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RESUMEN

El ciclo suefio-vigilia es el mas estudiado de los ciclos circadianos y concretamente el suefio es un
campo en el que la neurociencia ha profundizado, pero su evolucion hasta llegar al nivel de los
mamiferos todavia esta por aclarar. Las Gltimas hipotesis se basan en que el suefio de los mamiferos
procede del estado de vigilia de los reptiles, y para llevar a cabo estas investigaciones se usan criterios
elecrofisioldgicos que incluyen el registro del electroencefalograma (EEG), el cual indica la actividad
eléctrica cerebral y es el principal indicador del suefio.

Para profundizar en los principios del suefio, se presenta este estudio con la especie lacértida Gallotia
galloti. Teniendo en cuenta que los antidepresivos triciclicos (ADT) producen una reduccion total del
suefio REM en mamiferos, se supone que si en reptiles suprimen alguna de las fases de su vigilia, este
estado podria entenderse como el antecesor filogenético del suefio REM. Con este trabajo se ha
comprobado que la imipramina (ADT) produce sobre el EEG de Gallotia galloti el efecto de suprimir
la respuesta al sobresalto después de un estimulo acustico, hecho que aporta otra evidencia de la
homologia entre la vigilia de los reptiles y el suefio de los mamiferos.



ABSTRACT

Sleep-wake cycle is the most studied circadian rhythms and sleep is a particular field in which
neuroscience has deepened. Nevertheless, sleep evolution at mammalian level is still unclear. The last
hypothesis is based on the fact that the dream of mammals comes from the vigil of reptiles, and to
conduct these investigations electrophysiological criteria are used. This methodology includes
registering the electroencephalogram (EEG), which indicates the brain's electrical activity and which
is the main indicator of sleep.

To deepen the principles of sleep, this study is presented with reptils Gallotia galloti. Considering that
tricyclic antidepressants (ADT) produce a total reduction of REM sleep in mammals, it ADT would
eliminate some phase of reptiles vigil, this state could be understood as the phylogenetic predecessor
of REM sleep. This work has shown that imipramine (ADT) produced on the EEG of Gallotia galloti
the suppressing of the startle response after an acoustic stimulus, a fact that brings further evidence of
the homology between reptiles waking and mammals sleep.



INTRODUCCION

El suefio como comportamiento

Todos los organismos llevan a cabo su actividad bioldgica segin unos determinados ritmos internos
establecidos a lo largo de la historia evolutiva, en relacion a patrones de periodicidad concretos, como
son los ciclos de luz y oscuridad diarios o la rotacion y la translacion de la Tierra alrededor del Sol.
Estos ciclos temporales estan descritos en todos los seres vivos, hecho que apunta a un valor adaptati-
vo y de supervivencia a lo largo del tiempo. Asi, se habla del reloj bioldgico, que se entiende como la
estructura interna de un organismo que genera determinados ciclos bioldgicos, permitiéndoles antici-
parse a los acontecimientos externos. Tanto en invertebrados como en vertebrados, algunos de los relo -
jes bioldgicos mas importantes se localizan en el Sistema Nervioso Central (SNC).

El ciclo suefio-vigilia es el mas estudiado de los ciclos circadianos, haciendo hincapié en el punto de
vista comportamental. Se entiende que la etapa de vigilia corresponde a un periodo de actividad y, por
el contrario, la etapa del suefio equivale a la inactividad o baja actividad.

La definicion del suefio se fue completando con los afios, de manera que actualmente las
caracteristicas que lo definen como un comportamiento son las siguientes:

1. Reposo motor (Pieron, 1913); 2. Umbrales sensoriales elevados (Pieron, 1913); 3. Facil
reversibilidad (Pieron, 1913); 4. Adopcion de una postura estereotipada (Flanigan, 1973); 5. Uso de
lugares especificos donde dormir (Bruce Durie, 1981); 6. Organizacion ciclica circadiana (Bruce
Durie, 1981); y 7. Estado regulado, porque presenta efectos de privacion y de saciedad (Tobler, 1985).

Todo ello permite suponer que lo que determina que un organismo presente este suefio es el elevado
nivel de complejidad en su comportamiento, es decir, en su Sistema Nervioso.

El sueifio electrofisiologico

El suefio de mamiferos y aves no es un estado homogéneo. Los criterios electrofsiologicos han permi-
tido establecer las etapas que conforman el suefio, cada una de ellas con unos patrones bioeléctricos
propios, y relacionadas con la profundidad del suefio y otros parametros fisiologicos. Las diferentes
caracteristicas de las fases del suefio permiten determinar la calidad de este o su dependencia de facto-
res exdgenos, como los farmacos o el ruido.

