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RESUMEN

Actualmente se sabe que los vertebrados homeotermos exhiben
dos fases de suefio: El suefio de ondas lentas (SL) y sueno de
movimientos oculares rdpidos (MOR). El SL se caracteriza por las
ondas lentas de alto voltaje que se registran en el
electroencefalograma (EEG), mientras que los patrones del EEG
durante el sueno MOR son rapidos y de bajo voltaje, parecidos a
los que se registran durante la vigilia.

Por otro lado, se ha reportado que la administracidn en los
mamiferos de un inhibidor de la sintesis de serotonina (5~HT),
como la paraclorofenilalanina (PCPA), provoca una disminucién en
sus dos fases de sueno, 1lo cual se ha correlacionado con la
disminucidén en la concentraciodon de serotonina cerebral provocada
por la accidén de dicho farmaco.

En relacién al estudio del suefio en otros vertebrados
diferentes a los homeotermos, se ha visto que casi todas las
especies de reptiles estudiadas presentan una fase de suefio
pasivo (Sp) y una fase de suefio activo (Sa), las cuales tienen
similitudes a las fases de suefio descritas para las aves y los
mamiferos. Mas aun, en algunas especies de reptiles se han
identificado a nivel del tronco cerebral, a las neuronés
serotoninérgicas de los nicleos del rafe. Estos hallazgos, nos
permiten suponer que dentro de los mecanismos que regulan el
sueno en los reptiles, la serotonina desempefia un papel
importante en el desencadenamiento de dicho fendmeno. Por ello,
el objetivo de este trabajo fue estudiar‘el efecto provocado por

la PCPA sobre el contenido de serotonina cerebral de la igquana C.



pectinata, y el efecto que dicho farmaco tiene sobre sus fases de

sueno.

En el estudio electrofisiolégico se utilizaron 4 iguanas que
se implantaron crénicamente para registrar el
electroencefalograma (EEG), electro-oculograma (EOG) ,
electromiograma (EMG), vy electrocardiograma (EKG). Después de 24
horas de registro control, las igquanas recibieron una inyecciodn
de 400 mg/kg (i.p.) de PCPA, vy se registraron de manera continua
durante 72 horas. En el estudio inmunocitoquimico se utilizaron 8
iguanas, 5 de las cuales recibieron una dosis similar a la del
estudio electrofisioldédgico de PCPA, mientras que las 3 restantes
constituyeron el grupo control. 12 horas después de la
administracioéon del farmaco 1los reptiles se perfundieron y de
ellos se extrajo el tronco cerebral, el cual se procesd empleando
una técnica inmunocitoquimica para la deteccidon de 5-HT. El
estudio neuroquimico se realizd en 14 iguanas, 7 de las cuales
recibieron una inyeccién de PCPA (400 mg/kg i.p.). Después de 12
horas de la inyecciéh de la PCPA, las iguanas se sacrificaron y
el. tronco cerebral se procesd para la determinacidon de su
contenido serotoninérgico mediante el empleo de una cromatografia
de liquidos de alta resoluciodn.

Los resultados obtenidos mostraron que el tiempo total del
Sp y del Sa se redujeron en un 40% (p < 0.05) y en un 64% (p <
0.05) respectivamente, después de 24 horas de administrada la
PCPA, siltuacidén que coincide con la disminucidn significativa a
un 75%, 62%, y 65% en el contenido de 5-HT después de la
inyeccidén de la PCPA, a nivel del bulbo raquideo, el puente y

el mesencéfalo respectivamente.
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Estos resultados, nos permiten sugerir que la serotonina

participa en la regulacidon de las fases de suefio en los reptiles.

TIT



ABSTRACT

Homeothermic vertebrates exhibit two sleep phases: Slow wave
sleep (SWS) and Paradoxical sleep (PS). SWS is characterized by
presenting an EEG of high voltage slow waves, while EEG patterns
of PS consist in low voltage fast waves similar to those of
wakefulness.

On the other hand, it has been described that administration
of p-chlorophenylalanine (PCPA), an inhibitor of serotonin (5-HT)
synthesis, suppresses both SWS and PS sleep in mammals. Depletion
in the endogenous content of 5-HT produced by PCPA was thus
considered responsible of the decrease in both states of sleep.

Sleep studies in poikilothermic vertebrates are scarce,
although it has beén possible to distinéuish two sleep phases in
reptiles: Quiet sleep (Qs) and Active sleep (As). These phases of
sleep display behavioral characteristics and vegetative changes
similar to those of SWS and PS in birds and mammals. In addition
.to these findings serotonin-containing neurons in the brain stem
of reptiles have been observed. These findings led us to suppose'
the possible existence of serotonergic mechanisms involved in
requlating sleep in these vertebrates. Therefore, the effect of
administration of PCPA both on sleep and~the endogenous content

of 5-HT was studied in the lizard C. pectinata.

Under nembutal anesthesia, four lizards were chronically
implanted in order to obtain brain activity (EEG), electro-
oculogram (EOG), electrocardiogram (EKG) and electromiogram (EMG)
throughout their states of vigilance, Seven days after

postoperative recovery, control polygraphic recordings were made
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during 24 consecutive hours, followed by administration of PCPA
(400 mg/kg/i.p.) and then 72 h recordings were obtained. The
second group compoused by eight lizards were used for
immunohistological study. Three of them were control iguanids and
the other five received PCPA (400 mg/kg/i.p.). They were
transcardially perfused 12 h after PCPA injection under nembutal
anesthesia, with a solution of paraformaldehyde in phosphate
buffer (pH 7.4). The brain stem were removed and the sections,
cut on a cryostat, were analized by means of an
immunohistological technique using a specific antibody to
serotonin, An additional group of 14 lizards was used to
determine 5-HT content in the brain stem. Seven of them were
control animals and the other seven received PCPA (400
mg/kg/i.p.). They were sacrificed by decapitation 12 hours after
PCPA administration and their brain stem was rapidly removed‘and
homogenized. Concentration of 5-HT was measured by  High
Performance Liquid Chromatography.

The results showed that, Qs and AS were reduced in 40 % (p‘<-
0.05) and 64 % (p < 0.05) respectively 24 hours after PCPA
administration. This effect was still observed 48 hours and 72
hours post-PCPA administration. On the other hand, neurochemical
studies showed that brain stem 5-HT content of PCPA-treated
animals decreased by 75 % (p < 0.05), 62 % (p < 0.05) and 65 % (p
< 0.05) when compared to control levels of the medulla
oblongata, pons and midbrain respectively.

This decrease of both Qs and AS observed in C. pectinata

after the PCPA injection is similar to that described in

mammals and birds. Furthermore, the neurochemical experiments



showed that reduction of Qs and As after PCPA administration,
may probably be related to a depletion of 5-HT from

serotoninergic neurons involved in sleep requlation in reptiles.
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INTRODUCCION

El interés por realizar estudios comparativos de las
caracteristicas que 'integran el proceso de dormir surge porque a
pesar de las investigaciones en las que se analizan los posibles
mecanismos reguladores del suenio, no se ha podido ain indicar
claramente la manera como estos interactuan, y mucho menos se ha
podido explicar como es que dormimos.

La mayoria de los estudios del suefio se han realizado en los
mamiferos, organismos que presentan una gran complejidad en su
desarrollo cerebral. Por este motivo, al estudiar el suefio en
ejemplares de representantes de diferentes grupos de vertebrados,
que ocupan una posicidén inferior a la de los mamiferos en la
escala filogenética vy cuyo encéfalo es ménos complejo, se podria
obtener informacidon que pudiera ser esencial para explicar los
procesos basicos que desencadenan el suefilo en 1los vertebrados
"superiores".

Tomando en cuenta lo anterior, resulta importante estudiar
las caracteristicas del suefio en los reptiles, vya que ademas de
que tienen un encéfalo menos complejo que el de los vertebrados
homeotermos, comparten un origen filogenético comin con ellos,
por 1o que es probable que compartan elementos basicos que forman
parte de ciertos fendmenos tan complejos como el sueno.

Si bieh es cierto que el interés de este trabajo se centra
en el estudio del suefio en los reptiles, es importante describir,
como marco de referencia, las caracteristicas electrofisioldgicas
del suefo y los mecanismos que se supone participan en la

generacién de algunos de los fendmenos que se presentan durante



dicho estado en los mamiferos.

Se sabe que casi todos los mamiferos estudiados hasta el
momento tienen plenamente desarrolladas dos fases de sueno, a
excepcidén de los monotremas como el equidna, el cual presenta una
sdla fase (Allison y col, 1972). Tomando en cuenta ciertas
caracteristicas, las dos fases de sueno han recibido diferentes
nombres, la primera de ellas es la fase de suefio lento (SL), la
cual se caracteriza por presentar ondas lentas de alto voltaje.
La sequnda, que es conocida como fase paradodojica de sueno o fase
de movimientos oculares rapidos (MOR), se presenta después de un
periodo de sueno lento, observdndose una transicidén de un patrén
electroencefalografico de ondas lentas vy de gran amplitud a
otro de frecuencia elevada y bajo voltaje, similar al de la
vigilia. Ademds de presentarse cambios en 1la frecuencia vy
amplitud de la actividad cerebral cuando se pasa de un estado de
vigilancia a otro, se aprecian modificaciones en otras variables
fisioldgicas. Por ejemplo, durante la vigilia se obserVan
movimientos oculares numerosos que van disminuyendo en frecuencia
hasta desaparecer cuando se pasa gradualmente de la vigilia a 1la
somnolencia vy sueno lento, para reaparecer abrﬁptamenté durante
la fése de sueno paraddjico, coincidiendo con la desincronizacidn
cortical. Por otra parte, la frecuencia cardiaca también suffe
modificaciones observandose aceleracién al pasar del suefio lento
él sueno paradéjico., La actividad muscular se muestra muy intensa
durante 1la vigilia, reduciéndose progresivamente durante el SL
hasta desaparecer durante el sueno MOR. Al mismo tiempo, ocurren
algunas sacudidas 'musculares que coinciden con otros eventos,

tales como los movimientos oculares rédpidos y movimientos de las



extremidades (Ferrero, 1986).

Por otra parte, estudios realizados por diversoé autores en
gatos, permitieron caracterizar durante el sueno paraddjico unas
espigas de alto voltaje que se registran a nivel del puente
(Jouvet y Michel, 1959), en los nicleos geniculados laterales (
Mikiten vy col, 1961), vy en la corteza occipital (Mouret y col.
1963), a las cuales se les ha denominado ondas PGO (ponto-
geniculo-occipitales).

Durante la fase de suenio MOR se pueden distinguir de manera
general dos tipos de eventos: fasicos y tdnicos. Los primeros son
aquellos que se presentan abruptamente de manera intermitente,
mientras que los segundos estan presentes a lo largo de la mayor
parte del tiempo que dura dicha " fase de  sueno. La
desincronizacién cortical y 1la atonia muscular registradas
durante el suefio MOR, son consideradas eventos todnicos. Mientras
que las ondas PGO, los movimientos oculares répidos, las
sacudidas de 1las extremidades vy misculos faciales, y las
irregularidades cardiorespiratorias observadas también durante el
suefio MOR, son denominados eventos fasicos (Jouvet, 1967, Shouse

y Siegel, 1992).

ATONIA MUSCULAR

Pompeiano (1976), sugirid que la atonia muscular observada
duranté la fase de suefio MOR dependia de la excitacidn ténica de
un sistema inhibitorio supraespinal que inducia la inhibicion
postsindptica tdénica de motoneuronas espinales extensoras vy

flexoras.



Sakai (1985a, b), propuso a dos estructuras supraespinales
como las responsables de la atonia muscular que se presenta
durante el suefio MOR: 1la primera, incluye a los nicleos del

peri-Locus coeruleus alfa y la parte media del locus coeruleus

alfa en el punte, y la sequnda, formada por los nicleos

reticulares magnocelulares en la médula obléngada ventromedial.
Para Sakai, las neuronas del puente desempefian el papel de
neuronas comando, mientras que las neuronas bulbares funcionan
como neuronas relevo. Las neuronas del puente ejercen a través
del tracto lateral tegmentoreticular, influencia excitatoria
sobre las neuronas de los nicleos reticulares magnocelulares, los
cuales ejercen por via el tracto ventrolateral reticuloespinal,
influencia excitatoria sobre intérneuronas espinales
inhibitorias, logrando asi, inducir una inhibicidén generalizada
de motoneuronas espinales. Esta idea ha sido corroborada por
Shouse y Siegel (1992), 1los cuales han reportado la presencia de
suefio MOR sin atonia muscular, en gatos lesionados a nivel de

los nucleos del locus coeruleus alfa y peri-locus coeruleus alfa.

Ademdas de la participacidén de estos nicleos en la generacién de
la atonia muscular, se ha propuesto que los nicleos reticulares
paramediales (Lail y Siegel, 1988), localizados caudalmente a los
nicleos reticulares magnocelulares, y los nicleos reticulares
gigantocelulares (Chase y col. 1986), participan también en la
atonia muscular registrada durante el suefio MOR.

Con respecto a la naturaleza neuroquimica de las neuronas
que participan en la generacidon de la atonia muscular del suefio

MOR, estudios inmunocitoquimicos llevados a cabo en el gato, han



mostrado la existencia de neuronas colinérgicas en el peri-locus

coeruleus alfa y en los nicleos reticulares magnocelulares

(Shiromani vy col. 1987). Mientras que Mitler y Dement (1974),
reportaron que la inyeccidn de sustancias colinomiméticas como el
carbacol inducen atonla muscular en el gato.

Kodama y col. (1992), reportaron que la atonia muscular
generada por la acetilcolina era mediada por dos vias diferentes.
Una via de neuronas glutamatérgicas y colinoceptivas, localizadas
en los nicleos reticulares magnocelulares, que inducen atonia por
medio de la activacidon de interneuronas espinales o0 provocando
directamente hiperpolarizacién de las motoneuronas espinales.
Mientras que para estos autores la otra via estd constituida por
neuronas colinérgicas de los nucleos reticulares paramediales que

inervan a las motoneuronas espinales,

DESINCRONIZACION CEREBRAL |

En 1985 Sakai (a, b), sugirid que estructuras del tallo
cerebral no monoaminérgicas podrian ser las responsables de la
desincronizacidén cortical que se presenta durante la fase de
sueflo paraddjico. Entre estas estructuras se encuentran: a)
neuronas de los nucleos talamicos intralaminares, las cuales
mandan proyecciones a 1la corteza cerebral y b) neuronas
hipotalamicas posteriores que también proyectan a 1la corteza
cerebral por la via extra-talamica, la que puede ser referida
como un sistema difuso de proyeccidén hipotdlamocortical (Sakai,
1985 a, b). Estas estructuras talamicas e hipotalamicas reciben

aferencias no monoaminérgicas localizadas en el tronco cerebral,



como la formacidn reticular, el tegmento pontino dorsal y 1los

nicleos reticulares pontis oralis y caudalis, vy los nicleos del

rafe magno y nucleos reticulares magnocelulares (sakai, 1985 a,
b).

Para este autor, la desincronizacidn cortical registrada
durante el sueno MOR, probablemente es provocada por los sistemas
de proyeccidn talamo-cortical e hipotalamo-cortical, los cuales
deben su activacidén a las estructuras ponto-medulares arriba
mencionadas. Entre dichas estructuras las neuronas de la capa
tegmental'magnocelular, o los nucleos reticulares magnocelulares,
juegan un papel crucial en la generacidn de la desincronizacién
cortical observada durante el sueno paraddjico (Sakai y col.,
1979). Es importante mencionar que segin los reportes de
Vanderwolf y Stewart (1988), Robertson y col. (1991), vy
Vanderwolf (1992), la desincronizacidén del electroencefalograma
se debe a la accién conjunta del talamo y de 1la 'influencia
serotoninérgica y colinérgica a la que esta sujeta la corteza
cerebral de los mamiferos. En relacién a esto, la estimulacién de
neuronas colinérgicas localizadas en los niicleos tegmentales
‘laterodorsales del puente, provoca desincronizacién cortical

(Kayama y col, 1992).

