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1. RESUMEN

En vertebrados como los mamiferos y aves el suefio es un proceso dinamico que
comprende las fases de suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) y el de
ondas lentas o suefio no-MOR. Ambas fases se caracterizan por una actividad
eléctrica cerebral especifica y se acompafian de cambios en la frecuencia cardiaca
y la respiratoria. En algunos invertebrados, como el acocil, se ha descrito el
fendmeno del suefio a partir de los mismos criterios que en el vertebrado. Se sabe
que durante la vigilia diversos estimulos mecanicos, visuales, de interacciones
agonistas, la copula o perturbaciones en su ambiente, modifican la frecuencia
cardiaca y la respiratoria. Los resultados que obtuve a lo largo de este proyecto
muestran que estas variables también se modifican durante el suefio del acocil. En
los vertebrados estos cambios cardiorrespiratorios son mediados por el Sistema
Nervioso Autonomo (SNA); sin embargo, en el acocil no hay descripciones de este
tipo de sistema y se desconocen los mecanismos y las vias que median esta
regulacion. Ademas, se desconoce cual es el patréon de la actividad
cardiorrespiratoria durante el suefio y tampoco se sabe si este animal tiene fases
de suenio.

El objetivo principal de este trabajo fue analizar la actividad eléctrica cerebral y
cardiorrespiratoria de acociles adultos Procambarus clarkii, mediante la
transformada wavelet continua (TWC), matrices de correlacion de Pearson y
técnicas de aprendizaje no supervisado con la finalidad de (1) identificar si el acocil
presenta fases de sueno y (2) determinar cual es la relacion entre estas variables
durante el mismo. Para ello, previa anestesia por frio implanté de manera crénica
electrodos en cerebro, el seno cardiaco y en ambas camaras branquiales. Registré
simultaneamente la actividad conductual y electrofisiolégica durante 8 horas. En el
analisis conductual consideré tres posiciones del animal: deambulando, inmdovil y
de lado, asi como, la hora de inicio y de término de dicha posicion. Con los datos
obtenidos elaboré graficas de posicién contra tiempo y posteriormente asocié cada
condicién conductual con los datos electrofisiolégicos. Utilicé la transforma wavelet
continua para el analisis tiempo-frecuencia de la actividad electrofisioldgica. Los

resultados muestran que:



» El acocil puede dormir de lado a nivel de la superficie del agua (como esta
descrito en la literatura) o cuando esta inmovil.

» La potencia de la actividad eléctrica cerebral durante el suefio no es
constante, cambia a través del tiempo. Esto sugiere que la actividad cerebral
durante el suefio esta compuesta por aparentes microestados con duracion
y patrones distintos.

Por otra parte, el analisis tiempo-frecuencia de la actividad cardiorrespiratoria
muestra que:

» Durante el suefio la actividad cardiaca y respiratoria presenta un progresivo
decremento en potencia en la medida que el acocil duerme. Estos cambios
ocurren a lo largo de todo el episodio de suefio y muestran diferencias y
similitudes con el patron encontrado durante la vigilia.

Posteriormente determiné la evolucion temporal del suefio y la relacion entre la
actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria durante el mismo. Para ello, utilicé
matrices de correlacion de Pearson y técnicas de aprendizaje no supervisado,
como el agrupamiento de datos con k-means. Los resultados en conjunto indican
que: (1) en el acocil existen por lo menos 3 diferentes fases de suefo y (2) cada
una de estas fases se acompafa de cambios en variables fisiolégicas como la

frecuencia cardiaca y la frecuencia respiratoria.



2. ABSTRACT

In vertebrates like mammals and birds, sleep is a dynamic process, which may be
divided into rapid eye movement (REM) and non-rapid eye movement (NREM)
sleep. Each one has a specific brain electrical activity and is accompanied by
variations in cardiac and respiratory frequencies. Sleep has been demonstrated
only in a handful of invertebrates and evidence for different sleep stages remains
elusive. Previous results show that crayfish sleep fulfills behavioral and
electrophysiological criteria defined for vertebrates. It is known that aggressive and
submissive social interactions, copulation, and perturbations in its environment
induce changes in heartbeat and respiration during wakefulness. The results that |
obtained throughout this project show that changes in these variables occur during
sleep in crayfish. In vertebrates these changes are mediated by the Autonomic
Nervous System; however, there are no descriptions of this kind of system in
crayfish. Moreover, we do not know if this animal has sleep phases and what is the
relationship between brain and cardiorespiratory electrical activity during sleep.
The main purpose of this work was to analyze physiological time series from adult
male crayfish's brain and cardiorespiratory electrical activity by continuous wavelet
transform (CWT), Pearson correlation matrix and unsupervised learning
techniques, to search for sleep phases and determine the relationship between
these activities during sleep. Therefore, in cold anesthetized animals | implanted
electrodes on deutocerebrum, both gill chambers, and cardiac sinus. After two days
of recovery, | recorded, simultaneously, behavioral and electrophysiological activity
during 8 continuous hours (from 12:00 to 20:00 h). For behavioral records, |
considered three conditions of the animal: walking, motionless or lying on one side,
as well as, the day hour, and the time spent on each condition. Then, | associated
each position with the electrophysiological recordings.
The electrophysiological activity’s time-frequency analysis by continuous wavelet
transform indicates the following:

= Crayfish can sleep lying on one side (as previously reported) or when it is

motionless.