Los registros poligraficos son imprescindibles para el estudio del suefio, ya que registran
simultaneamente determinadas variables indicadoras del suefio, de manera que es posible cuantificar y
caracterizar el suefio y sus etapas. El electroencefalograma (EEG), que indica la actividad eléctrica
cerebral, es el principal indicador del suefio, pero el electrooculograma (EOQG), el electromiograma
(EMQG) y el electrocardiograma (ECG) también son informativos.

El tejido nervioso posee la capacidad de generar potenciales eléctricos que son la base de la excitabili-
dad. Se denomina EEG al registro de las diferencias de potencial que se establecen entre dos electro -
dos y la representacion de sus variaciones en el tiempo.



Las caracteristicas del EEG y su correspondencia con los niveles de conciencia en mamiferos fueron
un campo que empezoé a estudiarse en el siglo XX con los trabajos de Berger, quien observo que en vi-
gilia activa el EEG mostraba unas ondas rapidas de pequeio voltaje (actividad ) y a medida que el
suefio se hacia profundo las ondas del EEG se ralentizaban. En los posteriores estudios sobre el suefio
humano se descubrid que este era un estado no homogéneo (Aserinsky & Kleitman, 1953) con dos eta-
pas principales y hasta 1968 no fueron definidas cada una de sus fases (Rechtschaffen & Kales, 1968):

1. Vigilia: EEG de ondas rapidas de bajo voltaje, superior a los 13 Hz (actividad ) cuando el
individuo esta activo o tiene los ojos abiertos; con los ojos cerrados o en reposo sensorial aparece el
ritmo a (8-12 Hz). Ausencia de movimientos oculares en reposo y tono muscular apreciable en la
musculatura antigravitatoria.

2. Fase 1 o de adormecimiento: patréon de EEG de ritmo mixto, ya que consta de ondas répidas de bajo
voltaje y algunas ondas més lentas (actividad 0) de 4 a 8 Hz. Movimientos oculares de rotacion lenta y

tono muscular presente pero reducido respecto a la vigilia.

3. Fase 2 o de suefio ligero: aparicion de los husos de suefio y los complejos K. Los primeros son

brotes de ondas con una frecuencia de 14 Hz que duran aproximadamente un segundo y que tienen
menor voltaje en su inicio y su final; los segundos son ondas bifasicas de gran voltaje que suelen
aparecer al principio o al final de un huso, pero también de forma aislada. Ausencia de movimientos
oculares rapidos y tono muscular disminuido.

4. Fase 3-4 o de suefio profundo: EEG con ondas lentas de alto voltaje (ondas delta) de 0,3-4 Hz que
ocupan mas del 20% del patron. Ausencia de movimientos oculares rapidos y tono muscular muy
disminuido, a veces ausente.

5. Fase REM o suefio paraddjico: EEG casi indistinguible al de la fase 1 y con presencia de ondas de

4-6 Hz con morfologia en diente de sierra. Aparicion de Movimientos Oculares Rapidos (suefio MOR
o suefio REM, por “Rapid Eye Movements”) aislados o agrupados. Tono muscular nulo, atonia total.

Los cambios en el EEG, EOG y EMG indican que el suefio comporta que el funcionamiento de un or-
ganismo tenga unas caracteristicas concretas y distintas a las que se muestran durante la vigilia.

En los humanos, estas fases se organizan de una forma ciclica caracteristica a lo largo de la noche y la
representacion grafica de ello se denomina hipnograma (Figural).
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Figura 1. Ejemplo de un hipnograma de un adulto joven y sano.



Potenciales evocados

Un potencial evocado es el conjunto de las modificaciones de la actividad eléctrica del sistema nervio-
so, producidas por un suceso psicoldgico o un estimulo fisico. Para que se produzca un potencial acti-
vado son necesarios tres hechos: la activacion de un receptor sensorial periférico, el transporte del
mensaje codificado por las vias especificas y la integracion del mensaje al nivel de las proyecciones
encefalicas (Akaarir, 2007).

Estas diferencias de potenciales pueden ser amplificadas y visualizadas. El registro de los potenciales
se ha diseniado para comprobar la funcion de los sentidos que suministran al cerebro la mayor parte de
toda la informacion que entra al organismo: la sensibilidad somestésica, la vista y la audicion. DuBois-
Raymond demostré que la estimulacion de un nervio induce una modificacion del potencial y afios
después Richard Caton describid la actividad eléctrica del cerebro y los cambios potenciales evocados
en la estimulacion sensorial (Phurailatpam, 2014).