ACTIVIDAD PGO

Sakai (1980), propuso que la actividad PGO de la corteza
cerebral es debida a los impulsos ascendentes que surgen de los
nicleos geniculado laterales, del complejo posterior pulvinar

lateral vy de los nacleos intralaminares, particularmente de los



nicleos centrales laterales. Estos nlicleos talamicos reciben
impulsos excitatorios que se originan en neuronas mesenceféalicas
caudales vy rostrales del tegmento'pontino, especificamente del
drea X, de los nicleos laterales parabraquiales, caudales al &rea
X, de 1los nucleos tegmentales laterodorsales y de 1la parte

rostral de los nicleos del locus coeruleus alfa (Sakai, 1985 b).

Estas agrupaciones neuronales, que han sido consideradas como las
responsables de la generacion de las ondas PGO, y cuya naturaleza
es colinérgica (Steriade y col. 1989; Sakai y col. 1990; Vanni-
Mercier y col. 1991; Steriade, 1992), reciben aferencias
serotoninérgicas del nuicleos del rafe dorsal, y aferencias
noradrenérgicas del tegmento pontino dorsolateral (Sakai,. 1985

b), en donde se encuentran los nicleos del locus coeruleus, del

locus coeruleus alfa, del locus subcoeruleus y de los nucleos

laterales parabraquiales. Sakai (1985 a,b), y Ming-Fung y Siegel
(1990), propusieron que estas'neuronas monoaminérgicas ejercen
‘influencia ténica inhibitoria sobre el sistema ejecutor ‘del
sistema PGO,' por 16 que el cese de la actividad de dichas
neuronas provoca excitacion fasica de las neuronas generadoras de
las PGO, Sin embargo, actualmente se sabe que las neuronas
generadoras de la actividad PGO presentan patrones de descarga
tonicos durante 1la vigilia y patrones de descarga fasica que
anteceden a las ondas PGO que se registran en los nucleos
geniculado laterales durante el sueno MOR (Sakai y col. 1990).
Con estos reportes, se ha propuesto que los mecanismos que
controlan el sistema generador de la acfividad PGO no estan dados
inicamente por el sistema monoaminérgico (Pare y col. 1990). Con

el propésito de entender dicho control se ha registrado la



actividad wunitaria de neuronas localizadas en los coliculos
superiores, en los niucleos parabraquiales y en la capa tegmental
central. En estos estudios, se reportd la existencia de varios
tipos de neuronas generadoras de la actividad PGO en los nilcleos
parabraquiales (Pare y col, 1990; Steriade y col. 1990), las
cuales reciben una influencia excitatoria de las neuronas de los
coliculos superiores y de la capa tegmental central, cuyos
patrones de descarga anteceden a la actividad neﬁronal de dichas
neuronas generadoras.(Pare y col. 1990). Detal forma que existen
células relacionadas con la actividad PGO que’no pertenecen a los
nicleos que Sakai (1980), propuso como las reéponsables de dicha
actividad. Datta y col. (1991), reportaron que un grupo de
neuronas localizadas en la sustancia ggggé incrementan su disparo
neuronal de 70 a 200 ms antes de que se presenten 1as ondas PGO
taléamicas, por lo que también es probable que éstas participen en

la génesis de las PGO.

MOVIMIENTOS OCULARES RAPIDOS

Se sabe que la formacidn reticular. del tallo cerebral
participa en el control de los movimientos oculares rapidos, por
los estudids realizados en los gatos (Yoshida y col. 1982), v en
los monos (Henn y Cohen, 1976). En estos reportes se describe a
una clase de neuronas excitatorias, que descargan justo antes de
que se presenten los movimientos oculares horizontales durante la
vigilia. De tal forma que dicha actividad neuronal ha sido
considerada como un elemento pre-motor que genera los movimientos

oculares (Kaneko y col. 1981). Este mismo autor, describiod la



presencia de descargas neuronales a nivel de una zona localizada
en la parte anterior de los nucleos abducens, que coinciden con
los movimientos oculares y que ha sido denominada a&rea peri-
abducens.

A pesar de que la actividad neuronal del area peri-abducens,
no ha sido analizada de manera extensa durante los movimientos
oculares rapidos que caracterizan al suefo MOR, Siegel vy
Tomaszewski (1983), observaron una serie de potenciales que
relacionaron con los movimientos oculares que registraron en
gatos durante el sueno. De tal forma que estos hallazgos,
concuerdan con lo reportado por Gassel y colaboradores (1965), en
el sentido de la existencia de un grupo de neuronas de los
nicleos abducens que descargan fésicaﬁente justo antes de que
se presenten los movimientos oculares de la fase de suefio
paraddjico.

Por otro lado, se ha reportado que un grupo de neuronas
localizadas en la parte central del tegmento pontino, y que no
corresponden al area peri-abducens, descargan justo antes de que
se presenten los movimientos oculares rapidos del suefio MOR
(Pivik y col. 1977). Pompeiano (1980), indicdé que dichas neuronas
participaban en la orientacidon de 1los movimientos oculares
observados durante el sueno paradojico.

Otro grupo de neuronas gque se ha relacionado con los
movimientos oculares rapidos que se observan durante la fase de
suefio MOR, se localizan en los nucleos intralaminares del tdlamo,
las cuales participan de manera activa en la generacidén de dicho

fenémeno fasico (Marini y col. 1992).



SACUDIDAS MUSCULARES

Fuertemente relacionadas con la presencia de los movimientos
oculares rapidos que se registran durante el suefio paraddojico, se
encuentran las sacudidas musculares fadsicas que se observan
principalmente en la cara y en las extremidades de los
organismos.

Estudiando la actividad unitaria a nivel de la formacioén
reticular, se ha relacionado la actividad de cierto grupo de
neuronas pontomedulares con las sacudidas musculares que se
preséntan durante el suefio MOR (Siegel y Tomaszewski, 1983). Por
otro lado, Vertes (1979) describid, en ratas en libre movimiento,
a una poblacidén de células a nivel de la formacidn reticular, que
descargaban fasicamente durante los movimientos registrados en el
suefio paraddojico durante la vigilia. Estas neuronas, descritas
por Vertes (1979), se localizan medialmente a 1los nicleos

faciales, y su actividad se ha asociado con los movimientos

faciales de la vigilia y con las mioclonias faciales registradas

durante el suefio. De tal forma que durante la vigilia, dichas
neuronas disparan de manera aislada, mientras que durante él
suefic paraddéjico estas mismas neuronas descargan en rafagas
intensas, que se interrumpen por periodos de longitud variable.
En otros estudios, | Siegel vy colaboradores (1983),
registraron un aumento en el disparo de un grupo de neuronas

localizadas en los nucleos reticulares pontis caudalis y giganto

celulares. Dicho aumento coincide, seguin lo reportado, con los
movimientos faciales que aparecen durante la vigilia y el suefio
MOR. Con base en estos estudios, se ha llegado a la conclusidén de

que la mayoria de las células que descargan fasicamente durante
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las mioclonias registradas en el suefio MOR, estan localizadas en
una region comprendida entre los niucleos abducens y los ndcleos
faciales, 1la cual corresponde a la parte caudal de los nuicleos

pontis caudalis y de los nicleos gigantocelulares (Vertes, 1984).

IRREGULARIDADES CARDIO-RESPIRATORIAS

Cambios  cardiovasculares vy respiratorios se presentan
durante el suefio paraddjico, los cuales estdn asociados con los
eventos motores fdsicos que ocurren durante este estado de sueno,
a saber, los movimientos oculares rapidos y las mioclonias.

Especificamente, durante el suefio MOR la respiracién se hace
profunda e irreqgular (Sullivan, 1980), mientras que la frecuencia
cardiaca muestra incrementos fasicos (Mancia y Zanchetti, 1980).

Aunque se sabe de la gran complejidad de los mecanismos que
controlén a nivel del sistema nervioso central las funciones
respiratoria y cardiovascular, existen datos que sugieren Que las
fluctuaciones cardio-respiratorias que se observan durante el
suefio estdn mediadas por el complejo parabraquial. De tal forma
que Kﬁox y King (1976), reportaron que las neuronas del‘complejo
parabraquial medial, consideradas como el centro pneumotéaxico,
exhiben cambios en su actividad, 1los cuales se cdrrelacionén con
las fluctuaciones cardio-respiratorias del sueio (Harper y Sieck,
1980). Por otro lado, se ha mostrado que la estimulacién del
complejo parabraquial provoca elevacién significativa en la

presién sanguinea y en la frecuencia cardiaca (Mraovitch y col.

1982).
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Sieck y Harper (1980), registraron neuronas parabraquiales
en el gato, vy describieron a una poblacidén de células que
descargaban en asocilacidn con el ciélo cardiacao durante el sueno
MOR. Ademas, estos autores reportaron que la actividad de un
subgrupo de neuronas mediales parabraquiales, se correlacionaba

con la actividad respiratoria y cardiaca, por lo que propusieron

que dicha agrupacién neuronal pudiera funcionar como un centro
integrador de los fendmenos cardiacos y respiratorios que se

observan durante el sueiio.

De todo 1lo anteriormente expuesto, se concluye dque 1los
fenémenos fasicos vy ténicos que acompafian al suefio paraddjico,
al parecer son controlados por diferentes agrupaciones neuronales

localizadas a lo largo del tronco cerebral (Fig a).
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Figura a. Corte parasagital del tallo cerebral del gato en donde
se localizan las capas tegmental central (CTC); tegmental
magnocelular (CTM) vy tegmental gigantocelular (CTG); y los
nicleos locus coeruleus (LC); locus coeruleus alfa (LCa);
parabraquiales laterales (PBL); parabragquiales mediales (PBM);
reticulares gigantocelulares (NGC); peri-locus coeruleus alfa
(peri-LCa); reticulares caudales pontinos (NCP); reticulares
orales pontinos (NOP); area X (X); grisium central (GC); braquium
conjuntivo (BC); reticulares tegmentales pontinos (NTP) ;
reticulares magnocelulares (Mc); abducens (NA); y reticulares
paramediales (NPM). (Modificado de Vertes, 1990).

13



PROPUESTAS SOBRE LA GENERACION DEL SUENO

Aungque aun no se ha podido explicar de manera satisfactoria,
gque mecanismos son los directamenterresponsables de la iniciacidn
del sueno, numerosos Iinvestigadores han propuesto y apoyado
toerias de diversa naturaleza, con las que se ha tratado de
entender el origen de este fendmeno. Por ejemplo, existen teorias
conductuales (Aristoteles y Claparéede, citados por Horne, 1988),
humorales (Pieron, 1913), <colinérgicas (Herndndez-Pedn, 1962;
Velazquez-Moctezuma y col. 1991; Semba y Fibiger, 1992; Luebke y
col. 1992; Kayama y col. 1992), monoaminérgicas (Jouvet, 1967),
neurofisioldégicas (Sakai, 1985 a, b), y peptidérgicas (Inoué y
col. 1988; Zaphiropoulos y col. 1991), entre otras.

Es evidente que todas las teorias expuestas hasta el momento
no pueden explicar enteramente los mecanismos generadores del
ciclo suefio-vigilia, por lo que es dificil integrarlas en una
sola teoria, ademids de que entre ellas existen discrepancias. Sin
embargo, resulta interesante considerar la teoria monoaminérgica
del suefio propuesta por Jouvet en 1967, porque ha originado
una gran cantidad de investigaciones con las que se ha tratado de
entender cual es el papel de las monoaminas en el sueio.

En esta teoria se proponia originalmente que la serotonina
producida en los nucleos del rafe dorsal y central intexrvienen eh
la instalacidén y mantenimiento del sueno de ondas lentas,
mientras que los nucleos del rafe magno participan en la
instalacién del suefio MOR, el cual es mantenido por la

- noradrenalina generada en los nicleos del locus coeruleus.

La concepcidén original de la teoria monoaminérgica no es

apoyada entre otras cosas, por que las agrupaciones neuronales
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monoaminérgicas aumentan su actividad durante la vigilia y se
inactivan durante el suefio (Fornal y col. 1985; Rasmussen y col.
1986). Por otro lado, existen datos que muestran que la
serotonina desemperia un papel importante en la regqulacidén del

suefio. Dichas datos experimentales se pueden resumir en:

1) La destruccidéon de los nacleos del sistema del rafe,
produce insomnio total seguido de una recuparacidn progresiva
después de 10 6 12 dias de su destruccidén (Jouvet vy Renault,

1966; Jouvet, 1969).

2) La inhibicidén de la sintesis de serotonina causada por la
aplicaCién de paraclorofenilalanina (PCPA), produce un insomnio
total, que es sequido de una recuperaciéﬁ progresiva de sueno de

ondas lentas y de sueno MOR (Jouvet, 1969).

3) La administracién del precursor inmediato de la 5-HT, el
-S—hidrOXitriptofano (5-HTP), restablece el suefio de ondas lentas
y el sueiio paradéjico'en animales pretratados con PCPA (Petitjean
y col. 1980; Denoyer y col. 1989; Touret y col. 1991; Mexicéno
y col. 1992). |

4) La administracién de 5,6-dihidroxitriptamina (5,6-DHT),
sustancia neurotodxica para neuronas serotoninérgicas, produce
desaparicidén de las dos fases de suefio descritas en los mamiferos
(Froment y col. 1974).

Ademas de estas evidencias, existen una gran cantidad de
trabajos en los que se utiliza a la PCPA como una herramienta

para provocar insomnio, vy observar posteriormente el efecto que
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sobre éste tienen varias substancias, como por ejemplo 1la
colecistoquinina (Prospéro-Garcia y col. 1987), el carbacol
(Drucker-Colin vy Prospéro—Garcia; 1988), y el flunitrazepam
(Hilaire-Kafi y Gaillard, 1988).

Otros de 1los trabajos que apoyan la participacién de 1la
serotonina en la requlacidén del sueno son los realizados por Gao
y col., (1992) y Schenck y col. (1992), en los que reportaron que
después de administrar un inhibidor de la recaptura de serotonina
(fluoxetina), las fases de sueno de los mamiferos sobre los que
trabajaron se vieron disminuidas. Ademds, Silhol y col. (1992),
reportaron una disminucidn en las fases de sueho de ratas a las
que les inyectaron un antagonista del receptor 5-HT2
(ritanserina).  Debido | a estos resultados, estos autores
propusieron que dichos receptores serotoninérgicos participan en
la regulacion del sueno, hecho que también ha sidb propuesto por

Stutzmann y col. (1992).

Resulta importante mencionar que los reportes de Morin vy

Blanchard (1991 a,b), Prosser y col. (1992), y Medanic y Gillette
(1992), indican que la serotonina ademas de participar en la
regulacion de las fases de sueinio en los mamiferos, interviene de
manera importante en la modulacidn de los ritmos circadicos de
estos vertebrados homeotermos.

Por otra parte, existen en la literatura algunos trabajos
cuyos resultados cuestionan 1la idea de 1la participaciodn
serotoninérgica en la requlacidon del sueno. Jacobs y Jones
(1974), reportaron Que las lesiones electroliticas efectuadas por
Jouvet y Renault (1966), no s0lo destruyen a las neuronas

serotoninérgicas de 1los niucleos del rafe, sino también a las
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fibras del fasciculo longitudinal medial y a las demds neuronas
no serotoninérgicas que se localizan en dichos nicleos. Ademéas,
estos autores comprobaron que las lesiones efectuadas por Jouvet
(1969), afectan a la parte media de la formacidn reticular. Por
otro lado, se ha reportado que la lesidén de los nicleos del rafe
en ratas y gatos recién nacidos y adultos (Adrien, 1976; Juvancz,
1980), no altera significativamente los patrones de suefo, a
pesar de que con dichas lesiones disminuyeron los niveles de
serotonina cerebral. Ademas de estos trabajos, Rechtschaffen vy
colaboradores (1973), reportaron que la administracidén de PCPA en
ratas no altera de manera significativa el sueno, mientras que
" Ross y col. (1976) no observaron alteraciones en los niveles de
suefio después de inyectar 5,7-DHT. Reciéntemente, Sommerfelt y
Ursin (1991), reportaron que la administracidon en gatos de drogas
que inhiben la recaptura de serotonina, no producen alteraciones
en sus fases de suefo.

En relacidn al aumento en la actividad de las neuronas
serotoninérgicas durante la vigilia y su disminucién durante el
suefio, Jouvet (1988), propuso . que la serotonina liberada
durante la vigilia inducia en el hipotalamo  ventral, la
produccién de un factor hipnogénico, el cual seria el encargado
directo de poner en juego a las estructuras responsables de
ciertos signos electroencefalograficos, tales como: los husos de
suefilo, las ondas lentas talémicas y corticales, y ademds de 1la
secrecién aumentada de la hormona de crecimiento durante el
sueno.