» During the same sleeping episode, the power of brain electrical activity is not
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constant but changes over time. These findings suggest that brain electrical
activity during sleep shows different patterns, which seems to indicate micro-
states.
On the other hand, the cardiorespiratory activity’s time-frequency analysis shows
that:

e Crayfish shows a progressive decrease in power both ECG and respiratory
electrical activity, as it is sleeping. These changes occur for a long sleeping
episode and show differences and similarities with the pattern encountered
during wakefulness.

Finally, | determined the temporal pattern of sleep and the relationship between
brain and cardiorespiratory electrical activity during this state. For this purpose, |
used Pearson correlation matrix and unsupervised learning techniques, as
grouping analysis by k-means clustering and principal components analysis (PCA).
The results suggest that: (1) in crayfish there are at least three different sleep
phases, (2) changes in physiological variables like HR and RF take place during

different sleep phases.



3. INTRODUCCION

Pocas condiciones fisiolégicas han recibido tanta atencién de filésofos,
poetas, novelistas, estudiosos y cientificos, como el suefio. Escritores desde
Aristoteles y Ovidio, hasta Shakespeare y Dante quedaron fascinados por el suefio
y su impacto en nuestras emociones, la conducta y la salud. Dormir, como comer o
beber, es esencial para la vida. Casi todo mundo ha experimentado la sensacién de
desmoronarse después de una noche de mal suefio. Sin embargo, a diferencia de
comer o beber, la funcion esencial del suefio continla siendo un misterio. A pesar
de los multiples esfuerzos realizados, estos contindan sin responder a preguntas
fundamentales acerca del sueno. ;Por qué dormimos? ;Todos los animales
duermen? ;Por qué pasamos un tercio de nuestra vida durmiendo? ;Por qué
habitualmente algunas especies duermen mucho mas tiempo que los humanos, y
otras mucho menos; y como las especies que duermen por periodos cortos cumplen
las funciones del suefio en menor tiempo? ¢ Por qué en las especies de mamiferos
terrestres la cantidad de suefio disminuye desde el nacimiento hasta la madurez? y
¢Por qué algunas especies tienen dos tipos de suefio, MOR y no-MOR? En
consecuencia, a pesar de la gran profusion de estudios en los ultimos afos, nadie

ha podido responder a estas preguntas. Nadie sabe bien para qué sirve dormir.

3.1 Vigiliay Suefio

Los dos principales estados cerebrales identificados en practicamente todos
los animales son vigilia y suefio.

La vigilia es un estado en el que el individuo tiene la capacidad de interactuar
con el ambiente que le rodea y de responder a los estimulos que recibe.

Por otra parte, el suefio es definido por cambios conductuales y
electrofisioldgicos. Conductualmente, el suefo es caracterizado por cinco criterios:
(i) una posicion especie-especifica, (ii) quiescencia conductual prolongada, (iii)
misma que es rapidamente reversible tras estimulacion moderadamente intensa, lo
que diferencia el suefo de la hipotermia, torpor o coma, (iv) incremento en el umbral

de respuesta a estimulos externos y (v) rebote homeostatico seguido de la privacion
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de sueno (Ookawa y Gotoh, 1965; Flanigan y cols., 1974; Campbell y Tobler,
1984; Tobler, 2005). Electrofisiolégicamente, el suefio se caracteriza por cambios
en la actividad eléctrica cerebral medidos por el electroencefalograma (EEG) en
mamiferos (Berger y Gloor, 1969; Keenan y Hirshkowitz, 2010) y por potenciales
de campo local en invertebrados (van Alphen y cols., 2013).

En mamiferos y aves el suefio es dividido en dos etapas principales, suefio
con movimientos oculares rapidos (suefio MOR) y suefio sin movimientos oculares
rapidos (no-MOR). Cada una de las etapas de suefio puede ser distinguida por el
registro de la actividad eléctrica derivada de Ila superficie cerebral
(electroencefalograma, EEG). En el caso de los humanos, cuando la persona se
encuentra despierta, el EEG muestra principalmente actividad alfa y beta
(oscilaciones neuronales en un rango de 7.5-125 Hz y de 12.5-30 Hz,
respectivamente). Durante la vigilia, la actividad beta aparece cuando se realiza una
actividad que requiere de atencion. Mientras que, la actividad alfa aparece cuando
el sujeto se encuentra en un estado relajado y quieto. Durante la primera hora
después de acostarse, los seres humanos discurren por sucesivas etapas de suefo
(Figura 3.1 A). Después del inicio de suefio, atravesamos por el suefio no-MOR, el
cual puede ser diferenciado en tres etapas N1-N3, previamente denominadas etapa
1, 2, 3y 4; sin embargo, actualmente la nomenclatura acerca de las fases del suefio
ha sido modificada por la Academia Americana de Medicina del Suefio (Iber y cols.,
2007). En la etapa N1 (anteriormente etapa 1), la actividad alfa decrementa
gradualmente y la actividad theta (4-8 Hz) aparece. Durante la etapa N2
(anteriormente etapa 2), el EEG esta caracterizado por la aparicion de husos de
sueino (descargas periddicas de actividad aproximadamente de 10-12 Hz que por lo
general duran de 1-2 segundos) y complejos K (oscilacién lenta). En la etapa N3
(conjunta las etapas 3y 4), la actividad delta (1-4 Hz, también denominada actividad
de ondas lentas), comienza a dominar el EEG. La etapa N3 ha sido dividida en 2
etapas basandose en la cantidad de ondas lentas. Esta etapa es tipicamente
denominada suefio de ondas lentas y esta caracteriza por ondas de gran amplitud.
Es la etapa en la que es mas dificil de despertar y es considerada la etapa mas