Se pueden registrar potenciales evocados en el hombre y otros animales durante la vigilia, pero son de
pequefia amplitud y suelen quedar enmascarados en el EEG, por lo que solo se pueden estudiar con
otras técnicas concretas. En cambio, en los reptiles despiertos los potenciales evocados se observan
claramente en el EEG sin necesidad de esas técnicas. Es facil observar potenciales evocados a la esti-
mulacion sensorial en la corteza de los reptiles en vigilia (Gonzalez et al., 1978), que consisten en os-
cilaciones positivo-negativo-positivo de gran amplitud que normalmente van seguidas de un huso de
menor amplitud.

Neuroanatomia del sueiio

La vigilia y los dos tipos de suefio en los mamiferos estan controlados por diversos centros y nucleos
cerebrales que actuan de manera coordinada en un circuito neuronal con trayectos de inhibicion
reciproca, de manera que se mantiene un estado u otro. Asi mismo, existen numerosas sustancias
enddgenas y neurotransmisores que participan en la produccion y la regulacion de la vigilia y el suefio.
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Figura 2. Representacion grafica del sustrato neuroanatomico controlador de la vigilia y del suefio. Nucleos
pedinculo-pontino y latero-dorsal del tegmento (LDT-PPT), locus coeruleus (LC), ntcleo ventro-lateral
preoptico (VLPO).



Durante la vigilia se produce una alta actividad neuronal de los nucleos colinérgicos latero-dorsal
tegmental y pedinculo-pontino (LDT-PPT) (Figura 2). Esta actividad desaparece durante el NREM y
vuelve a aumentar en la fase REM. Estos ntcleos conectan en el hipotdlamo con otras fibras
noradrenérgicas y serotoninérgicas, procedentes del locus coeruleus (LC) y del rafe dorsal (RD),
respectivamente, las cuales también permanecen activas en la vigilia, pero no en el suefio NREM ni en
el REM (Rial et al. 2006).

En el sueio NREM y REM, permanece activo el nucleo ventrolateral-preépico (VLPO) del
hipotalamo y se liberan los GABA, neurotransmisores que inhiben las regiones activadoras de la
vigilia. Por su parte, la vigilia esta asociada a la elevada liberacion de noradrenalina (NA), histamina
(HI) y serotonina (5-HT) en todas las areas de la corteza cerebral, sustancias que producen la
inhibicion del VLPO (Rial et al. 2006). Asi, se crea una especie de mecanismo regulador que
determina la alternancia de vigilia o suefio (Saper et al., 2005).

Terapia antidepresiva y el suefio

Los EEG de la vigilia y el suefio proporcionan marcadores biologicos de la depresion y de la terapia
antidepresiva, respectivamente. Ya el inventor del EEG, Hans Berger (1938), observo que su actividad
se ve alterada por las drogas, por tanto el analisis cuantitativo del EEG ayuda a delinear los efectos de
los antidepresivos en la actividad cerebral (Steiger & Kimura, 2010).

La depresion es un estado patologico que produce pensamientos negativos, disminuciones en la
actividad, apatia y anhedonia. Puede dividirse en tres tipos principales: la depresion reactiva, la
distimia y la depresion mayor.

En todos los estados depresivos aparecen los trastornos del suefio, como son la dificultad para
conciliarlo y los despertares frecuentes (Mouchet-Mages & Olié, 2007). Por ello, se han llevado a
cabo numerosos estudios con el objetivo de caracterizar el suefio de las personas con esta patologia y
el efecto de los tratamientos antidepresivos. Un suefo indicativo de la depresion es aquel que muestra
un insomnio en el inicio, un nimero elevado de microdespertares nocturnos, un acortamiento en las

latencias del sueno REM y un aumento de su duracidn, y una fase 2 reducida (Steiger & Kimura,
2010).

Los farmacos antidepresivos, paralelamente a una mejoria en la sintomatologia depresiva,
generalmente provocan cambios en las caracteristicas del suefio, hecho que se asocia a la accion que
ejercen sobre los sistemas de neurotransmision centrales, concretamente incrementando las
monoaminas en el espacio sindptico. Unos de los primeros fAirmacos que se utilizaron para tratar la
depresion fueron los antidepresivos triciclicos (ADT) y un efecto comun de la mayoria de estos, tanto
en sujetos con depresion o sin ella, es la supresion del suefio REM (Steiger & Kimura, 2010). La
imipramina es un ADT ampliamente utilizado clinicamente que actia inhibiendo la recaptacion de 5-
HT y NA, que son las rutas principalmente afectadas en la depresion. Por tanto, su accion
farmacologica produce un aumento en la concentracion de monoaminas a través de la inhibicion de la
recaptacion de éstas (Yasuda et al., 2014). Aunque los ADT provocan generalmente un aumento de las
ondas lentas del EEG (banda d), la imipramina es una de las excepciones, ya que las disminuye, pero
el efecto que produce que es de interés para este trabajo, es que bloquea la produccion de REM.