Se ha detectado, a través de técnicas voltamétricas, que
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durante el sueno se presenta aumento del metabolito directo de
la 5-HT (el acido 5-Hidroxiindolacético), en comparacién con el
detectado durante la vigilia (Cespuglio y col. 1990). Con este
hallazgo, se ha propuesto que durante el suefio hay liberacién de
5-HT a nivel dendritico, 1la cual pudiera ser la responsable, a
través de procesos auto-inhibitorios, de la disminucién vy
abolicidén de 1la actividad neuronal serotoninérgica observada
durante el suefio (Cespuglio y col. 1990; Houdouin y col. 1991 a).

En estudios electrofisioldgicos realizados por Limberger vy
col. (1991), Haj-Dahmane y col. (1991), y O'Connor y Kruk (1992),
se ha reportado que la serotonina puede por si misma controlar la
actividad de las neuronas serotoninérgicas de los nicleos del
rafe dorsal. Estos autores, indicaron:.que la aplicacidén de
serotonina en las neuronas de dichos nlicleos provoca una
disminucién en su actividad neuronal, lo cual apoya la idea de
Cespuglio y col. (1990), vy Houdouin y col. (1991 a), vy ademas
cohstituyen una evidencia de la existencia de autorreceptdres
‘presinapticos serotdninérgicos localizados en el soma y/o
~dendritas de las neuronas de los nﬁcleos del rafe dorsal.

Asi, el suefo pudiera iniciarse como resultado de ‘la
influencia combinada de 1la 5-HT libérada por las terminales
dendriticas durante el suefio, y el factor hipnogénico sintetizado
por las neuronas del hipotdlamo ventral, como consecuencia del
aumento en el disparo de las neuronas serotoninérgicas observado
durante la vigilia (Denoyer y ccl. 1989; Jouvet, 1988; Cespuglio
y col, 1990; y Houdouin y col. 1991 b). Lo anterior confirma la
intervencidén de la serotonina en la regulacidén de los estados de

vigilancia.
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SUENO EN VERTEBRADOS HOMEQTERMOS

El estudio comparativo del suefio en los diferentes grupos de
vertebrados, pudiera aportar informacidén importante para poner en
claro el papel bioldgico que desempefia dicho fendémeno. Por eso,
es conveniente describir de manera panordmica las caracteristicas

con las que se presenta el suefio en los vertebrados.

SUENO EN MAMIFEROS

Como ya se menciond, actualmente es un hecho bien
establecido que los mamiferos que pertenecen a la subclase de los
Therianos (marsupiales y placentarios), presentan una fase de
sueno lénto (SL) y otra fase de suefio paraddjico (SP) o MOR, las
cuales han alcanzado su maxima complejidaa en el ser humano, en
el que se  presenta un fendmeno psicofisioldégico denominado
ensofnaciones, y que aun no ha sido bien comprendido.

Los marsupiales estudiados son: 1la =zariglieya Didelphis

marsupialis (Vvan Twyver y Allison, 1970); el marsupial

australiano Trichosurus vulpecula (Lopresti y Mc. Ginty, 1970),

y la rata canguro Potorous apicalis (Astic y Royet, 1974).

En el grupo de vertebrados placentarios, denominados
insectivoros, se tienen los estudios de suenno efectuados en el

erizo europeo Erinaceus europeanus (Toutain y Ruckebusch, 1975),

Yy en los topos Scalopus aquaticus y Condillura cristata (Allison

y Van Twyver, 1970).
Con respecto a los mamiferos placentarios del orden
Chiroptera, Brebbia y Pyne (1972), describieron en el murciélago

Myotis lucifuqus tanto la fase de SL como la de SP.
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Dentro del grupo de los carnivoros se puede citar el estudio
clasico de Jouvet, (1967), en el que describe las fases de suefio

del gato Felis catus, vy los trabéjos de Dallaire y Ruckebusch

(1974), realizados en el zorro Vulpes vulpes.

En los mamiferos ungulados, Ruckebusch (1963), determiné que
los rumiantes como la cabra y la vaca, presentan claramente
dos fases de suefio, por lo que la idea de que estos animales no
tenian suefio MOR por el regurgitamiento del alimento, quedd
desechada. En otro grupo de ungulados, al que pertenecen el
caballo y el burro (perisodactilos), Ruckebusch y col. (1970),
describieron las dos fases de sueno encontradas en los demas
mamiferos.

En proboscideos como el elefante, sdlo se han hecho estudios
de tipo conductual, en los que se han observado las dos fases de
‘suefio., Durante el suefio MOR se presentan manifestaciones‘motoras
consistentes en descargas de movimientos oculares répidos,
sacudidas musculares, movimientos de ‘la cola y patas, Y
respiracién irregular (Hartmann'y,col 1968; Tobler,1992)

Existeh reportes que indican la manera como se presenta el
suefio en 1os'mamiferos marinos (Mukhametov, 1990). En los
cetaceos (ballenas y delfines), se presentan patrones cerebrales
que suponen una asimetria interhemisférica, como si cada
hemisferio funcionara como un cerebro independiente (Oleksenko vy
Mukhametov, 1991). lEn los estudios realizados en la ballena

piloto Globicephala scammoni (Serafetinides y col. 1972), se

registro dicha asimetria durante la vigilia pasiva y el suefo, la
cual desaparece durante la vigilia activa. En los delfines de la

especie Tursiops truncatus (Mukhametov y col. 1977), se observd
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que mientras un hemisferio presenta actividad cerebral semejante
a la registrada durante el SL, el otro hemisferio presentdé una
actividad rapida y de baja amplitud, que podria corresponder a un
estado de vigilia o a una fase de SP. Lyamin (1991), reportd que
las focas de la familia Otariidae dormian sobre la superficie del
agua, mientras que las de la familia Ohocidae lo hacian bajo el
agua.

En el grupo de los desdentados como el armadillo, también se
han observado las fases de Sueﬁo descritas para otros mamiferos
(Prudom y Klemm, 1973).

En 1los mamiferos del orden Rodentia se han realizadd gran
cantidad de estudios relacionados con sus estados de vigilancia,
por lo que su actividad hipnica es bien;conocida ( Rosenberg vy
col. 1976, 1979; Van Gool y col., 1987; Martiny col. 1990;
KrilowiCZ y col, 1991). Por otro lado, los estudios de Pivik y
col. (1986), Tobler y col. (1990), en los lagomorfos (liebres y
conejos), han revelado que estos organismos también presentan dos
fases de sueno.

Finalmente, los estudios en los primates, incluyendo al
hombre, han puesto de manifiesto que en estos organismos también
se presentan dos fases de suefio con caracteristicas conductuales
y electrofisioldgicas propias (Freemon y col. 1971; Turner,
1984).

En el otro grupo de mamiferos, perteneciente a la subclase
de los Prototherianos, so0lo el equidna se ha estudiado, el cual
inicamente presenta la fase de sueno de ondas lentas (Allison vy

col. 1972).
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SUENO EN AVES

En estos verebrados, 1la vigilia se divide en un estado
activo y otro pasivo, en los que la actividad cerebral es rapida
Yy de baja amplitud. Después de la vigilia pasiva se presenta la
primera fase de suefio, equivalente al SL de los mamiferos, en
donde 1la actividad cerebral se lentifica, y es interrumpida por
periodos pequenos de 4 a 12 segundos, en los que la actividad
cerebral se desincroniza. Estas interrupciones corresponden a la
fase de SP (Vasconcelos-Duefias vy Ayala-Guerrero, 1983).

Entre los estudios de suefio en estos vertebrados estan: Los

efectuados en los halcones Buteo jamaicensis arborealis vy

Herpetotheres cachinnans chapmanni (Rojas-Ramirez vy Tauber,

1970), en la paloma Zenaida aslatica (Ayala-Guerrero Y

Vasconcelos-Duenas, 1988) en el perico Aratinga canicularis

(Ayala Guerrero y col. 1988 b; Mexicano y col. 1992), en el buho

Strix aluco (Susic y Kovacevic, 1973), en el pato 'Anas

platyrhynchos (Vasconcelos-Duefias y Ayala-Guerrero, 1983), vy en

el pollo Gallus domesticus (Schlehuber y col. 1974).

EL SUENO EN LOS VERTEBRADOS POIQUILOTERMOS

SUENO EN PECES Y ANFIBIOS

Los estudios electrofisioldgicos realizados en peces vy
anfibios, tendientes a mostrar la existencia de alquna de las dos
fases de suefio descritas para los vertebrados homeotermos, son
muy pocos por lo que no se han podido encontrar variaciones

significativas en el EEG durante sus diferentes estados de
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vigilancia. Sin embargo, si se ha observado una disminucién en
el tono muscular y en la frecuencia respiratoria de estos
organismos cuando muestran un reposo conductual (Karmanova y col.

1976; Vorov y col. 1977; Lazarev, 1978)

SUENO EN REPTILES

Para analizar los estados de vigilancia en los reptiles, se
presentan serios problemas interpretativos que han dado origen a
resultados confusos Y contradictorios. Esto se debe
principalmente a que desde el punto de vista
electroencefalografico, no se han encontrado en 1los reptiles
evidencias claras de la presencia de alguna de las dos fases
de suefio descritas para los mamiferos. Sin embargo, no hay que
olvidar que el encéfalo de ambos grupos de organismos no tiene el
mismo grado de complejidad, motivo suficiente para encontrér
diferencias en los patrones cerebrales que se registran duranté
Sus estados de reposo-actividad. Es preciso mencionar que estas
diferencias no impliéan la falta de sueflo, sino la carencia en
los reptiles de ciertas estructuras cerebrales que en 165'
mamiferos se activan durante el suefio. Filogenéticamente los
reptiles, las aves vy los mamiferos cdmparten un origen coman
(Figura b), a partir del cual cada grupo de oréanismos siguid una
linea evolutiva independiente, hasta alcanzar el grado de
desarrollo gue tienen los representantes actuales de estos
vertebrados (Romer vy Parson, 1982). Por este motivo es muy
probable que dichos grupos de vertebrados compartan ciertas
funciones y fendmenos fisiologicos, entre los que se encuentra el

sueflo, pero con diferentes grados de complejidad.
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En la literatura existen reportes electrofisiolégicos
llevados a cabo en algunos reptiles, en los que se aportan
evidencias sobre lé presencia de una o de dos fases de sueio.
Asi, estan los trabajos realizados en el orden Crocodrilia
(Flanigan vy col, 1973; Warner y Huggins, 1978). En el orden
Quelonia (Flanigan y col, 1974; Friedman-Saavedra, 1982; Ayala-
Guerrero, 1987; Ayala-Guerrero y col, 1988a). Y en el orden
Squamata (Flanigan, 1973; Ayala-Guerrero y Vargas-Reyna, 1987;
Huntley, 1987; Huitr6n~Résendiz y Avala-Guerrero, 1991; Huitrdn-

Reséndiz y col. 1992).
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Muchos ordenes de mamiferos actuales

incluidos 1los

primates | Aves
neognatas
Marsupiales T‘////ﬁ
Monotremas Mamiferos placentarios Aves
(insectivoros) paleognatas
Mamiferos primitivos * Aves
(terapsidos) primitivas *
N (Archaeopteryx) <]
Lagartos Tortugas Cocodrilos
A L QK\\\\
Serpientes
Pelicosaurios *
(Dimetrodon)
///////;7 - Dinosaurios|*
Sphenodon Arcosaurios ¥
Reptileé primitivos *

(Cotilosaurios)

Anfibios

!

primitivos *

(Laberintodonto)

* Extinguido

Figura b. Modificado de Romer y Parson, 1982,

ANTECEDENTES DEL SUERNO EN

Ctenosaura pectinata

En los estudios electrofisioldgicos Y

conductuales

realizados en la iguana Ctenosaura pectinata, se han identificado

4 estados de vigilancia: 1} la vigilia activa (VA), durante la

25



cual las iquanas permanecen en constante actividad; 2) 1la
'vigilia pasiva (VP), en la que los reptiles permanecen
totalmente quietos con los ojos abiertoé; 3) una fase de sueio
pasivo (SP); vy 4) una fase de suefio activo (SA), (Flanigan,
1973; Ayala-Guerrero y Huitrdén-Reséndiz, 1991 a, b).

Segin lo reportado por estos autores, durante la vigilia
activa las iguanas presentan actividad eléctrica cerebral rapida
y de amplitud elevada, mientras que la actividad ocular, el tono
muscular vy las frecuencias cardiaca y respiratoria alcanzan sus
valores méaximos. Durante este estado de vigilancia, los reptiles
permanecen en estado de alerta, con el cuerpo separado del piso
de la camara de registro y en continuo movimiento.

Con respecto a la vigilia pasiva, ;la actividad cerebral

registrada presenta caracteristicas similares a las del estado

de vigilia anterior. Sin embargo, 1la actividad ocular, el tono

muscular vy las frecuencias cardiaca y respiratoria disminuyen de

manera importante. Conductualmente los organismos permanecen

quietos con los ojos abiertos, y su cuerpo lo descansan sobre el

piso de la camara de registro. La cabeza la mantienen erguida,
moviéndola de manera lateral vy ocacional (Ayala—Guerrero Y
Huitrén-Reséndiz, 1991 b).

Durante la fase de suefio pasivo, que siempre antecede a 1la
fase de suefno activo, los reptiles presentan actividad cerebral
de baja amplitud y baja frecuencia. Por otro lado, los
movimientos oculares que se registran durante la vigilia
desaparecen, y la actividad muscular, la actividad cardiaca y la

actividad respiratoria, tienden a disminuir. Conductualmente 1los
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animales permanecen quietos con.lé;cabeza y el cuerpo sobre la
camara de registro, y con los ojos cerrados, |

En nuestro laboratorio (Ayald-Guerrero y Huitrén-Reséndiz,
1991 b), hemos reportado que durante la fase de sueno activo de

C. pectinata las ondas del EEG fueron répidas y de amplitud

elevada, similares a las registradas durante la vigilia.
Simultdneamente con esta actividad se registraron rafagas de
movimientos oculares rapidos, mientras que la atonia‘ muscular
observada durante la fase de sueno anterior, se vid interrumpida
por sacudidas musculares. Durante esta fase de sueho se
observaron arritmias cardiacas y respiratorias, mientras que
conductualmente las iguanas permanecieron con los o0jos cerrados y
el cuerpo totalmente relajado.

Ademds de los estudios electrofisioldégicos realizados en

Ctenosaura pectinata, se han llevado a cabo estudios de tipo

hiStolégico a nivel del tronco cerebral sindo identificadas las
neuronas que constituyen a los nilcleos del rafe, los cuales se
distribuyen exactamente en la parte central del tronco cerebral
desde el mesencéfalo hasta la parte posterior del bulbo (Ayala-
Guerrero y col. 1991).

Estos hallazgos aunados a la identificacidn de serotonina en

los nlcleos del rafe de C, pectinata a través de técnicas

inmunocitoquimicas (Ayala-Guerrero y col. 1991) , nos permiten

plantear lo siguienteﬁ
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OBJETIVO
Analizar el efecto de la paraclorofenilalanina (PCPA), sobre

el sueno de la iguana Ctenosaura pectinata. Correlaciondndolo con

el contenido de serotonina de los nucleos del rafe.

HIPOTESIS
Debido a que se han identificado neuronas serotoninérgicas

en los nicleos del rafe de C. pectinata y considerando que las

fases de sueno de este reptil son andlogas a las fases de suefo
de los mamiferos, es de esperarse que al administrar un inhibidor
de la sintesis de serotonina como la PCPA, se altéren sus
patrones normales de suefio como consecuencia de la disminucién de

‘dicho neurotransmisor en los nicleos del rafe.
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MATERIAL Y METQODOS
El disefo experimental se dividié en tres partes: 1) estudio
electrofisiolégico de los estados de vigilancia antes y después

de la administracidn de PCPA, 2) estudio inmunocitoquimico, y 3)

estudio neuroquimico.

Estudio electrofisioldgico.

