus

( (TITLE-ABS-KEY (sleep) OR TITLE-ABS-KEY ( wake ) OR TITLE-ABS-KEY (
"rapid eyes movement" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "nrem stage" ) OR TITLE-ABS-KEY (
rem ) OR TITLE-ABS-KEY ( "non rapid eyes movement" ) OR TITLE-ABS-KEY (
wakefulness ) OR TITLE-ABS-KEY ( sleepness ) OR TITLE-ABS-KEY (
polysomnography ) OR TITLE-ABS-KEY ( "theta rhythm" ) OR TITLE-ABS-KEY (
electroencephalo* ) OR TITLE-ABS-KEY (eeg) OR TITLE-ABS-KEY ( "delta rhythm" )
OR TITLE-ABS-KEY ( "electrical activity" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "sleep-wake cycle" )
)) AND (( TITLE-ABS-KEY ( cannabinoids ) OR TITLE-ABS-KEY ( cannabis ) OR
TITLE-ABS-KEY ( dronabinol ) OR TITLE-ABS-KEY ( endocannabinoids ) OR TITLE-
ABS-KEY (‘anandamide ) OR TITLE-ABS-KEY ( "2 arachidonoylglycerol" ) OR TITLE-
ABS-KEY ("2 ag") OR TITLE-ABS-KEY (urb602) OR TITLE-ABS-KEY ( oleamide )
OR TITLE-ABS-KEY ( "cbl agonists" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "cbl antagonists" ) OR
TITLE-ABS-KEY ( "faah inhibitor" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "magl inhibitor" ) OR
TITLE-ABS-KEY ( tetrahydrocannabinol ) OR TITLE-ABS-KEY (thc ) OR TITLE-ABS-
KEY ( cannabidiol ) OR TITLE-ABS-KEY (cbd ) OR TITLE-ABS-KEY ( "synthetic
cannabinoids" ) OR TITLE-ABS-KEY ( nabilone ) OR TITLE-ABS-KEY ( sativex ) OR
TITLE-ABS-KEY ( nabiximols ) OR TITLE-ABS-KEY ( marinol ) OR TITLE-ABS-KEY
( "endocannabinoid system" ) OR TITLE-ABS-KEY ( rimonabant ) OR TITLE-ABS-KEY
(sr141716 ) OR TITLE-ABS-KEY ( marijuana ) ) )

Web Of Science

(CCCeaeaars=(cannabinoids)) OR TS=(cannabis )) OR TS=(dronabinol)) OR
TS=(endocannabinoids)) OR TS=(anandamide )) OR TS=("2 Arachidonoylglycerol")) OR
TS=("2 AG")) OR TS=( URB602 )) OR TS=( oleamide)) OR TS=(" CB1 agonists ")) OR
TS=(" CB1 Antagonists")) OR TS=("FAAH inhibitor")) OR TS=(" MAGL inhibitor")) OR
TS=(Tetrahydrocannabinol)) OR TS=(THC )) OR TS=( cannabidiol )) OR TS=( cannabidiol
)) OR TS=( CBD)) OR TS=("synthetic cannabinoids")) OR TS=(nabilone )) OR TS=(
sativex)) OR TS=( nabiximols)) OR TS=(marinol)) OR TS=("endocannabinoid system ")) OR
TS=(rimonabant)) OR TS=(SR141716)) OR TS=(marijuana) AND ((((((((((((((TS=(sleep ))

OR TS=(wake)) OR TS=("Rapid eyes movement")) OR TS=("NREM Stage ")) OR
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TS=(REM)) OR TS=("Non Rapid eyes movement")) OR TS=(wakefulness)) OR
TS=(sleepness)) OR TS=(Polysomnography)) OR TS=("theta rythm")) OR
TS=(electroencephalo*)) OR TS=(EEG)) OR TS=("Delta Rythm")) OR TS=("electrical
activity")) OR TS=("sleep-wake cycle")

ANEXO 2
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Autor/Ano

Santucci-1996

Murllo-Rodriguez-1998

Eric Murillo-Rodriguez 2001
Ficha 14
Eric Murillo-Rodriguez-2003

Murillo-Rodriguez
2006
Monica Méndez-Diaz 2013

Herrera-Solis

-2010
Rueda-Orozzoco
2010

Marcel Pérez Morales
2013

Anushka V. Goonawardena
2011

Ficha 21

Puskar

2021

Ficha 42

Laszlo Tothfalusi
2019

Bogathy

2019

Alejandra Mondino
2019

JAIME M. MONTI
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