Actualmente, son conocidos los efectos moduladores de los antidepresivos en el suefio REM, pero el
origen de estos cambios y su significado ain deben de ser explicados.

El sistema nervioso de los reptiles

El telencéfalo de los reptiles presenta una organizacion anatomica unica. La parte dorsal del
telencéfalo, el palio, comprende dos componentes: la corteza y la cresta dorsal ventricular. El primero
se subdivide en corteza medial, corteza dorsal y corteza lateral, mientras que la cresta dorsal
ventricular se divide en las partes anterior y posterior. La organizacion celular cortical observada en
todas las especies de reptiles es de tres estructuras laminares en capas: una capa celular densa y dos
capas de escasas células, externa e interna. Esto estd en contraste con la neocorteza de los mamiferos,
que presenta una estructura laminar de seis capas con subtipos neuronales (Nomura et al. 2013).

Se cree que la corteza medial y la lateral equivalen al hipocampo y a la corteza periforme de los
mamiferos, respectivamente, pero en cuanto a la corteza dorsal existe controversia.

Anterior FPosterior

Figura 3. Representacion del SNC de los reptiles, en vista lateral.

La evolucion del suefio. Mamiferos y reptiles

Uno de los retos de la neurociencia es reconocer las razones por las que el ritmo suefio-vigilia presente
en los organismos mas simples se convirtié al mas complejo suefio-vigilia de los mamiferos.

Los estudios sobre la evolucion del suefio atendiendo al escalon filogenético de reptiles a mamiferos
se iniciaron hacia la mitad del siglo XX.

Se contemplaba que el REM era el suefio primitivo, dadas sus caracteristicas “primitivas”, el control
rombencefalico, la poiquilotermia y su preponderancia en animales inmaduros, por lo que se esperaba
encontrarlo en el suefio de los reptiles.

Los monotremas, un grupo que incluye a los equidnas y los ornitorrincos, son animales de caracteristi-
cas muy primitivas, proximas a la de los reptiles, y por eso seria importante saber como es su suefio.
Al estudiar el suefio del equidna, se observo que este solamente presentaba NREM vy, por tanto, se cre-
yo que esa era la forma mas antigua del suefo. Pero tras el analisis del suefio del ornitorrinco, en el
cual se observo una enorme proporcion de REM, de hasta un 60% del suefio total (Siegel et al., 1999),
se supuso que el REM debia existir en los reptiles. Aun asi, las caracteristicas de este REM no aportan
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una evidencia clara para apoyar que el sueflo primitivo sea el REM y NREM el moderno. Una posibili-
dad es suponer que en los vertebrados existen dos tipos de vigilia; en los reptiles una paleovigilia que
depende de estructuras subcorticales, las cuales fueron reorganizadas con la aparicion de la neocorteza
en los mamiferos y se desarrollé una neovigilia cortical.

De esta manera, se apoyo otra hipotesis ya descrita, segin la que el suefio de los mamiferos es un
residuo de la primitiva vigilia de los reptiles. Como afirmo Rial et al. (2007a) el suefio y la vigilia son
dos caras de la misma moneda y dejar de lado los cambios que ha experimentado la vigilia durante la
evolucion de amniotas es injustificado. La hipotesis se extendio y en la actualidad ofrece un panorama
completo de la evolucion del suefio, la vigilia y la hibernacion.

Se ha afirmado que el EEG tiene un valor limitado para discernir la evolucion de suefio, pero aunque
el suefio comportamental puede parecer similar, la comprension de la causa de las diferencias entre el
EEG de mamiferos y reptiles adultos es una herramienta esencial para reconocer la trayectoria
evolutiva en el desarrollo de suefo (Rial et al. 2010).

Los primeros estudios del EEG en reptiles ignoraron la importancia de la temperatura corporal, la cual
sufre importantes variaciones entre el dia y la noche, es decir, entre su vigilia y su reposo. Con los
estudios de Rial ef al. (1993) se conocio que la amplitud del EEG y la frecuencia de los husos eran
dependientes de la temperatura corporal. Aunque los reptiles carecen de mecanismos fisiologicos para
mantener su temperatura corporal constante, poseen adaptaciones de su comportamiento para ello.
Durante su fase de reposo mantienen una temperatura proxima a la del medio ambiente, hecho que
explica que durante la noche, cuando se suponia que dormian, su EEG no alcanzaba una amplitud
similar a la registrada en el NREM de mamiferos. Por otra parte, un reptil activo con una temperatura
corporal elevada muestra un EEG polimorfo con la predominancia de ondas lentas de alto voltaje,
similares a las del NREM de los mamiferos, y ademas se observan potenciales evocados de gran
amplitud parecidos a los complejos K del NREM en mamiferos.