El trabajo, se 1llevd a cabo en 4 iguanas adultas de la

especie (Ctenosaura pectinata, cuyo peso oscild entre los 900 vy
1200 gramos. Estos reptiles aparentemente sanos, pasaron por un
periodo de adaptacidén no menor a 30 dias a las condiciones del
laboratorio, bajo condiciones de iluminacidén y temperatura medio
ambientales. | |
Al finalizar el periodo de adaptacién, las igquanas fueron
anestesiadas por via intraperitoneal, con pentobarbital sédico a
una dosis de 35 mg/kg. Enseguida se procedié a la implantacidn,
de 7 electrodos de acero inoxidable constituidos por agujas
hipodérmicas de longitud aproximada de 5 mm para el registro
crénico de la actividad cerebral y ocular, y de 2 electrodos
hechos c¢on grapas quiraOrgicas para el registro del EMG de los
misculos de cuello. La técnica de implantacidén se realizd de '1a
siguiente manera: Anestesiado el animal se hizo una limpieza con
alcohol de la zona de implantacidén, posteriormente se trepanaron
4 orificios en el hueso parietal del créneo, 2 a una distancia de
1.5 mm hacia adelante del ojo pineal, y 2 a 1.5 mm hacia atrés.
Cada uno de los orificios se encontraba también a 1.5 mm lateral
a la linea media. En dichos trépanos se colocaron los electrodos

que registraron la actividad eléctrica de los hemisferios
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cerebrales en su porcidén anterior y en su porcidn posterior
(EEG). De 1la misma forma, se hicieron 2 orificios en el hueso
frontal, uno exactamente arriba de cada ojo, en donde se
colocaron los electrodos para captar la actividad ocular (EO0G).
Un séptimo orificio se realizdé en la parte mds anterior de dicho
hueso, y'en €l se introdujo el electrodo que se refirio a tierra.

Una vez colocados los 7 electrodos, se fijaron con acrilico
- dental, junto con el conector al que se soldaron.

Para colocar los electrodos de grapa quiridrgica, se hizo una
incisién en la parte dorsal del cuello del animal por donde se
introdujeron dichos electrodos, para poder registrar la
actividad muscular (EMG).

Es preciso mencionar que estos misﬁés electrodos sirvieron
'para registrar la frecuencia cardiaca (EKG).

Después de la intervencidn quiridrgica, los animales se
dejaron recuperar durante 7 dias en la cdmara sonoamortiguada en
la'.que se llevaron a cabo 1los registros. Dicha fase de
recuperacién' se realizdé con un periodo de iluminacién de 12
horas de 1luz (iniciando a 1las 8:00 Hrs.) por 12 horas de
obscuridad, y a temperatura medio ambiental. Durante las 12 horas
de obscuridad se instald un foco rojo de 25 w, con el propésito
de observar la conducta de los animales.

Los registros poligraficos controles se llevaron a cabo
durante un periodo de 24 horas continuas en un
electroencefaldégrafo marca Grass modelo IIID de ocho canales a
diferentes velocidades de registro (3 mm/seg; 6 mm/seqg; 12

mm/seg). Posteriormente, a 1las 20:00 Hrs se les aplicdé a 1las
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iguanas una dosis de 400 mg/kg (ip) de PCPA. Bajo esta condicién
se llevaron a cabo los registros durante 72 horas continuas en
las mismas condiciones de iluminacién Yy temperatura que la de
los registros controles. El hecho de aplicarles la PCPA al inicio
de la fase obscura, se debid a que el andlisis de los registros
controles mostrdé, que las  fases de suefio en estos reptiles se
presentan preferentemente durante la noche. |

La identificacidén de los trazos se realizd visualmente y en
€llos se cuantificdé la cantidad total de tiempo invertido en cada
una de los diferentes estados de vigilancla observados, ademas se
obtuvo el porcentaje, la duracidn promedio y la frecuencia de
cada uno de éstos. Para determinar las posibles diferencias
estadisticamente significativas entre los.resultados controles vy
experimentales se realizd una prueba paramétrica de t de Student.

La caracterizacidén de la fase de sueno que fue cuantificada
como MOR en los reptiles del presente estudio, se dio en baSe a:
1) Su aparicién después de largos periodos de suefo pasivo,‘tal Y
como sucede en los mamiferos, donde se presenta después de largos_
periodos de sueno 1ento,' coincidiendo con una marcada
inmovilidad conductual. 2) Automatismos motores generalizados que
incluyen movimientos corporales de las extremidades, de la cola,”
Y cabeza, ademas de movimientds de masticacidn. Dichas
manifestaciones motoras también son caracteristicas del suefio MOR
de los mamiferos. 3) Aparicién de movimientos oculares. 4)
Arritmias en la actividad cardiaca y respiratoria, tal y como
se ha descrito en homeotermos, y 5) sacudidas fasicas de los

misculos de las extremidades y/o cabeza, y/o cola.
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Resumiendo él disefio experimental del estudio

electrofisioldégico se tiene:

SE UTILIZARON 4 IGUANAS
(C. pectinata)

1\
HABITUACION (30 DIAS)

v
IMPLANTACION DE ELECTRODOS
(EEG, EOG, EMG, EKG)

RECUPERACION POST-OPERATORIA
(7 DIAS)

|

REGISTRO CONTROL
(24 HRS CONTINUAS)

l

INYECCION DE PCPA
(400 mg/kg/i.p.)

l

REGISTRO EXPERIMENTAL
(72 HRS CONTINUAS)
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Estudio inmunocitoquimico.

El estudio se realizdé en 8 ejemplares adultos de la iguana

Ctenosaura pectinata. A 5 de estos organismos se les aplicdé una
dosis de 400 mg/kg (ip) de para-clorofenilalanina (PCPA),
mientras que los 3 restantes no se vieron sujetos a ningun tipo
de tratamiento.

Doce horas después de inyectada la PCPA, se 1llevd a cabo la
perfusidon de las iguanas, la cual se realizd6 de la siguiente
manera: las iguanas se anestesiaron con nembutal a una dosis de
35 mg/kp (ip), posteriormente se realizd una incisién en la
regién  ventral a nivel del torax, a través de la cual se
‘introdujo un separador para desplazar un poco las costillas vy
dejar al descubierto el corazdn, por donde se introdujo, a nivel
del ventriculo, una aguja hipodérmica del numero 22 por la que se
pe:fuhdié al reptil con 200 ml de solucidén salina, para sustituir
a la sangre que se drend por una incisién hecha en la‘ auricula
~derecha. |

Posteriormente, la perfusidén se realizd con 500 ml de
paraformaldehido al 4% en una solucidén salina amortiquada a pH
7.4 (PBS).

Después de la perfusidén se extrajo el encéfalo, se
identificaron sus partes constitutivas, vy se separé 1la =zona
correspondiente al tronco cerebral, el cual se colocd en la
solucidén de paraformaldehido en PBS durante 3 horas para su
posfijacioén., Al finalizar dicho tiempo, el tejido se sumergié
para su crioproteccidén, en una solucidén de sacarosa al 20%
durante un tiempo no menor a 15 dias.

Posteriormente, el tejido se montdé en la platina de un
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criostato (American Optical), y se congeld rapidamente con
acetona y hielo seco. Se realizaron cortes transversales del

tejido con un grosor de 19 micras a una temperatura de -20 grados

centligrados.
Los cortes se colocaron en una solucidn de bloqueo

constituida por suero normal de cabra (10%), PBS al 0.3% vy
albimina al 1%, durante 2 horas.

Después de lavar los cortes con PBS y Triton X-100, se
incubaron con el primer anticuerpo (IgG de conejo anti-
serotonina), durante 24 horas en una cadmara himeda a 4 grados
centigrados. |

Previo lavado del ‘tejido con PBS-Triton, se realizo
nuevamente un bloqueo de manera similar a como se describidé maés
arriba.

Una vez lavados los cortes, se incubaron con el segundo
anticuerpo (anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa), durante
2 horas a temperatura ambiente en una camara himeda.

Luego de esta dltima incubacién, el tejido se lavo ‘y se
reveld con una solucidén de 3,3-diaminobenzidina al 0.05%,
peridrol al 0.01% y 20 ml de PBS durante 8 minutos en obscuridad.
Los cortes se lav;ron Yy se colocaron en portaobjetos gelatinados
en donde se montaron con resina, para su observacidn posterior en
un microscopio de luz American Optical.

La especificadad del método inmunocitoquimico fue comprobada
a través de dos grupos controles: A) Control negativo. En este
caso, la especificidad de 1la inmunorreaccién fue examinada
incubando al tejido con suero normal de conejo a una dilucidén de

1:100, bajo las mismas condiciones en las que se realizaron las
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incubaciones con el IgG de conejo anti-serotonina. Después de
los lavados correspondientes con PBS-tritén y de su incubaciodon en
el suero de bloqueo, este tejido control se incubd con el sequndo
anticuerpo (anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa), durante
los mismos tiempos y condiciones que el tejido experimental. B)
Control positivo. En este caso se utilizaron células cebadas de
traquea de la iguané de este estudio, las cuales se caracterizan
por su alto contenido de serotonina. Este tejido se incubbd
primero con IgG de conejo anti serotonina, vy posteriormente con
el ant IgG de conejo conjugado con peroxidasa, de acuerdo a lo

descrito con anterioridad.
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Resumiendo el disefo experimental del estudio

inmunocitoquimico se tiene:

SE UTILIZARON 8 IGUANAS
(C. pectinata)

|

3 CONTROLES.
5 EXPERIMENTALES
(PCPA 400 mg/kg/i.p.)

l 12 HRS DESPUES

PERFUSION Y EXTRACCION
DEL TALLO CEREBRAL

!

POST-FIJACION
(3 HRS)

l

CRIOPROTECCION CON SACAROSA
AL 20 8 (15 DIAS)

|

CORTES DE 19 um A - 19° C

l

INCUBACION CON SUERO DE BLOQUEO
(2 HRS)

l

LAVADO CON PBS-TRITON E INCUBACION
CON IgG DE CONEJO ANTI-SEROTONINA
(24 HRS)

l

LAVADO CON PBS-TRITON E INCUBACION
CON SUERO DE BLOQUEQ (2 HRS)

!

LAVADO CON PBS-TRITON E INCUBACION
CON ANTI-IgG DE CONEJO + PEROXIDASA
(2 HRS)

|

LAVADO, REVELADO Y MONTAJE
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Estudio Neuroquimico.

El estudio neuroquimico se realizé en 14 iguanas, 7 de las
cuales recibieron una inyeccidn de PCPA a una dosis de 400 mg/kg
(ip).

Doce horas después de la administracién del farmaco los
animales controles vy experimentales fueron sacrificados por
decapitacion. Se extrajo el encéfalo y se'separaron las zonas
correspondientes al bulbo raquideo, puente y mesencéfalo.

Después de pesar el tejido, al puente y mesencéfalo se les
agregd 400 ml de acido perclérico, mientras que al bulbo raquideo
se le afiadié 1 ml de dicho &cido con el propdésito de evitar la
oxidacidén de las monoaminas cerebrales.

Posteriormente, las muestras . se homogenizaron Y
centrifugaron a 15000 r.p.m. durante 10 minutos. El sobrenadante
obtenido de dicha centrifugacidén se filtrd y se analizd en un
cromatégrafo de liquidos de alta resolucidén que tenia una columna
para la deteccidén de monoaminas. Finalmente, los resultados
fueron analizados esﬁadisticamente para determinar las posibles
diferencias significativas entre los resultados de los animales
controles y de los experimentales, utilizando una prueba
paramétrica de t de Student, mientras que para determinar las
diferencias en la distribucidén de las monoaminas a lo largo del
tronco cerebral, se utilizé una ANOVA de una via y luego ﬁna

prueba de Tukey.
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Resumiendo el disenio experimental del estudio neuroquimico

se tiene:

SE UTILIZARON 14 IGUANAS
(C. pectinata)

l

7 CONTROLES
7 EXPERIMENTALES
(400 mg/kg/i.p.)

12 HRS DESPUES

DECAPITACION Y EXTRACCION
DEL TALLO CEREBRAL

l

ADICION DE AC. PERCLORICO

WV
HOMOGENEIZACION

WV

CENTRIFUGACION
(15,000 R.P.M.)

l

FILTRACION E INYECCION EN EL
CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
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RESULTADOS

Las iguanas de la especie estudiada mostraron 4 estados de
'vigilancia con caracteristicas electrofisioldgicas y conductuales
propias. Dichos estados son: la vigilia activa, la vigilia
pasiva, el suefio pasivo y el suefio activo.

Durante la vigilia activa se registré una actividad
eléctrica cerebral cuya frecuencia oscilé entre 9.0-10.2 ciclos
por sequndo (cps), y de amplitud de 23.3 uv (¢ 2.2 puv). Sobre
diQha actividad frecuentemente se sobreponian ondas lentas de
gran amplitud originadas por los artificios producidos por el
movimiento del animal. La actividad ocular se mantenia elevada
(50.3 + 3.6 movimientos por minuto), lo mismo que el tono
muscular (Figura 1). Durante esta fase se registrd una frecuencia
cardiaca cuyo valor promedio fue de 44.3 £ 5.5 latidos por
minuto.

| Conductualmenpe las iguanas exhibieron una postura en la que
el cuerpo separado Vdel piso, se apoyaba sobre las cuatro
extremidades, mientras que la cabeza se movia hacia los 1lados.
Durante esta fase, el animal mantenia una actividad motora
generalizada e ingeria sus alimentos (Figura 1).

Eh la vigllia pasiva se registrd una actividad cérebral cuya
amplitud fue de 22.5 * 2.2 uv y una frecuencia que oscildé entre
8.4 vy 10.2 cps. La actividad ocular fue menos frecuente que la
presentada en la vigilia activa (8.9 t 0.7 movimientos por
minutoj, mientras que el tono muscular se redujo a un 30% en
comparaciéon al del estado de vigilia anterior (Figura 2). La

frecuencia cardiaca también disminuydé (34 ¢+ 7.5 latidos por
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minuto}).

Durante la vigilia pasiva los animales permanecieron quietos
con los ojos abiertos, el cuerpo sobre el piso, y la cabeza
erguida con algunos movimientos laterales (Figura 2).

Después de la vigilia pasiva se presentd la etapa de suefio
pasivo que siempre antecedid al suefio activo. Durante el suefio
pasivo, la frecuencia de la actividad cerebral varid de 5.4 a 6
cps, mientras que la amplitud fue de 9.5 * 1.8 pv. Por otro lado,
la actividad ocular disminuyoé hasta desaparecer, mientras que el
tono muscular se abatidé hasta un 8% (Figuras 3, 4). La frecuencia
cardiaca disminuyd a 20.1 + 2.8 latidos por minuto. Es
importante mencionar que durante este estado de suefio, en el EEG
se registraron una serie de espigaé' de alto voltaje que
aparecieron de manera intermitente (Figuras 3, 4). Dichas éspigas
mostraron una marcada tendencia a desaparecer durante las fases
de vigilia.

Conductualmente los animales permanecieron quietos con 1a
cabeza y el cuerpo sobre el piso de la cdmara de registro, vy con
los ojos cerrados. La relajacidén muscular durante este estado de
suefio llego a ser tal que sus extremidades vyacian fladccidamente
pegadas al cuerpo en direccidén a la cola (Figura 3).

Después de la fase de suefio pasivo se 1instald el sueio
activo, durante el cual el EEG mostrdé ondas con una frecuencia de
7.2 a 8.4 cps, mientras que la amplitud de dicha actividad
aumentd en relacién al estado de suefio pasivo.(19.5 t 3 uv).
Simultaneamente a esta actividad, se presentaron rafagas de

movimientos oculares rdpidos (32 % 5.7 movimientos por minuto),
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mientras que la atonia muscular se veia interrumpida por
sacudidas musculares o mioclonias que provocaban un aumento en
el tono muscular (Figuras 5, 6). Durante esta fase de suefio, se
observaron arritmias en la frecuencia cardiaca (Figura 5).
Subitamente, estando el animal completamente relajado
aparecian automatismos motores, caracteristicos del sueno activo,

que involucraban a las extremidades, los ojos y la cabeza.
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Figura 1. Vigilia activa. En A se muestran las caracteristicas
poligraficas de esta fase de vigilia. En el EOG (1), se observan
una gran cantidad de movimientos oculares, vy en el EEG anterior
(2), y posterior (3), se registran ondas de gran amplitud
producidas por los movimientos del animal que se superponen a la
actividad de base. El EMG y el EKG (4), permanecieron elevados.
En B se muestra la conducta exhibida por este reptil en la fase
de vigilia activa.
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Figura 2. vigilia pasiva. En A se observa que los movimientos
oculares (1) disminuyen en comparacién con la vigila activa, lo
mismo que el EMG y el EKG (4). E1 EEG anterior (2) Y posterior
(3), permanece rapido y de amplitud elevada. En B se muestra la
conducta del reptil para esta fase de vigilia.
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Figura 3. Suefio pasivo. En A se observa que la actividad ocular
desaparece (1), y sobre la actividad de base del EEG anterior (2)
vy posterior (3), se observan espigas de gran amplitud, mientras
que el EMG y el EKG (4) disminuyen. En B se muestra la conducta
exhibida por la iguana durante esta fase de suefio.
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Figura 4. Patrones electrofisioldgicos de la fase de suefio pasivo
a diferentes velocidades. EOG (1), EEG anterior (2), EEG
posterior (3), EMG y EKG (4).
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Figura 5. Suerio activo (Sa). Durante esta fase de sueiio
aparecen radfagas de movimientos oculares (1), mientras que en el
EEG anterior (2) y posterior (3), se registra una aceleracién en
las ondas. El EKG (4) durante esta fase de suefio se hace
arritmico.
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Figura 6. Patrones elctrofisioldgicos del suefio activo (Sa) a
diferentes velocidades. En A y B, los artificios producidos por
las mioclonias del animal se superponen a la actividad de Dbase
del EOG (1) y del EEG (2, 3). EMG y EKG (4).
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CARACTERISTICAS CUANTITATIVAS DE LOS ESTADOS DE VIGILANCIA

EN LA IGUANA C. PECTINATA

El andlisis del tiempo qﬁe pasan las iguanas de este
estudio en cada uno de los estados de vigilancia durante el
nictémero, muestra que la mayor parte del tiempo se encuentran en
vigilia pasiva (45.42%), y en suefio pasivo (50.09%) (Cuandro 1),

ocupando un minimo porcentaje la vigilia activa y el suefio

activo.
ESTADO DE VIGILANCIA TIEMPO TOTAL EN 24 HORAS ¥
DE REGISTRO:
Vigilia activa (Va) 59.95 min. 4.16
Vigilia pasiva (Vp) 653.32 min. 45,42
Suefio pasivo  (Sp) 720.39 min. | - 50.09
| Sueno activo (Sa) 4,86 miﬁ. 0.31

Cuadro 1. Se muestra el tiempo total y el respectivo porcentaje
de los diferentes estados de vigilancia observados en C.
pectinata a lo largo del nictémero (los valores corresponden al
promedio de los cuatro ejemplares registrados). |

La duracién de la fase de suefio activo de C pectinata oscilé

entre 5 y 33 sequndos, con un promedio general de 5.97 sequndos,
mientras que el promedio en el nimero total de fases de este tipo

de suefio fue de 48 fases en 24 horas de registro.
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La distribucidén nictemeral de los estados de vigilancia

indica que las iguanas de la especie C. pectinata, son animales

polifasicos, aunque muestran una tendencia a dormir

preferentemente durante la noche (Figura 7).

Va

Vp

Sp

Sa

s 8 8 8 8 8 8 g 8 8 8 g 8

* S = o t X 0 = ~ 2 o S =
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Vp

Sp » I , :
. | .",,i 5 .
Rk

Sa
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8§ s
:\\j ‘ra & - o g - L) (7o) [ [+ <] oy

HORA DEL DIA
Figura 7. Hipnograma representativo de la distribuciédn

nictemeral de las fases del ciclo suefio-vigilia de C. pectinata.
va, vigilia activa; Vp, vigilia pasiva; Sp, suefio pasivo; Sa,
suefo activo.
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estados de wvigilancia de la iguana C. pectinata exhibieron
cambios significativos a lo largo de dos de los tres dias que
siguieron a la administracién de la PCPA (400 mg/kg/i.p.)

CONTROL EXPERIMENTAL

24 HORAS 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
va 59.95 £ 19.3 241.17 t 72,6 269.92 * 68.1 202.53 * 66.9

- (4.16%) (16.80%) * (18.74%) * (14.08%)

Vp 653.32 % 91.4 725.19 * 99.9 514.58 t 124 595.42 * 73.4
| (45.42%) (50.52%) (35.73%) (41.35%)
Sp 720.39 t 78.4 467.20 * 62.5 652.14 * 63.2 636.38 + 29,7

(50.09%) (32.55%) * (45.29%) (44.19%)
Sa 4,86 + 0.7 1.61 + 0.4 3.27 £ 0.1 5.58 & 0.7

(0.31%) (0.11%) * (0.22%) (0.38%)
Cuadro 2, Tiempos totales en minutos y porcentaje de los

EFECTO DE LA PCPA SOBRE LOS ESTADOS DE VIGILANCIA

Un analisis general (Cuadro

. 2) ,muestra que los diferentes

diferentes estados de vigilancia de la iquana C.

condiciones

control y experimental.
vigilia pasiva; Sp, sueflo pasivo; Sa, sueiio activo.

50

pectinata, bajo

Va, vigilia

activa; Vp,
(* p < 0.05)



El tiempo total de 1la fases de vigilia activa de C.

pectinata sufrié un aumento a lo largo de lgs tres dias de

registro experimental (Figura 8); Sin embargo, sdélamente en las
primeras 24 y 48 hrs posteriores a su inyeccién hubo diferencias
significativas. Este aumento se didé a expensas de las dos fases

de sueno observadas en el reptil de este estudio.

(min)

400

*

.

100

N -

) W =

24 4R 72 H
“ hrs de registro

Bl conol experimsntal

0

Figura 8. En la grdfica se observa un aumento en el tiempo total
de vigilia activa a 1lo largo de las 72 horas de registro
experimental. (* p < 0.05)
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El tiempo total de vigila pasiva, no se modificé de manera
significativa a través de los tres. dias de registro experimental

(Figura 9).
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Figura 9. Tiempo total en vigilia pasiva de C. pectinata
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Después de la administracidén de la PCPA, se observé que
durante las 72 horas que siguieron a su aplicacidén, el tiempo
total de suefio pasivo disminuyé (Figqura 10). Sin embargo,

sGlamente en las primeras 24 horas que siguieron a la inyeccidn

del farmaco, dicha disminucidn fue estadisticamente
significativa.
iw_
|
! (miny
! 1000 . “

RO |- | * | i —

S - |

600 |-
| S

400 t-
| 200+ \
d \

)
O \ d

24 48 72
hrs de registro
Bl conto XN experimental

‘
|

Figura 10. En la grafica se muestra el efecto provocado por 1la
administracién de PCPA sobre el tiempo total de suefio pasivo de
la iguana C. pectinata, a lo largo de las 72 hrs de registro

( *p <0.05).
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Como se puede observar en la figura 11, el analisis del
efecto acumulado hora por hora muestra que durante las primeras
24 horas que siguieron a la inyeccidn de la PCPA, la fase de

suefio pasivo de la iguana Ctenosaura pectinata, se vid disminuida

significativamente en comparacidén con el control.

Mientras que durante las 48 y 72 horas que siguieron a la
administraclén del fadrmaco ya no se observaron modificaciones

importantes.
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Figura 11. Tiempo acumulado en la fase de suefio pasivo de la
iguana C. pectinata, a lo largo del registro experimental. La
flecha indica el momento de la inyeccién de la PCPA. Noétese que
durante el periodo luminoso la pendiente de las curvas disminuye.
La barra negra indica la fase obscura del ciclo., (* p < 0.05)
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En relacidén al efecto de la PCPA sobre el namero total de
espigas que se registraron durante la fase de sueno pasivo de la

iguna C. pectinata, encontramos que éstas disminuyeron en

comparacién con el control, durante las primeras 24 horas de
registro experimental (Cuadro 3). Mientras que su frecuencia se

vid disminuida a lo largo de las 72 horas de registro (Cuadro

3).
NUMERO TOTAL FRECUENCIA
DE ESPIGAS
CONTROL EXPERIMENTAL CONTROL EXPERIMENTAL
24 HORAS DE 1106.5 682.5 38.75 19.75 *
REGISTRO t 1.51 T 0.76
- 48 HORAS DE - 1160 - 25.55 *
REGISTRO t 0.97
72 HORAS DE - 1064 - 23.75 *
REGISTRO + 0.80
Cuadro 3. Los datos representan el namero total y la

frecuencia promedio de espigas por minuto obtenidas en 2
ejemplares de la iguana C. pectinata, durante su fase de suefio
pasivo antes vy después de la inyeccidn de la PCPA

(* p < 0.05).
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Por otra parte, la PCPA provocd una disminucidn
significativa en el tiempo total de suefio activo durante el
primer periodo de 24 horas, seguido de una recuperacidn que

rebasé el nivel control 72 horas post-inyeccidén (Figura 12).
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Figura 12. Obsérvese como la PCPA provocd una disminucidén en el
tiempo total de sueifio activo sequido de una recuperacidén. (* p <
0.05)
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En relacién al tiempo acumulado en la fase de sueno activo,
se observd que durante las primeras 24 horas y 48 horas que
siguieron a la inyeccidén de la PCPA, esta acumulacidédn se vid
disminuida en comparacién con el control (Figura 13). Sin
embargo, el andlisis estadistico indicé que s6lo durante las
primeras 24 horas dicho decremento fue significativo.

Con respecto al transcurso del tercer dia de registro
experimental, se observd al final de 1la fase obscura del
nictémero, un repunte que sobrepaso al control en el tiempo
acumulado de suefio activo (Figura 13), el cual se mantuvo durante
la fase luminosa.

A pesar de que dicho repunte no fue estadisticamente
significativo, su existencia, aunado alzéumento significativo en
la duracidén promedio de la fase de sueno pasivo a lo largo de las .
72 horas de registro experimentél (cuadro 5), nos da la pauta
para pensar en un‘rebote compensatorio a la falta de suefio

ocasionada por la PCPA (ver discusiodn).
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Figura 13. En las graficas se muestra el tiempo acumulado en
la fase de suefio activo del reptil C. pectinata a través de los
tres dias de registro experimental. La flecha indica el momento
de la administracién de la PCPA. (* p < 0.05)
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La disminucidén en la cantidad de suenfio activo que se dié
después de la inyeccidén de la PCPA, se debid a un decremento en
el nimero de fases de este tipo de suefio (Cuadro 4). Sin embargo,
sd6lamente durante los dos primeros dias que siguieron a la

inyeccidén hubo diferencias significativas.

CONTROL EXPERIMENTAL
24 HORAS DE 48 FASES 8 FASES *
REGISTRO t 3.4 t 0.8
48 HORAS DE - 18 FASES  *
REGISTRO t 0.6
72 HORAS DE - 38 FASES
REGISTRO t 5,2
Cuadro 4. Namero de fases de suefio activo durante las tres

noches de registro experimental (* p < 0.05).
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Al mismo tiempo que disminuia su frecuencia, la duracién
promedio de la fases de sueno activo (Cuadro 5) mostrdé un aumento
significativo a lo largo de las 24, 48 y 72 horas de registro

experimental. Siendo mayor el efecto a las 24 horas post-

inyeccidn.

CONTROL " EXPERIMENTAL
24 HORAS DE 5.97 SEG 11.77 SEG *
REGISTRO t 0.6 + 1.9
48 HORAS DE - 10.66 SEG *
REGISTRO t 0.3
72 HORAS DE - ‘ 8.85 SEG *

- REGISTRO t 0.3

Cuadro 5. Duracién promedio de la fase de suefio activo,
registrada antes y después de la administracién de PCPA.
(* p < 0.05)
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Estudio inmunocitoquimico.

El analisis realizado del tejido cerebral de la iguana que
no se tratd con PCPA, mostrd que los cuerpos celulares de las
neuronas serotoninérgicas se concentran en la linea media del
tronco cerebral, correspondiendo a la zona en donde se localizan
las neuronas de 1los nicleos del rafe. Estas neuronas, cuyo
marxcaje de color café se debe a la reaccidn de los anticuerpos vy
peroxidasa con  su contenido serotoninérgico, se distribuyen
rostro caudalmente, desde 1la porcidn caudal del tegmentum
mesencefdlico hasta la regidn posterior del bulbo raquideo,
correspondiendo a los niucleos del rafe superior (Figuras 14, 15),
y @ los nucleos del rafe inferior (Figuras 18, 19).

El estudio detallado de dichos ndcleos mostré que las
neuronas del rafe superior son multipolares o fusiformes,
teniendo un eje menor promedio de 13.19 um (% 3.23 um), Yy un eje
mayor promedio de 29.26 ym (% 5.57 um). Por otro lado, se obsérvé
que 1as neuronas del rafe inferior, son también fusiformes o
multipolares, presentando un eje menor promedio de 14.83 um (%
8.23 um), y un eje mayor promédio de 28 um (¢ 3.5 um).

El tejido cerebral de la iguana tratada con PCPA mostré una
disminucién notable en él grado de marcaje efectuado por la
peroxidasa, 1o que nos indica de manera indirecta, que hubo una
disminucidn en el contenido de serotonina de los nicleos del.rafe
superior (Figuras 16, 17), e inferior (Figuras 20, 21), después

de la aplicacidén de dicho farmaco,
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en las qué se observa el marcaje
1 nicleo del rafe superior, el cual
tenido serotoninérgico.

Figura 14. Fotomicrografias
café-rojizo en las neuronas de
se da como resultado de su con
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Figura 15. En A la flecha indica la unidén que se did entre una
dendrita serotoninérgica del rafe superior y un vaso sangquineo.
En B se observan ademds de los cuerpos neuronales, "rosarios" de
fibras que contienen serotonina.
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Figura 17. Después de la administracién de la PCPA, el marcaje
café-rojizo en 1los nicleo del rafe superior no es tan intenso
como el que se observa en las iquanas no tratadas con dicho
farmaco,
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80X
Figura 18. Fotomicrografias del nicleo del rafe inferior de la

iguana C. pectinata. El marcaje café-rojizo indica de manera

indirecta su contenido de serotonina. (FLM, fasiculos
longitudinales mediales).
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Figura 19. Fotomicrografias del rafe inferior. En A la flecha
muestra la adhesidén de una fibra serotoninérgica con un vaso
sanguineo. (FLM, fasiculos longitudinales mediales).
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Figura 20. Fotomicrografias del aspecto que nmuestran las
neuronas del rafe inferior después de la inyeccién de la pCpa.
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Figura 21. Con la administracién de la PCPA el marcaje café-

rojizo de las neuronas del rafe inferior se hace menos intenso
que el que se observa en eltejido control.
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Estudios neuroquimicos.

El estudio

neuroquimico mostrdé 1la carencia de una

distribucidn homogénea en la doncentracién de serotonina,
noradrenalina y dopamina (Cuadro 6), a lo largo del tronco
cerebral de C. pectinata.
SEROTONINA NORADRENALINA DOPAMINA
Mg/g Hg/g Hg/g
L XS
BULBO 1.915 0.555 0.310
RAQUIDEO ¥0.13 t0.04 t0.03
k * * & * k %
PUENTE 2.515 1.296 0.304
$0.22 t0.24 $0.03
MESEN- 1.798 0.393 0.152
CEFALO t0.14 t0.07 $0.02
Cuadro 6. Los nimeros indican las concentraciones promedio de
serotonina, noradrenalina y dopamina a lo largo del tronco
cerebral de la iguana de este estudio. |
* p < 0,05 puente vs mesencéfalo, pero no vs bulbo raquideo,

** p < 0,05 puente
*** p < (0,05 puente
kkk% p < 0,05 bulbo raquideo vs
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Por otra parte, con este estudio se cuantificé una
disminucidon del contenido de serotonina de los nicleos del rafe

de C. pectinata después de la administracién de PCPA,

observandose que la concentracién de dicho neurotransmisor
disminuyé de manera significativa a lo largo de las tres zonas
que constituyen el tronco cerebral de los reptiles (Cuadro 7),

mientras que las concentraciones de noradrenalina y dopamina que

se midieron conjuntamente con la 5-HT, no mostraron
modificaciones significativas.
SEROTONINA - NORADRENALINA , DOPAMINA
Hg/g Hga/g ug/q

CONTROL PCPA CONTROL PCPA CONTROL PCPA

*

1.915

0.465

BULBO 1.439 0.555 0.599 0.310
RAQUI-  #0.13 £0.10 +0.04 $0.07 $0.03 10.21
DEO
| * % ‘
PUENTE 2.515 1.571 1.296 1.052 0.304 0.309
0,22 £0.15 10.24 $0.22 $0.08 +0.06
* %
MESEN-  1.798 1.175 0.393 0.293 0.152 0.117
CEFALO  %0.14 £0.08 £0.07 $0.01 £0.02 $0.01

Cuadro 7. Valores promedio de las concentraciones de tres
monoaminas detectadas en el tronco cerebral de C. pectinata.