Todo indica la existencia de una homologia filogenética entre la vigilia de los reptiles y el suefio de
ondas lentas de los mamiferos, y que la verdadera adquisicidon evolutiva de los mamiferos no es el sue-
flo sino una vigilia avanzada (Rial et al., 1993), a pesar de que las funciones en ambos casos sean com-
pletamente distintas. Concretamente, el estado activo de reptil se transformo en el suefio de los mami-
feros, dentro del cual el comportamiento peregrino de los reptiles se convirtio en la fase NREM y el
comportamiento general activo en REM (Rial et al. 2010). Los reptiles, durante una parte del tiempo,
ajustan su temperatura corporal y mantienen un control sobre las constantes fisiologicas y cuando asu-
men la temperatura deseada entran en la fase de busqueda de alimentos, encuentros sexuales, etc., la
cual en muchas ocasiones es menos compatible con la homeostasis. Por ello, se supone que la fase en
la que domina la homeostasis de un reptil se convirtié en el suefio NREM y la fase en la cual los repti-
les buscan alimento, contactos sociales y evitan la depredacion, se convirtié en suefio REM, para lo
cual so6lo fue necesario la inhibicion de todas las salidas motoras (Rial et al., 2007, 2010).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, cabe suponer que si los ADT producen una reduccion
casi total del suefio REM en mamiferos, y en reptiles suprimen alguna de las fases de su suefio-vigilia,
este estado podria entenderse como el antecesor filogenético del suefio REM.

Para llevar a cabo este proyecto de investigacion, se propone estudiar los efectos de la imipramina
sobre el EEG de la especie Gallotia galloti, ademas de los cambios producidos en éste después de la
reaccion a un sobresalto.

Se supone que un reptil activo en reposo después de un sobresalto abandonara la homeostasis y entrara
en situacion de alarma, hechos que equivaldrian a permanecer en la fase NREM antes del estimulo y
en la fase REM después de él. Si asi fuera esta equivalencia, la respuesta al sobresalto se deberia ver
suprimida o atenuada a causa de la imipramina, ya que es un ADT que impide la aparicion del REM.

Objetivos

Analizar el efecto que provoca un ADT, la imipramina, en el EEG de seis ejemplares activos de la
especie Gallotia galloti.

Registrar el EEG de seis ejemplares activos de la especie Gallotia galloti y los cambios producidos
debidos a una estimulacion de sobresalto. Las respuestas registradas en este grupo de animales se
compararan con las registradas en los mismos animales tras recibir una dosis de imipramina. Si el
ADT suprime o reduce la reaccion de sobresalto, se dara soporte a la hipodtesis de la equivalencia entre
la fase REM vy la fase activa.

Aportar evidencias a favor o en contra de la existencia de homologia filogenética entre la fase activa
de los reptiles y el REM de los mamiferos.
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MATERIAL Y METODOLOGIA

Animales

Se utilizaron seis lagartijas de la especie Gallotia galloti (Familia Lacertidae, Orden Squamata) de
ambos sexos, con un peso medio de 50 gramos y de edad indeterminada. Son endémicas de la isla de
Tenerife y se trajeron bajo la autorizacion pertinente del Gobierno Autonémico Canario. Para su
captura se utilizaron recipientes de hojalata a modo de trampas con trozos de tomate como cebo.

En el laboratorio, se simularon las condiciones de su habitat natural en terrarios con iluminacidn
artificial aportando 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, situados en una habitacion a temperatura
ambiente. Se les proporciond una dieta de agua y papillas infantiles de fruta, verdura y carne.

Técnica operatoria

A partir de los estudios de Rial y Gonzalez en los afios 70 (Gonzalez et al., 1978; Rial et al., 1978) se
desarrollo la tecnologia de registro electrofisiologico para la especie Gallotia galloti.

Primeramente se anestesiaron los animales con Isoflurano por via inhalatoria durante unos diez
minutos en la caja de anestesia y de manera continuada, a menor presion, durante la operacion.
Para el implante de los electrodos se siguieron los pasos detallados a continuacion:

1. Se eliminaron las placas dérmicas parietales, frontoparietales e interfrontoparietales con la
ayuda de un bisturi, para dejar el hueso craneal expuesto. Seguidamente se cauterizé la zona.

2. Utilizando una fresa dental, se practicd un pequeiio surco en el hueso frontoparietal, pasando
por la linea media, y dos orificios muy poco profundos en el hueso parietal, todo de unos 2mm
de diametro.

3. Se implantaron dos electrodos activos en los orificios del hueso frontoparietal, colocados
simétricamente en la corteza de ambos hemisferios, y dos electrodos referenciales en el hueso
parietal, éstos junto con un tornillo para fijar el conjunto al craneo (Figura 4). Se utilizaron
electrodos de plata de 150um de diametro, aislados exteriormente, excepto en el extremo, y
soldados a un microconector, para conectar el animal con el equipo de registro.