Los valores indicados para la PCPA, corresponden a lo obtenido 12
horas después de su administracidn.

* p < 0.05

** p < (0,01
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DISCUSION.

En 1los reptiles se ha discutido de manera muy intensa la
existencia del suefio. Esto se debe principalmente a que desde el
punto de vista electroencefalografico, no se han encontrado
evidenciés claras de la presencia de alguna de las dos fases de
sueno descritas para los vertebrados homeotermos. Sin embargo, es
importante considerar que el encéfalo de los reptiles ha
alcanzado una complejidad evolutiva diferente a la del encéfalo
de aves Yy mamiferos, lo que puede ser reflejado en patrones
electroencefalogréficos'diferentes.

Un hecho claro en apoyo de ésto es que, como se sabe en los
mamiferos la neocorteza se sincroniza funcionalmente con
estructuras subcorticales (Culebras, 1992), para dar origen a la
fase de suefio de ondas lentas, mientras que en los reptiles no
existe una neocorteza, y es s0lo en algunas especies de
cocbdrilos donde existe un primordio de dicha estructura (Mc New

y col. 1971). Ademds, Vanderwolf y Stewart (1988), reportaron la

existencia de circuitos endoégenos en la neocorteza de los

mamiferos que generan patrones irregulares de ondas lentas, por

lo que 1la falta de esta estructura en los reptiles implica 1la

ausencia = de este tipo de ondas en sus patrones
electroencefalograficos.

Por 1lo tanto, la falta de similitud entre la actividad

cerebral de los mamiferos y los reptiles durante sus fases de

suefio, implica unicamente la carencia en estos dltimos, de las
estructuras cerebrales que en los mamiferos se activan durante
este estado de vigilancia, pero no la falta de sueno. Vanderwolf

(1992), reportd que las ondas lentas que caracterizan al suefio
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lento de los mamiferos deben ser consideradas como un epifendmeno
que se registra durante dicho estado, y no como la causa por la
que éste se presenta. Esta idea, habia sido ya propuesta por
douvet (1962), vy Vanderwolf y col. (1978), los cuales reportaron
que la separacidén quirirgica de la corteza cerebral en los
mamiferos, elimina las ondas lentas, pero no la conducta de
sueno. Por lo que el fendémeno del suefio se inicia y organiza
fundamentalmente a nivel subcortical.

Existen en la literatura algunos reportes de estudios
electrofisiolégicos llevados a cabo en varias especies de
reptiles, en los que se aportan evidencias de la presencia de una
o de las dos fases de sueno que hemos descrito en la iguana de en
este trabajo. En la mayor parte de los césos, las fases de sueno
que se describen para los reptiles en dichos trabajos han sido
consideradas andlogas a las fases de sueno de los vertebrados

homeotermos, ya que en ambos grupos de organismos la frecuencia

de 1la actividad cerebral, la actividad muscular, la actividad 

ocular y la actividad cardiaca sufren cambios similareS'

(Flanigan, 1973; Huntley y col. 1987; Ayala-Guerrero y Vargas-
Revyna, 1987; Ayala-Guerrero y Huitrén-Reséndiz, 1991 a, b).

En los reptiles del orden Squamata, se tienen los trabajos

hechos en las iguanas Iquana iquana (Flanigan, 1973) y Ctenosaura

pectinata (Tauber y col. 1968; Flanigan, 1973), siendo esta

ultima la misma especie de iguana de este estudio. Sin embargo,
es importante aclarar que mientras Tauber y colaboradores (1968)
reportaron la presencia de la fase de sueflo MOR para C.

pectinata, Flanigan (1973), funicamente reportdé la presencia de
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la fase de suefio pasivo. Durante esta fase,. la frecuencia y la
amplitud de la actividad cerebral, asi como el tono muscular y la
frecuencia cardiaca disminuyen en comparacidon con la vigilia.
Dichos resultados coinciden con lo observado en este trabajo. Sin
embargo, en este estudio, ademas se identificé otra fase de sueiio
similar a la descrita por Tauber y col. (1968), en la que se
observaron mioclonias e irregularidades cardiacas, que coinciden
con rafagas de movimientos oculares y aceleracién en la actividad
cerébral. La identificacidn de estas dos fases de suefio en C.

——

pectinata, corrobora 1lo reportado por otros autores (Ayala-

Guerrero y Huitrdn-Reséndiz, 1991 a, b).

Hay informacidn en otras especies de reptiles acerca de 1la
presencia de sueﬁoApasivo Yy suefio activo. Asi, los movimientos
oculares rapidos, la elevaciodon de la frecuencia cardiaca y 1la
atonia muscular interrumpida por mioclonias, Qque se presentan
durante la fase de sueno activo de la iguana de este éstudio, han

sido observadas en los camaleones Chamaleo melleri vy Chamaleo

jacksoni (Tauber vy col. 1966), y en las iquanas Dipsosaurus

dorsalis (Huntley y col. 1977), vy Ctenosaura similis (Ayala-

Guerrero y Vargas—Reyna, 1987) .

En algunas especies de reptiles del orden Crocodilia,
también se han descrito modificaciones electrofisioldgicas
similares a las observadas en la iguana de este estudio durante

sus fases de suefio. En el caimdn sudamericano Caiman sclerops

(Flanigan y col. 1973; Warner y Huggins, 1978), la fase de sueiio
pasivo se caracterizd por una actividad cerebral lenta, un tono
muscular abatido y una frecuencia cardiaca baja. Por otro lado,

en el caiman Caiman latirostris (Peyreton y Dusan-Peyreton,
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1969), se observd durante la fase de suefio activo una aceleracién
en la actividad cerebral, atonia muscular, movimientos oculares
rapidos y frecuencia cardiaca acelerada.

En los Quelonios Testudo marginata (Herman y col. 1964),

Terrapene carolina (Flanigan y col. 1974) y Geochelone carbonaria

(Hartse y Rechschaffen, 1974), también se han observado patrones
electrofisiolégicos idénticos a los descritos en los otros grupos
de reptiles, ya que la actividad cerebral se hace lenta
simultaneamente con una disminucién en el tono muscular vy
frecuencia cardiaca durante el periodo de reposo conductual
correspondiente al sueno pasivo.

Ademas de suefio paSivo; las tortugas Emys orbicularis

(Vasilescu, 1970), Kinosternon sp. .(A&a1a~Guerrero, 1987) vy

Gopherus flavomarginatus (Ayala-Guerrero y col. 1988 a),

presentan suefio activo durante el cual los patrones
electrofisioldogicos son similares a los exhibidos por otras
especies de reptiles durante la misma fase de suefio.

Después de analizar los reportes arriba mencionados, resuita‘
evidente que 1los patrones electroencefalograficos presentados

durante la'vigilia y el suenio por C. pectinata y los reptiles en

general son diferentes a los de los mamiferos. Sin embargo, otros
parametros elctrofisiolégicos tales como la frecuencia‘ cardiaca
de los reptiles que hasta el momento se han estudiado, ' se
comporta de manera similar a la de los vertebrados homeotermos,
siendo maxima durante la vigilia, mucho menor durante el suefio
pasivo, para hacerse arritmica durante la fase de suefio activo.

Lo mismo puede decirse de la actividad motora y ocular, ya que
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también se observa un comportamiento similar. al de aves vy
mamiferos, puesto que estas variables fisioldgicas son mayores
durante la vigilia en comparacidn con el suefio pasivo. Ademas se
manifiestan en forma de automotismos o rdfagas durante el suefio
activo.

Uno de los signos electroencefalograficos sobresalientes que
se registraron en las iguanas estudiadas en este trabajo, fue la
presencia de espigas de alto voltaje que aparecieron durante 1la
fase de sueno pasivo. Este tipo de espigas ha sido también
reportado en tortugas (Vasilescu, 1970; Flanigan, 1974; Flanigan
y col. 1974; Ayala-Guerrero, 1987), en cocodrilos (Flanigan y
col. 1973) y en otras especies de iguanas (Ayala-Guerrero, vy
Vargas-Reyna, 1987; Ayala-Guerrero y Huitrén-Reséndiz, 1991 b).

En primera instancia, se podria pensar en una analogia entre
estas espigas y la actividad PGO que se registra en los
mamiferos. Sin embargo, mientras que en los mamiferos 1la
inyeccién de PCPA provoca, entre otras cosas, la aparicién
.anormal de espigas PGO durante la vigilia (Pujol y <col. 1971;
Ruch-Monachon y col. 1976; Sallanon y col. 1983; Denoyer y col.

1989; Ming-Fung y Siegel, 1990), en la iguana C. pectinata no.

Igualmente la reserpina facilita la aparicidn de ondas PGO en el
gaﬁo durante la vigilia, conjuntamente con un decremento en la
duracion de las fases de suefio (Matzumoto y Jouvet, 1964; Delorme
y col. 1965; Pare y col. 1990; Steriade y col. 1990). Mientras
que bajo el mismo tratamiento farmacoldégico, el caiman presenta
inicamente una disminucidén en sus estados de suefio, pero sin
aumento en el nimero de espigas (Flanigan y col. 1973).

En base a los estudios arriba mencionados, se puede concluir
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que las espigas de los reptiles no se ven afectadas de la misma
forma que la actividad PGO de los mamiferos, bajo los mismos
tratamientos farmacoldgicos, vy de ahi que su analogia sea muy
poco probable.

Por otro lado, Flanigan (1974), sugirid que las espigas de
los reptiles pudieran corresponder a las ondas lentas que se
registran durante el suefio lento de los mamiferos. Esta idea se
basa en observaciones efectuadas en gatos acerca de la existencia
de espigas durante el suefio pasivo a nivel del hipocampo (Peck' Y
Vanderwolf, 1991; Vanderwolf, 1992), regiodon que es considerada
analoga al telencéfalo de los reptiles (Hartse y Rechtschaffen,
1982). Ademas, existen otras evidencias experimentales en las
que se observan similitudes entre las; ondas lentas de 1los
mamiferos vy las espigas de los reptiles, las cuales apoyan la
idea de que el suefio pasivo es equivalente al suefio lento. Dichas
eﬁidencias son:

1) Las ondas lentas y las espigas se presentan sélo cuando
los organismos exhiben un comportamiento de suefio (Flanigan,
11974). |

2) La existencié de una disociacidén entre la actividad
registrada en el EEG y la conducta de los organismos. Por
ejemplo, el estado de somnolencia que antecede al suefio de aves y
mamiferos se caracteriza por una lentificacién y un incremento en
la amplitud de las ondas del EEG, los cuales pueden
identificarse incluso antes de que el organismo cierre los ojos
(Ookawa y Gotoh, 1965; Ursin, 1968), mientras que en los

reptiles, las espigas pueden aparecer cuando el organismo
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permanece quieto y relajado, independientemente del cierre de sus
ojos. Esta situacidn es muy marcada en el caiman (Flanigan,
1974), el cuai exhibe una fase de somnolencia cuya duracidn puede
durar hasta 24 horas. |

3) Tanto mamiferos como reptiles exhiben variaciones en la
incidencia de las ondas lentas y de 1las espigas. Asi que,
mientras} en los mamiferos la mayor densidad de ondas 1lentas o
ritmo delta, se observa durante la primera mitad del sueno
nocturno, en los reptiles las espigas aparecen con mas frecuencia
cuando el organismo esta totalmente relajado (Flanigan, 1974).

4) En el caimé&n (Flanigan y col. 1973), el nimero de espigas
aumentd, conjuntamente con una disminucidén en su latencia de
aparicién después de un periodo de privacidén de suefio. Situacién
que también ha sido observada para las ondas lentas de los

mamiferos que han sido privados de suefio (Flanigan, 1974).

5) Bajo el efectd de la PCPA y reserpina, las ondas lentas
disminuyen en los mamiferos (Matsumoto y Jouvet, 1964; Dement y
col. 1972), tal y como sucede con las espigas de los reptiles que
han recibido un tratamiento farmacolégico similar (Flanigan,
1974).VES importante resaltar que en este estudio la PCPA también
provocé una disminucidén en el nimero de espigas de la iguana C.

pectinata. Ademds, el sulfato de atropina produce un aumento en

el nimero de ondas lentas en los mamiferos (Bradley, 1968), 1lo
mismo que de espigas registradas en tortugas (Hartse Y
Rechtschaffen, 1974).

Todas estas similitudes constituyen una serie de evidencias

a favor de la existencia de una analogia entre los mecanismos que
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generan las espigas en los reptiles y las ondas lentas en los
mamiferos (Flanigan, 1974). Por consiquiente, probablemente las
espigas registradas durante el suefo conductual en los reptiles
sean un antecesor filogenético de las ondas lentas que

caracterizan el sueno lento de los vertebrados homeotermos.

El suefio activo de C. pectinata y de los reptiles en

general, donde se ha descrito este tipo de sueno es precedido
normalmente por una fase de sueno pasivo de larga duracidén. Este
fendmeno es semejante a lo que sucede en aves y mamiferos donde
el =sueﬁo lento precede al sueno paraddéjico. Este hecho, es un
apoyo adicional a la hipdétesis de que vertebrados poiquilotermos
y homeotermos comparten fases de sueno sihilares.

La duracidén de la fase de sueno activo en C. pectinata varia

de 4 a 30 segundos, con un promedio de 5.97 seg. Esta duracidn es
similar »a. la exhibida por otros reptiles (Vasilescu, 1970;
"Huntley y col. 1977; Romo y col. 1978; Ayala-Guerrero y col. 1988
a), Y también a la de aves (Schlehuber y col. 1974; Vasconcélos-'
Duenas y Ayala-Guerrero, 1983; Ayala-Guerrero, 1988 b), lo que
puede ser un reflejo de su origen filogenético comin. Sin
embargo, la duracidén es pequefia en comparacién a la de ios
mamiferos, a pesar de compartir el mismo origen filogenético.
Todavia no hay informacidén suficiente para explicar estas
diferencias que en parte pudieran estar dadas por presilones
adaptativas del medio ambiente, tales como temperatura, 1la cual
afecta en particular a los reptiles, o posicidén adoptada para

dormir, la cual dificilmente facilita la presencia de fases de
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sueho largas én los reptiles.

Por otro ladb, se han descrito cuatro posturas adoptadas por
los reptiles durante su suefio conductual (Tauber y col. 1968;
Flanigan, 1973). Dichas posturas coinciden con las observadas en

los ejemplares de la iguana C. pectinata de este estudio, y son:

postura 1, que cor;esponde a la wvigilia activa y que se
caracteriza porque el organismo édemés de tener sus ojos
abiertos, mantiene sus extremidades flexionadas soportando el
cuerpo, mientras que la cabeza y el cuello permanecen elevados.
Postura. 2, que corresponde a la vigilia pasiva. Esta postura es
similar a la anterior, con excepcidén de que el cuerpo descansa en
el piso. En la pbstura 3, de una a ‘tres extremidades se
encuentran flexionadas vy pegadas al cuerpo en direccidén a la
cola. Durante esta postura, la cabeza de los organismos reposa en
el piso y los ojos permanecen cerrados. En la posicidén 4, todas
las extremidades se encuentran pegadas al cuerpo y en difeccién a
la cola, 'mientras que la cabeza se encuentra sobre el piso y los
_-OjOS permanecen cerrados. Estas dos Ultimas posturas son las qué
Se han considerado para los reptiles como comportamiento de
sueno.