4. Para sujetar los electrodos se utilizd cemento acrilico DuraLay®.
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Hueso fronto-parietal

Hueso parietal

Hueso frontal

Figura 4. Localizacion de los electrodos en ejemplares de Gallotia galloti.
1 y 2: electrodos activos, R1 y R2: electrodos referenciales. (Akaérir, 2007)

5. Antes de iniciar el registro se emplazaron electrodos subcutaneos para medir el
electrocardiograma y la respiracion del animal (Figura 5).
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Figura5. Situacion de los electrodos para el registro de EEG, ECG y la respiracion
en un ejemplar de Gallotia galloti (Akaarir, 2007).

Tratamiento y técnica de registro

Pasados tres dias de recuperacion para cada animal, se llevdo a cabo su inmovilizacion en una
plataforma con regulador de temperatura dispuesto a 30°C durante todo el registro, situada en una
pequefia habitacion aislada. Se establecié la conexion de los electrotodos al sistema de registro,
formado por un amplificador y un convertidor analégico-digital Digidata 1322 (AxoScope).
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Figura 6. Representacion del sistema de registro de las variables EEG, ECG y respiracion en un sujeto de
Gallotia galloti. (Akaarir, 2007)

El registro se inicidé después de 30 minutos de adaptacion del animal. Se realizaron tres registros
seguidos, con tres condiciones diferentes, para cada animal:

1. Control. El animal se situ6 en el sistema de registro sin ningin tratamiento durante 20

minutos.

2. Suero. Se tratd al ejemplar de Gallotia galloti con 0,15ml de suero salino via intraperitoneal,
para observar los posibles efectos de la inyeccion, y se registraron las sefiales de interés
durante 30 minutos. Se realizd una estimulacidon actstica cada 10 minutos, consistida en un

golpe seco en la pared de la habitacion aislada.
3. Imipramina. Se trat6 al ejemplar del lacértido con una disolucion de imipramina ( 7ofranil), a

concentracion 25mg/ml, via intraperitoneal (0,25ml/50g de peso) y se registrd durante 70
minutos, realizando una estimulacion actstica igual a las anteriores, pero cada 20 minutos.
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Analisis de las seiiales bioeléctricas

Para determinar la reaccidon de los animales a la estimulacion acustica aplicada, asi como las sefiales
bioeléctricas caracteristicas en cada tratamiento, se analizd visualmente el EEG junto con la frecuencia
del ECG y la respiracion. Las sefales se proporcionaron a una hoja de calculo del programa Origin5.0.

Para el muestreo del EEG en cada tratamiento, se elaboraron cortes de la sefial cada cinco minutos
para obtener tramos seguidos de dos minutos y realizar la raiz cuadrada media (RMS: root mean
squar) de los valores obtenidos, para poder comparar la amplitud de las ondas.

El muestreo para observar la reaccion al estimulo se realizd seleccionando los segmentos
correspondientes a 30 segundos anteriores y posteriores a la estimulacion acustica, rechazando los
fragmentos en los que se detectaron movimientos motores que condicionasen el EEG, dado que en
estos casos el animal no estaba en reposo.

En el analisis de los fragmentos representativos del EEG, se aplico la transformada rapida de Fourier
(FFT: Fast Fourier Transform). La transformada rapida de Fourier FFT es un algoritmo que reduce el

tiempo de calculo de n? pasos a n-log2(n). Se considera idonea para el analisis del EEG porque busca
la funcion senoidal que mejor lo describe, y obtiene un valor de potencia para cada intervalo de
frecuencia.

Analisis estadistico

A partir de la sefial original, previamente traducida a formato numérico, se seleccionaron los fragmen-
tos de EEG para analizar. Se empled la prueba T-student de las muestras relacionadas del programa
OriginPro8 para analizar las diferencias en las potencias de EEG antes y después de la estimulacion
auditiva. Se utiliz6 también Anova de un factor para comparar las potencias EEG correspondiente a los
diferentes estados (control, tras la inyeccion de suero salino y tras la inyeccion de imipramina).
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RESULTADOS

En este apartado se exponen los resultados obtenidos al analizar el EEG. Los registros del ECG y la
respiracion han sido almacenados para su analisis en posibles estudios posteriores.

Potencia del EEG

La figura 7 muestra el RMS de todo el EEG registrado en las diferentes condiciones estudiadas. En el
tratamiento con imipramina se intuye una leve disminucion de la amplitud en las ondas del EEG
respecto al control y al tratamiento con suero salino, aunque las diferencias entre las tres condiciones

no son significativas (control x suero salino, p = 0,652; control x imipramina, p= 0,495; imipramina x
control, 0,229).

0,14 5

0,12 1 T

0,101

0,08 -

RMS

0,06 1

0,04

0,02 -

0,00 , . , .
control suero salino Imipramina

Figura 7. RMS de EEG de Gallotia galloti en condiciones de control, después
de inyeccion de suero salino y después de inyeccion de imipramina.
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Potencia EEG antes y después de estimulacion auditiva.

La estimulacidn actstica causa siempre un incremento en la potencia general y la sincronia del EEG
en el lacértido tratado con suero salino, pero no tiene efecto después de tratar el animal con

imipramina

Potencial evocado

EEG

Suero salino

Antes de estimulacion : __ Después de estimulacion

EEG

Imipramina

Estimulacion
auditiva

Figura 8. Reaccion de activacion del EEG en Gallotia galloti en respuesta a la estimulacion acustica.

Animal tratado con suero salino
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0’0050 7] . s .
0,0045 Antes c'le estlm%llamon. fllldltl\fa.

] Después de estimulacién auditiva
0,0040 4

0,0035 -]
0,0030
0,0025
0,0020
0,0015 -
0,0010 -
0,0005

0,0000 -
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Potencia (},LVZ/HZ)

Frecuencia (Hz)
Figura 9. Potencia del EEG de Gallotia galloti antes y después de estimulacion auditiva.(Animal tratado con

suero salino)

18



La figura 9 representa los espectros de potencia del EEG del reptil Gallotia galloti tratado con suero

salino obtenidos antes de la estimulacion acustica frente a después de dicha estimulacion, con

diferencias significativas (p = 7,268E-11).

Potencia (qu/Hz)

0,0020 H

0,0015 H

0,0010 +

0,0005

Animal tratado con imipramina

Antes de estimulacion auditiva
Después de estimulacion auditiva

0,0000

Frecuencia (Hz)

Figura 10. Potencia del EEG de Gallotia galloti antes y después de estimulacion acustica.

(Animal tratado con imipramina)

La figura 10 representa los espectros de potencia del EEG del reptil Gallotia galloti tratado con

imipramina. Las diferencias antes y después del estimulo NO resultaron significativas (p = 0.882).

De otra parte se compararon las potencias del EEG:

- Antes del estimulo auditivo en animales tratados con suero salino frente a animales tratados con

imipramina (Figura 11). La diferencia result6 significativa (p =4,469E-5).

- Después del estimulo auditivo en animales tratados con suero salino frente a animales tratados con

imipramina (Figura 12). En este caso la diferencia también fue significativa (p = 1,039E-10).
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Figura 11. Potencia del EEG de Gallotia galloti antes de estimulacion actstica.

(Animal tratado con suero salino frente a animal tratado con imipramina)
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Figura 12. Potencia del EEG de Gallotia galloti después de estimulacion acustica.

(Animal tratado con suero salino frente a animal tratado con imipramina)
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DISCUSION

De una forma general, el presente trabajo ha intentado aportar pruebas de la homologia entre los
estados del suefio de los mamiferos (REM - NREM) y los estados de vigilia de los reptiles (activa -
inactiva), escogiendo como sujeto experimental al lacértido Gallotia galloti.

Se ha estudiado el trazado del electroencefalograma de los sujetos previa y posteriormente a una
estimulacion acustica. La efectividad del estimulo ha sido demostrada ya que se ha expuesto su
capacidad para provocar una respuesta de sobresalto en los sujetos, y posteriormente se han
examinado los efectos producidos por la imipramina (ADT) en el EEG. Se ha escogido la imipramina
para llevar a cabo el experimento debido a que sus resultados son conocidos y estudiados en
mamiferos, concretamente en humanos y roedores. Como se ha descrito en la introduccion, es un
farmaco que bloquea la produccion del suefio REM, una caracteristica interesante que permitiria
establecer una conexion entre el suefio de los mamiferos y la vigilia de los reptiles, si causara el
mismo efecto en estos ultimos.

Las variaciones en la amplitud del EEG de los animales poiquilotermos obedecen a varios factores,
entre los que destaca la temperatura corporal. En cambio, las variaciones que pueda determinar la
temperatura corporal en mamiferos no pueden ser muy importantes, ya que esta temperatura se
mantiene dentro de un pequeno rango. Por este motivo, los lacértidos de este estudio se han mantenido
a una temperatura constante de 30°C en todos los registros realizados.