En funciodn de las manifestaciones conductuales \'s
electrofisiolégicas, excluyendo la actividad cerebral, que estan
a favor de la presencia del suefilo en los reptiles, resulta
importante resaltar que el andlisis comparativo del sueno
realizado solamente a través de la actividad eléctrica cerebral
exhibida por los diferentes grupos de vertebrados no es adecuada,
ya que por un lado dicha actividad es s6lo uno de los varios

signos fenomenoldégicos de este estado, mientras que por otro
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lado, 1la ausencia de las ondas tipicas del suefio lento y suefio
paraddojico de los mamiferos, implican sdélamente la falta de los
generadores neurofisioldgicos apropiados de dichas ondas, y no
necesariamente la falta de sueno. En base a esto, es mds adecuado
tomar en cuenta otras variables fisioldgicas, tales como la
frecuencia cardiaca, la actividad muscular, ocular Yy
respiratoria, las cuales exhiben tendencias similares durante los
diferentes estados de vigilancia a lo largo de los vertebrados.
Es preciso mencionar que autores como Allison y col. (1972),
reportaron que lé aparicidon del suefio se didé conjuntamente con el
desarrollo de la homeotermia, de tal forma que con esta hipdtesis
se puede dudar de la existencia del sueno en aquellos vertebrados
que no pueden regular su temperatura Eorporal. Sin embargo,
aunque si bien es cierto que existe una relacién entre la
temperatura ambiental y la cantidad de suefio en los vertebrados
homeotermos (Aminisereshki, 1992), autores como Franken y col.
(1992), vy Li y Satinoff (1992), proponen que los mecanismos que
regulan la temperatura corporal y el sueﬁb son diferentes, por lo
que véste iltimo puede también desencadenarse en los vertebrados
poiquilotermos, independientemente de que no puedan regular Su

temperatura corporal.

Antes de iniciar la discusidn del efecto de la PCPA sobre el

suefo de C. pectinata se debe mencionar, que ademds de los

estudios electrofisiolégicos y conductuales del sueno en 1los
reptiles, es necesario incorporar un andlisis de tipo anatdémico,
sobre todo de aquellas regiones encefdlicas que se han

relacionado con la regulacidn del suefio. En este contexto, se ha
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descrito que en el tronco cerebral, el cual es una estructura que
filogenéticamente hablando es muy antigua (Parent, 1984), existen
agrupaciones de neuronas que se han relacionado en los mamiferos
con la requlacidén del suefio lento (Cruce vy Nieuwenhuys, 1974;
Donkelaar, 1976) . Ademas, estudios inmunocitoquimicos han
mostrado que en éstas agrupaciones neuronales existen
neurotransmisores que se han sefialado como participes en la
generacién vy mantenimiento del suefio tales como acetilcolina,
serotonina y noradrenalina (Karmanova y col. 1978; Kamei y col.
1981; Parent, 1984).

Donkelaar (1976), y Cruce y Nieuwenhuys (1974), trabajando
en diferentes especies de reptiles han descrito 1la formacidn
reticular, la cual presenta semejanzas cBn la de los mamiferos.
En los reptiles, dicha estructura encefdlica ha sido subdividida
en tres zonas: una media, una medial y otra lateral (Donkelaar y
‘Nieuwenhuys, 1976). La zona media estd formada por dos
agrupaciones neuronales (los nicleos del rafe inferior y los
nicleos del rafe superior). La zona medial contiene a los nucleos
reticulares magnocelulares, mientras que los nicleos reticulares
vdé la zona lateral han sido considerados como un primordid de la
formacién reticular lateral de los mamiferos (Cruce 4
Nieuwenhuys, 1974).

Los nicleos reticulares de la zona medial de los reptiles
estén formados por una serie de nicleos a los cuales se les
conoce como nucleos reticulares inferiores, nicleos reticulares
medios vy nﬁcleos reticulares superiores. Estas agrupaciones

neuronales, tal y como lo mencionan Berman (1968) y Taber (1961),
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han sido descritas en todos los trabajos del tronco cerebral
realizados en el gato, en los cuales se les ha dado el nombre de

nucleos tegmentales gigantocelularés o nicleos reticulares pontis

caudalis, nuacleos reticulares pontis centralis vy nicleos

reticulares pontis oralis.

Ademads de la identificacidon en los reptiles de estos nicleos
reticulares, se ha 1identificado a otra serie de agrupacines
neuronales que en los mamiferos se han relacionado con ciertos
fenomenos que acontecen durante su suefio. Entre dichos_ nicleos
estan: los nicleos del locus coeruleus, los nucleos del tracto
solitario, nicleos abducenos, y cuerpo geniculado lateral (Cruce
y Nieuwenhuys, 1974; Donkelar, 1976).

Parece ser, de acuerdo a lo anteriormente mencionado, que en
el tronco cerebral de reptiles y mamiferos estan presentes
agrupaciones neuronales, que en estos ultimos se han relacionado
con el suefio. Asi, es probable que la atonia muscular, los
movimientos oculares rapidos Y las irregularidades
cardiorrespiratorias registradas durante el suefio de ambos grupos
de vertebrados, pudieran estar regquladas por agrupaciones
neuronales y neurotransmisores que en vertebrados homeotermos han
sido consideradas como claves en la generacion de los fenémenos
fasicos y ténicos observados a lo largo del sueno.

Ademas de los estudios arriba mencionados, Smeets vy
Steinbusch (1988), reportaron la existencia de varicosidades vy
terminales serotoninérgicas en el tdlamo dorsal, en el cuerpo
geniculado lateral y en los nucleos hipotalamicos ventromediales

del reptil Gekko gecko. Estos hallazgos, aunados a la

identificacidén de serotonina en los nicleos del rafe de la iguana
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de este estudio (Ayala—Guerrero y col. 1991), dejan abierta la
posibilidad a que la serotonina pudiera ser liberada a lo largo
del ciclo suefo-vigilia, en las terminales serotoninérgicas a
nivel del hipotdlamo de los reptiles, induciendo la sintesis de
factores hipnogénicos. Esta situacidén ya ha sido postulada para
los mamiferos (Jouvet, 1984; Cespuglio y col. 1990; Houdouin y
col. 1991), en los que se han propuesto dos tipos diferentes de
liberacidén serotoninérgica. Uno ocurre a través de los axones
serotoninérgicos durante la vigilia, vy otro durante el suefio a
nivel dendritico, por parte de las neuronas que contienen
serotonina en los nucleos dorsales del rafe. De tal forma que la
liberacién axonal de serotonina en la vigilia, induce la sintesis
a nivel del hipotdlamo de factores hipnogénicos, mientras que la
liberacién de serotonina a nivel dendritico durante el suefio,
~ pudiera ser la responsable del decremento y abolicidén en la
actividad neuronal serotoninérgica que se observa durante el
sueflo lento y el suefio paradéjico en los mamiferos (Fornally col.
1985).

A pesar de las similitudes arriba mencionadas entre el
sistema serotoninérgico de los reptiles y los mamiféros, no
existen en la literatura bases experimentales que .pudierah
indicarnos si realmente en el hipotdlamo de lds reptiles se
sintetizan como resultado de la influencia de la serotonina que a
ese nivel es liberada, sustancias hipnogénicas. 8in embargo, el
hecho de que el sistema serotoninérgico en mamiferos Y reptiles
presenten elementos comunes, nos indica que posiblemente en ambos

grupos de vertebrados la serotonina pudiera desempeniar papeles
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similares en la requlacion del suefio,

Efecto de la PCPA sobre estadds de suefio de C. pectinata.

Antes de iniciar la discusion del efecto de la PCPA sobre el

suefio de la iguana C. pectinata, es importante fundamentar el por

qué se administrdé unicamente una dosis de dicho farmaco. La
explicacién a ésto, se basa en diferentes razones: la primera, es
que debido a la falta de trabajos en los gue se relacione el
efecto de la PCPA sobre el suefio en los reptiles, no encontramos
datos que nos pudieran servir como referencia del numero de
inyecciones de PCPA que en reptiles provoquen insomnio parcial o
total. De tal forma que, para el desarrollo de este estudio se
decidié aplicar uUnicamente una sold' dosis de PCPA (400

mg/kg/i.p.), por ser un trabajo pionero en estos organismos, vy

para ver si las fases de suefio en C. pectinata se veian afectadas
~con este tipo de tratamiento farmacoldgico,

Por otro lado, la decisidn de aplicar una sola dosis de PCPA
en las iguanas de este estudio, tiene su base en los trabajos de
Koe y Weissman (1966), en los que se indica Que una‘ sola
inyeccidén de PCPA (316 mg/kg) en ratones, disminuye en
comparacién con los datos controles, los niveles de serotonina
casi a un 50% 12 horas después de su administracidn, mientras que
72 horas después el nivel de serotonina disminuye a un 7% del
valor control. De tal forma que, se penso que en los reptiles de
este estudio, una sola inyeccidén de PCPA disminuiria
probablemente también a la mitad los niveles de serotonina

cerebral 12 horas después de su aplicacidén, disminucidén que
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podria correlacionarse con la probable disminucién de la cantidad

de sueno de C. pectinata. Los resultados obtenidos confirmaron

nuestra suposicidn ya que despuéé de 12 horas de aplicada 1la
PCPA, los niveles de serotonina en le tronco cerebral de esta
iguana, disminuyeron entre un 62% y 75% en comparacidén con los
valores controles, coanmitantemente con una disminucion en la
cantidad de suefio.

Ademas, otros investigadores Pujol y col., 1971; Borbély y
col. 198l; Denoyer y col. 1989; vy Touret y col. 1991),
observaron que la administracién de una sola dosis de PCPA en
ratas y gatos, provoca una disminucién en la cantidad de sueiio,
alcanzando su efecto maximo entre las 30 y 50 horas posteriores a
su inyeccidén. Por lo tanto, existen en.la literatura estudios
realizados en varias espedies de mamiferos en los que se reporta
que una inyeccidén de PCPA provoca alteraciones en sus fases de
suefio. En base a estas tres razones, fué que se decidid aplicar
Gnicamente una dosis de PCPA (400 mg/kg/i.p.) a las iguanas de la

especie C. pectinata.

En relacién al efecto de la PCPA sobre el suefio de la iguana

de este estudio, se encontrd que una SOla dosis de dicho farmaco
disminuye significativamente (p < 0.05), el tiempo total de
suefio, después de las primeras 24 horas que siguieron a su
inyeccidn.,

Resultados similares han sido descritos por Delorme y col.
(1966); Pujol y col. (1971); Borbély y col. (198l); Denoyer y
éol. (1989) y Touret y col. (1991), 1los cuales indican que
después de inyectar una sola dosis de PCPA, los niveles de sueifio

lento y suefio paraddjico en gatos y ratas se vieron disminuidos

87

I



significativamente en comparacidén con sus reqgistros controles.
Sin ~embargo, a pesar de que las fases de suefio de dichos
mamiferos se vieron disminuidas de manera similar a lo observado
para el suefio pasivo y el suefio activo de la iguana de este
estudio, existen diferencias en cuanto al tiempo que tardé dicho
farmaco en provocar el efecto. Pujol y col. (1971), mostraron que
después de las primeras 12 horas de haber ihyectado 500 mg/kg
(i.p.) de PCPA, 1los niveles de suefio de los gatos tratados no
sufrieron ninguna modificacién. Y no fué sino hasta después de
este tiempo, en que los niveles de suefio empezaron a disminuir,
alcanzando sus minimos niveles 36 & 40 horas después de 1la
inyeccidn del farmaco.

Denoyer vy col. (1989), observaron;que después de 32 & 36
horas de aplicada una dosis de 400 mg/kg de PCPA (i.p.) en gatos,
los niveles de suefio lento Yy Ssuefio paraddjico empezaron a
disminuir,»alcanzandose un insomnio maximo 90 horas después‘de la
inyeccidn. Por otro lado, Touret y col. (1991), indicaron que con
una inyéccién de PCPA (400 mg/kg/i.p.) en ratas, el insomnio
maximo se alcanzd después de 40 & 45 horas de la apliéacién del
férmacd.

El tiempo de accién de la PCPA sobre el suefio de C.

pectinata es mas corto que el de los mamiferos estudiados, ya que

como se menciono anteriormente, una inyeccién de PCPA (400
mg/kg/i.p.), provocd una disminucidén significativa (p < 0.05) en
el tiempo total de suefo pasivo y suefio activo de dicho reptil,
24 horas después de su administracidn. Estas diferencias pudieran

explicarse en funcidén del tipo de organismos empleados en el
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estudio. Ya que mientras unos son homeotermos los otros son
poiquilotermos.

Otra posible explicacidén a la diferencia en la latencia en
el efecto de la PCPA sobre las fases de suefio de los mamiferos vy
los reptiles, se basa en los trabajos de Bogdanski vy col.
(1963), en los cuales se indica que la concentracién cerebral de
serotonina en los mamiferos es menor a la de los reptiles, de tal
forma que para dicho autor, filogenéticamente hablando la
serotonina pudiera ser mas importante para el desarrollo de
ciertas funciones en los vertebrados poiquilotermos que en los
homeotermos, precisamente debido a estas diferencias en
concentracidén. Tomando en cuenta esta idea, probablemente en los
reptiles dicho neurotransmisor tiene una mayor importancia en las
funciones en las que participa, como por ejemplo el suefio. De tal
forma que el efecto de la PCPA sobre este estado de vigilancia en
estos organismos es mas rapida que en los mamiferos.

A pesar de las diferencias arriba mencionadas, es claro que
la PCPA provoca una disminucién en el tiempo total de sueio tanto
en reptiles como en los'mamiferos.

Por otra parte, Koella y col. (1968), observaron que a bajas
dosis de PCPA (150-200 mg/kg), el suefo paraddjico y el suefio
lento en los mamiferos disminuian paralelamente sin desaparecer
completamente, mientras que Ursin (1972), observé que en 1los
gatos a los que aplicé 200 mg/kg de PCPA, el nimero y longitud
del suefio de ondas lentas disminuyeron, mientras que en la fase
de suefio paraddjico sé6lo la longitud se redujo. Esto dltimo,
difiere de nuestros resultados, va que el numero de fases de

suefio activo de C. pectinata disminuyd y su duracidén promedio
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aumento.

Borbély y col. (1981), mostraron que 24 horas después de la
inyeccidn de 300 mg/kg (i.p.) de PCPA en ratas, la cantidad total
de suefio lento y paraddjico disminuyeron significativamente de

manera similar a lo observado para C. pectinata en este estudio.

Borbély y col. (1981), indicaron que la duracidén de los episodios
de sueno lento aumento en comparacidén con el cﬁntrol, pero este
aumento fue contrarestado por una disminucién importante de su
frecuencia. En ese mismo estudio se observd que el nimero de
episodios de sueno paraddjico disminuyd, mientras que su duraciédn
promediq no sufrid alteraciones después de la inyeccidén de la
PCPA (300 mg/kg). Si se comparan estos resultados con lo obtenido
en la iguana de este estudio, se pueden:épreciar similitudes en
los efectos producidos por una sola dosis de PCPA sobre el suefio
de ambos grupos de vertebrados. Asi mismo, en los reptiles el
tiempo' total de sueho pasivo disminuye de manera Significativa
| después de la inyaccidn de la PCPA.

En relacion al efecto de este farmaco sobre el sueno activo

de C. pectinata, existen también similitudes a lo reportado por
Borbélyvy su grupo (1981) para la rata, ya que en ambas especies
de vertebrados, el tiempo total de suefio paraddéjico o activo
disminuyd con la aplicacidén de la PCPA. Disminucidén que en ambos
casos se puede explicar en base a la disminucidén en el ndmero,
pero no en la duracidén, de fases de este tipo de sueio.

El hecho de que las iguanas tratadas con PCPA presentaran
disminucidén significativa con respecto al control en el nimero de

fases de suefio activo por dia de registro, podria suponer que la
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serotonina facilita el disparo de esta fase de suefio, ya que
después del tratamiento la concentracién cerebral de serotonina
disminuye entre un 62% y 75% del nivel control.

El aumento significativo observado a lo largo de 1las 72
horas de registro experimental, de la duracién promedio de la
fase de sueno activo en relacién con el control, hace suponer que
al menos en los reptiles la serotonina no participa en el
mantenimiento de dicha fase de suefio, utilizdndose para tal
efecto a otro posible neurotransmisor. Mas alin, posiblemente en
estos organismos la 5-HT pudiera ser un neurotransmisor que
interrumpe el sueno activo, ocasionando que su duracidén sea
corta. Esta idea surge de nuestros resultados, en los cuales se
observa que al disminuir la concentracidn de 5-HT, la duracidn

promedio del sueno activo de Ctenosaura pectinata se vid

aumentada significativamente en comparadién con los registros
controles. Estos hallazgos resultan ser muy interesantes, ya que
en los mamiferos después de administrar la PCPA, no se ha

descrito aumento alguno en la duracidn su sus fases de suefio MOR.

Por otro 1lado, el aumento en Ctenosaura pectinata de ‘la
duracidén promedio del Suefio activo y su baja frecuencia nos hacen
pensar que en estos vertebrados existen mecanismos de
compensacidn muy complejos que'mantienen la homeostasis de dicho
tipo de suefio, ya que al parecer una disminucidén en el namero de
episodios de suefio activo, se compensa con un aumento en su
duracidén. La existencia de mecanismos homecstaticos reguladores
del suefio ya ha sido postulada en los mamiferos (Borbély y col.
1983).

Un fenémeno que llama la atencidn es que la duracidén total
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de sueno activo en la iguana C. pectinata sobrepasdé el valor

control a las 72 horas de registro experimental. Esto puede ser
explicado en base al aumento significativo en la duracidén de los
episodios de este tipo de suefio a lo largo de los tres dias de
registro, y a la recuperacidon progresiva que se fue dando en el

numero de fases de sueno activo,

Este fendmeno ha sido considerado por diversos autores en
los mamiferos como un fendmeno de rebote (Koella y col, 1968;
Borbély vy col. 1981), el cual se presenta como una respuesta
compensatoria a la falta parcial de suefio ocasionada por la
accién de la PCPA. Los mismos autores observaron que al final del
periodo de registro la duracidn promedio de las fases de suerlio
lento vy sueno paraddjico eran significativamente mayores a las
duraciones promedio obtenidas para estas fases de suefio en los
‘registros controles (situacidén a la que denominaron rebote),
aunque el tiempo total de las fases de suefo de los organismos a
los que les aplicaron dicho fdrmaco no aumenté en comparacidén con
él control. Es'precisamente por esto dltimo que Jouvet (1977), y
Sallanon y col. (1983), no reportan la existencia de un rebote
después de la administracién de PCPA. Sin embargo, tomando en
cuenta las caracteristicas del "rebote" de suefio que se han
propuesto para los mamiferos después de inyectar la PCPA (Koella
y col. 1968; Borbély y col. 1981), la iguanas de la especie C.

pectinata también presentan un "rebote" compensatorio de suefio

después de la administracién del farmaco, ya que como se menciond
anteriormente, 1la duracidén promedio de las fases de sueno pasivo

Y de sueno activo, mostraron valores significativamente
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superiores (p < 0.05) a los controles, mientras gque sus
frecuencias se fueron recuperando paulatinamente.
A pesar de gque en el presente estudio se midié la

concentracidén de serotonina en el tronco cerebral de C. pectinata

inicamente 12 horas después de la inyeccidén de la PCPA, es
probable que la reduccién de serotonina se mantenga disminuida
durante varios dias, tal y como sucede en los mamiferos a los que
se les‘ha aplicado una dosis de PCPA, en cuyo caso los niveles
bajos de serotonina.durah entre 3 y 8 dias (Koe y Weissman, 1966;
Borbély y col. 1981).

Si1 los niveles de serotonina en el tronco cerebral de C.

pectinata se mantienen disminuidos en comparacidén con los niveles

controles, durante varios dias como en los mamiferos, la
recuperacién que se did después de 24 horas, en las duraciones
totales de sus fases de suefio llama poderosamente la atencidn, ya
que estoJ pudiera indicar que la serotonina' no  participa

directamente en la regulacidn del suefio en los reptiles, sino

como una neurohormona, es decir como una substancia intermediaria

que facilitard la liberacién de otros mecanismos, como se ha
sugerido en los mamiferos (Jouvet, 1984, 1988).

Otro hallazgo que es importante mencionar, es que en C.

pectinata la PCPA actud espeéificamente sobre la serotonina, ya
que la concentracion de las otras monoaminas (dopamina,
noradrenalina y adrenalina) no se modificaron significativamente.
Este efecto ha sido observado en mamiferos (Koe y Weissman, 1966;
Pujol y col. 1971). Ademds de la serotonina, se ha descrito la

participacién de otras monoaminas y la acetilcolina en la
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regulacién del suefio en los reptiles. La administracién de

reserpina (1 mg/kg/i.p.), en iguanas de la especie C(Ctenosaura

similis (Ayala-Guerrero y col. 1992), y en la tortuga Geochelone

carbonaria (Hartse y Rechtschaffen, 1974), indujo alteraciones en

los patrones de suefo, efecto que es explicado en base a la
disminucidébn provocada por dicho fadrmaco en la concentracién de
las monoaminas cerebrales. Efectos similares han sido descritos
en los mamiferos (Matsumoto y Jouvet, 1964). Por otro lado,
Huitrén-Reséndiz vy col. (1992), reportaron que después de la

inyeccién de una substancia anti-colinérgica como el sulfato de

atropina, las fases de sueﬁo.de las iguanas sobre 1las que
realizaron sus experimentos, se ‘vieron = disminuidas
significativamente en comparacidén con el control. Dichos
resultados, indican que en los reptiles también existen

mecanismos colinérgicos que participan en la regulacidén de sus
fases de suefio, tal y como ha sido propuesto para los vertebrados
homeotermos (Herndndez-Pedn, 1962; Gnadt y Pegram, 1986; Drucker-
Colin y Prospéro-Garcia, 1988; Velazquez-Moctezuma y coi. 1991;
Kayama y col. 1992). En base a estos trabajos, se puede pensar
'que los reptiles comparten con los mamiferos neurotransmisores

similares que participan en la regulacién de sus fases de suefio.

Estudio inmunocitoquimico.

Desde las primeras descripciones de las neuronas
serotoninérgicas que estan presentes en el tronco cerebral de la
rata (Dahlstrdm y Fuxe, 1964), el estudio de la distribucidn de

las estructuras neuronales gque contienen serotonina se ha
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efectuado en una gran cantidad de mamiferos, entre los Que se
encuentran el gato (Poitras y Parent, 1978; Wiklund y col.
1981), la rata (Steinbusch, 1981), el perro (Kojima y col. 1982),
Yy primates (Sladek y col. 1982).

En relacion a la distribucidn de las neuronas
monoaminérgicas en el otro grupo de vertebrados homeotermos, al
que pertenecen 1las aves, existen reportes en los que se ha
sugerido que el sistema monoaminérgico de estos organismos es
similar al de los mamiferos. Este hecho confirma los trabajos
realizados en el pollo (Ikeda y Gotoh, 1971), y en el gallo (Dubé
y Parent, 1981), en los que se describe a las principales
agrupaciones neuronales que contienen monoaminas, distribuidas a
lo largo del tronco cerebral de dichos vértebrados.

Por otro lado, existe poca informacién sobre el sistema
monoaminérgico en los vertebrados poiquilotermos? Sin embargo,
hay estudios que describen a este sistema en algunas espeéies de
peces (Steinbusch y Nieuwenhuys, 1979; Parent y Northcutt, 1982;
Ekstrdm y col. 1992), anfibios (Soller, 1977), vy reptiles (
Parent y Poitras, 1974; Ueda y col. 1983; Wolters y col. 1985;
Wilhelmus y Steinbusch, 1988; Ayala-Guerrero y col. 1991).

Ademds de los estudios efectuados en especies aisladas‘ de
vertebrados, Parent (1984), realizd un estudio evolﬁtivo.‘del
sistema monoaminérgico desde peces hasta mamiferos, encontrando
similitudes en 1la distribucién de las neuronas gque contienen
monoaminas, principalmente a nivel del tronco cerebral, por lo
que concluyd que dicho sistema era filogenéticamente muy antiguo.

En relacion al estudio de la participacién del sistema
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monoaminérgico en 1los procésos de regulacion del suefio en los
poiquilotermos, existe muy poca informacién. Parent (1984), sin
evidencias experimentales a este respecto, vy uUnicamente con sus
observaciones de que dicho sistema estd presente en todos los
grupos de vertebrados actuales, sugiere que las monoaminas
pudieran intervenir en todos los vertebrados, en funciones
cerebrales tales como el control del ciclo sueno-vigilia, hecho
que confirman experimentalmente Ayala4Guerrero y colaboradores
(1992), ya que observaron una inhibicién del sueno en los
reptiles después de administrar reserpina, proponiendo una
influencia monoaminérgica en el suefio de estos vertebrados.
Nuestras observaciones realizadas a través del estudio
inmunocitoquimico, en las iguanas que no fueron pretratadas con
PCPA, revelaron que las neuronas que constituyen a los niucleos
del rafe superior y rafe inferior son serotoninérgicas. La forma
de las neuronas quevconstituyen estos nacleos es fusiforme o
multipolar. La morfologia de los cuerpos celulares de los niicleos

del rafé identificados en C. pectinata, es similar a la que se ha

descrito para el nicleo del rafe dorsal en el gato (Taber, 1961),
vy en la rata (Diaz-Cintra y col. 1981).
Por otro lado, observamos que las neuronas multipolares de

los niicleos del rafe superior y rafe inferior de C. pectinata se

encuentran asociadas por sus dendritas a los vasos sanguineos,
por 1o que es muy probable que estas neuronas serotoninérgicas se
vean influenciadas por hormonas u otras sustancias que son
transportadas por la sangre. Esta situacién ha sido postulada
para los mamiferos, en los .que se ha observado a las dendritas de

las neuronas del nicleo del rafe del puente (Scheibel y col.
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1975), del nicleo del rafe dorsal (Diaz-Cintra y col, 1981), y de
los niacleos del rafe mediales (Felten y Crutcher, 1979),
asociadas a los vasos sanguineos.

Con base a estas similitudes entre las neuronas de 1los
nicleos del rafe de los reptiles y de los nicleos del complejo
del rafe de los mamiferos, fue que Parent (1984), sugiridé que
dichas agrupaciones neuronales presentan similitudes importantes
que tal vez se mantienen a lo largo de la escala filogenética.

Por otra parte, la disminucidn observada en el marcaje de

las neuronas del nacleo del rafe de C. pectinata, después de

haber sido tratadas con PCPA, también ha sido observada en el
gato (Denoyer y col. 1989; Kodama y col. 1989), vy en la rata
(Touret y col, 1991), en los que dicha disminucién de serotonina
cerebral se asocia con el insomnio provocado por la

administracién de PCPA.

Estudio neuroquimico, |

La cuahtificacién de las concentraciones de las monoaminas
cerebrales de los diferentes grupos de vertebrados, se ha
desarrollado ampliamente en algunas especies de mamiferos, tales
como‘ el raton (Murai y col. 1988), el perro (Mefford y col.
1982), monos (Brown y col. 1979), y el hombre (Herregodts y col.
1991); y en menor grado’en algunas especies de aves (Juorio vy
Vogt, 1967).

Los estudios de este tipo efectuados en los demds grupos de
vertebrados a los que pertenecen los réptiles, los anfibios'y los

peces, son muy escasos y antiguos (Bogdanski y col. 1963), y los
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resultados se refieren lUnicamente a los contenidos cerebrales
totales de monoaminas, sin referirse a reglones encefadlicas
especificas.

Los resultados de 1la neuroquimica que efectuamos en la

iguana C. pectinata nos permiten mostrar, ademé&s de las

concentraCiones normales de serotonina, noradrenalina y dopamina
que existen a lo largo de las diferentes regiones que forman el
tronco cerebral de la iguana estudiada, la existencia de
variaclones en las concentraciones de estas mohoaminas en dichas

zonas.

Por otro lado, con el estudio neuroquimico se constatd 1lo
observado con 1la técnica de inmunocitoquimica, en relacién a
existencia de serotonina distribuida principalmente en los

nicleos del rafe de C. pectinata.

Ademés, la disminucidn significativa de 5-HT observada a lo
largo del trbnco cerebral He este reptil después de la
administracién de PCPA (Cuadro 7), nos permitén corroborar‘quella
cantidad de este neurotransmispr disminu?e después de la
-inyeccién de dicho farmaco, hecho que también habiamos observado

cualitativamente en la parte inmunocitoquimica. Esta situacidn,

~aunada a los resultados electrofisiolégicos de las iguanas

tratadas con PCPA, sugieren la intervencidén de la 5-HT en la

regulacién de las fases de suefio de C. pectinata) va que el

decremento en la cantidad de tiempo invertido por este reptil
tanto en su fase de suerno pasivo como en su fase de suefio activo
después de 24 horas de administrada la PCPA, concuerda <c¢on 1la

baja en las concentraciones de serotonina cuantificadas 12 horas
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después de su inyeccidén. Efecto que ha sido reportado en los
mamiferos (Touret y col. 1991; Li y Satinoff, 1992).

De los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye
que:

El estudio comparativo del sueho realizado unicamente a
traveés de actividad eléctrica cerebral exhibida por los
diferentes grupos de vertebrados no es adecuado, vyva que ésta es
sGlamente uno de los varios signos fenomenolégicos de este estado
de vigilancia. De tal forma que es indispensable tomar en cuenta
otras variables electrofisioldgicas, como la frecuencia cardiaca
Yy respiratoria, la actividad muscular y ocular, sin olvidar los
patrones conductuales que los organismos presentan durante sus
fases de sueno. Por otro lado, creemos due también es importante
en un estudio comparativo de sueno, integrar las observaciones
electrofisioldgicas y conductuales con estudios neuroanatdomicos,
inmunocitoquimicos, | neuroquimicos, vy farmacoldgicos, con el
objeto de trazar el desarrollo filogenético de los "mecaniémos"
del sueno en los diferentes grupos de vertebrados.,

Ademas, en este estudio se observd que la administracidn de

PCPA (400 mg/kg i.p.) en la iguana Ctenosaura pectinata provoca
una disminucién importante en la concentracidn de serotonina a
nivel del tronco cerebral, que coincide con una disminucién en el
tiempo total invertido por dicho reptil en sus fases de sueiio, lo
gue hace suponer que la serotonina directa o indirectamente
participa en la regulacion del suefio en los reptiles, tal y como

se ha sugerido para los mamiferos.
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PERSPECTIVAS

En funcidon de lo que se ha discutido en este trabajo,
podemos darnos cuenta que el conocimiento que se tiene de 1los
mecanismos que participan en la regulacién del suefio en los
vertebrados poiquilotermos es escaso en comparacidén con lo que se
conoce en los vertebrados homeotermos. Es por esto, gue existen
una gran cantidad de preguntas sobre la manera como se
desencadena el suefio en aquellos vertebrados que ocupan una
posicidn inferior a la de los mamiferos en la escala
filogenética, preguntas que pueden empezarse a responder con la
realizacidén de estudios como éste.

Sin embargo, ain quedan muchas dudas en relacidén a la
influencia que pudiera tener la tempefétura ambiental en 1la
duracién de las fases de suefio en los reptiles; en relacidén al
origen que puedan tener las espigas registradas durante el suefo
en los reptiles; en relacién a la manera como interactian los
‘mecanismos serotoninérgicos, los mecanismos colinérgicos y los
mecanismos noradrenérgicos en la regulacién del suefio en los
reptiles; en relacién a la posible existencia de mecanismos
peptidérgicos que participen en la generacidén del suefio en dichos
vertebrados; en relacidén al tipo de agrupaciones neuronales vy
neurotransmisores que controlan los fendmenos fasicos y tdnicos
que se presentah durante el suefio en los réptiles; en relacidn al
grado de actividad neuronal que puedan tener los nicleos del

rafe, locus coeruleus, reticulares inferiores, medios vy

superiores, etc. en los reptiles a lo largo del ciclo luz-

obscuridad, o de sus periodos de actividad-reposo; en relacidn a
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la posible liberacidén de serotonina a nivel hipotaldmico en los
reptiles; en relacién a la posible sintesis de factores
hipnogénicos en el hipotdlamo de los reptiles; en relacién al
grado de insomnio que puedan provocar sustancias como la 5,6-
dihidroxitriptamina en los reptiles; en relacidén al efecto que
pueda tener la administracién de varias dosis de PCPA en el suefio
de los reptiles; en relacién a las caracteristicas con las que se
presenta el sueno en los anfibios y peces; en relacidén a 1los
mecanismos que controlan los periodos de actividad y reposo en
los anfibios y los reptiles; etc.

Es 1logico que para poder dar una respuesta a todas estas
incégnitas se requieren de anos de estudio y de la constancia en
una linea de investigacidn en la que se utilicen las técnicas
electrofisiolégicas, de registro de actividad unitaria,
inmunocitoquimicas, neuroquimicas, farmacoldgicas, voltamétricas,
de lesién, neuroanatdmicas, etc. con el propdésito de estudiar de
forma integrativa la manera como se presenta el suefio en 1los
diferentes grupos de vertebrados, tratando con ello de dar una
respuesta a la pregunta que nos hacemos las personas que de
alguna u otra forma estamos relacionadas con la investigacidn dei"

suefio, y que consiste en saber como es que dormimos.
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