En cuanto a la reaccion de alerta, la respuesta del EEG ante un estimulo inesperado en reptiles y
mamiferos es muy diferente. Muchos estudios han demostrado que la reaccion de alerta en los
mamiferos posterior a la estimulacion sensorial resulta en una disminucion de la amplitud del EEG y
un aumento de las frecuencias, hecho que manifiesta el paso de una fase a otra. Por ejemplo, al realizar
un estimulo en los humanos cuando permanecen en vigilia con ojos cerrados (Figura 13), se da lugar a
la transicion de actividad o (8-12Hz) a actividad  (13-23Hz). Por el contrario, en los reptiles la
estimulacion sensorial ocasiona un aumento en amplitud y sincronizacién. Conocidos los
antecedentes, se han podido comprobar estas diferencias en el presente trabajo.

actividad alfa actividad beta

100 LL‘J:|

- |

estimulacidn sensorial

Figura 13. Reaccion de activacion del EEG humano con ojos cerrados. Se comprueba que el ritmo o desaparece
tras la estimulacion sensorial y a la vez aparece un EEG con frecuencias altas y de baja amplitud (B ). (Akaérir,

2007).
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En los registros de todos los ejemplares de Gallotia galloti se ha podido comprobar visualmente que,
con un tratamiento de suero salino usado como control, después de un estimulo auditivo se produce un
potencial evocado y se desencadena una reaccion de activacion del EEG reflejada en un incremento en
la potencia del EEG (Figura 14). Y sin embargo, con el tratamiento de imipramina, no se produce

ninguna reaccion de activacion (Figura 8).

muw]wwmwmm

T

Estimulacion
sensorial

Figura 14. Reaccion de activacion del EEG en Gallotia galloti en

respuesta a la estimulacion acustica. (Akaarir, 2007)

En las potencias absolutas del EEG de las tres condiciones experimentales (control, suero salino e
imipramina) no se han encontrado diferencias significativas (Figura 7), resultado que no se esperaba,
ya que contrasta con estudios anteriores llevados a cabo por el grupo investigador de la UIB (Gamundi
et al, 1990; Akaarir et al, 2007). Por tanto, cabe dudar si esta falta de significacion deba tenerse en
cuenta, ya que podria ser consecuencia de algunas perturbaciones registradas, como la contaminacién
por ruido o los movimientos mismos del animal.

Con las potencias relativas se ha comprobado que en condiciones normales (suero salino), el animal en
vigilia y reposo responde al estimulo sensorial produciéndose un EEG de mayor amplitud (Figura 8 y
9). El uso de imipramina ha supuesto que este efecto se vea suprimido, ya que las diferencias en la
potencia del EEG anterior y posterior al estimulo no son significativas (Figura 10 y 12). Cabe decir
que las condiciones de partida de ambos tratamientos fueron similares (Figura 11), por lo que las
diferencias registradas se corresponden con verdaderos cambios en la funciéon cerebral como
consecuencia de los estimulos aplicados.

En referencia al espectro de frecuencias del EEG de los reptiles y a sus relaciones con el suefio de los
mamiferos, es preciso mencionar los signos fasicos del REM son reflejos de sobresalto asi como
respuestas de alerta o miedo probablemente originadas en la amigdala (Jha et al., 2005) y que en los
trabajos de Siegel et al. se concluyd que el REM deberia existir en los reptiles. Ademas, sabiendo que
los ADT suprimen el REM en los mamiferos, se puede esperar que también supriman las respuestas a
los estimulos causantes de sobresalto. Asi se ha podido comprobar en el presente estudio, ya que la
administracion de imipramina ha anulado efectivamente todas las consecuencias en el EEG del
sobresalto después de un estimulo actstico en los ejemplares de Gallotia galloti.
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Se puede suponer que el REM de los mamiferos es el resultado de la inhibiciéon motora de los reflejos
de sobresalto de los reptiles, por lo que se apoya la hipodtesis de partida, descrita por el grupo
investigador de la UIB, en la que se describe que este estado de vigilia en los reptiles se puede
entender como el antecesor filogenético del suefio REM.

CONCLUSIONES

1. La aplicacion de un estimulo acustico ha demostrado ser eficaz para producir una reaccion de
sobresalto en el EEG de Gallotia galloti.

2. Los estimulos sensoriales aplicados a los animales en vigilia y reposo han provocado un aumento en
la amplitud del EEG.

3. La administracion de suero salino no modifico el EEG en ausencia de estimulacion, por lo tanto los
efectos producidos en los registros con imipramiina son debidos exclusivamente a este ADT.

4. El tratamiento con el ADT imipramina ha anulado la respuesta al estimulo de sobresalto,
produciendo un EEG idéntico al registrado previamente a la aplicacion del estimulo.

5. Dado que la imipramina suprime el REM en mamiferos y también ha suprimido la respuesta al
sobresalto en los reptiles estudiados de la especie Gallotia galloti, el trabajo realizado da soporte a la
hipétesis de homologia entre la vigilia activa de los reptiles y el suefio REM de los mamiferos.
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