profunda del suefio. Sin embargo, tras un periodo de suefio de ondas lentas, los



registros del EEG muestran que las etapas del suefo se invierten, es decir, se
presentan frecuencias rapidas de baja amplitud y se entra en la etapa de suefo
MOR (también denominado suefio paradojico). En el suefio MOR, los patrones del
EEG son notablemente similares a los de la vigilia; hacia el final de esta etapa es el
momento en el que el sujeto puede ser despertado facilmente con un pequefio

disturbio. Después de unos 10 minutos en suefio MOR, transitamos de nuevo a las

Suefio no-MOR

A

Etapnas

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (min)

MOR MOR MOR MOR MOR

Vigilia

Etapa |

Etapa Il

Etapa Il
Etapa IV

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)
Figura 3.1. (A) Registros de EEG durante la primera hora de suefio (Modificada de
Hobson, 1989) y (B) hipnograma que muestra como las 8 horas tipicas de suefio
que se experimentan cada noche, estan conformadas por diferentes ciclos que
alternan entre suefio no-MOR y MOR (Modificada de Foulkes y Schmidt, 1983).



etapas del suefio no-MOR. En general, el suefio de ondas lentas se desarrolla otra
vez en la segunda ronda de este ciclo continuo, pero habitualmente no se produce
durante el resto de la noche (ver Figura 3.1 B). En promedio, se desarrollan otros
4 o 5 periodos de suefio MOR, y cada uno de ellos tiene una duracién mayor. En
resumen, las 8 horas tipicas de suefio que se experimentan cada noche
comprenden en realidad varios ciclos que alternan entre suefio no-MOR y MOR; en
promedio la duracion de cada ciclo de suefo es de alrededor de 90 minutos La
cantidad de suefio MOR diario disminuye desde unas 8 horas al nacimiento hasta 2
horas a los 20 afios y solo unos 45 minutos a los 70 afos.

Aunque la distribucion y la cantidad de suefio MOR y no-MOR varian
ampliamente entre mamiferos y aves (Zeplin y cols., 2005), la electrofisiologia de
estos dos estados esta bien establecida excepto en cetaceos (ballenas y delfines),
y en un monotrema, el equidna, un mamifero primitivo que pone huevos
(Mukhametov, 1987; Siegel y cols., 1996; Lyamin y cols., 2002, 2004, 2005).

En el caso de las aves, como previamente mencioné, se sabe que estas
presentan tanto suefio de ondas lentas como suefo paradéjico, aunque el suefio
paradojico difiere del suefio MOR de los mamiferos en el sentido en que, en las
aves ocurre en episodios cortos que duran desde unos segundos hasta unos pocos
minutos. Se sabe ademas que, a diferencia de la mayoria de los mamiferos, con
algunas excepciones, las aves presentan suefo unihemisférico, es decir, la
actividad cerebral de un hemisferio presenta patrones de suefo de ondas lentas,
aunados a patrones de vigilia en el otro hemisferio cerebral, en el que permanece
abierto el ojo contralateral al hemisferio despierto. Se ha propuesto que el sueno
unihemisférico pudo haber evolucionado en respuesta al riesgo de depredacion,
permitiendo que partes del cerebro permanezcan en alerta de manera diferencial
(Rattenborg y cols., 2000; Lima y cols., 2005). Esta particularidad puede ayudar
a las aves, especialmente a las aves migratorias, a conservar cierta capacidad de
alerta durante un periodo largo de vuelo, aunque a la fecha no existe una evidencia
directa de suefo unihemisférico durante el vuelo (Rattenborg, 2006b; Rattenborg
y Martinez-Gonzalez, 2014).

En el caso de los cetaceos (mamiferos acuaticos), uno podria imaginar que



las ballenas y los delfines, quienes permanecen toda su vida en el agua, de alguna
manera necesitan adoptar una forma especial de suefio, de lo contrario se
ahogarian o permanecerian bajo una gran amenaza de ser atacados por
depredadores mientras duermen. Curiosamente, los delfines eluden tales riesgos al
presentar, al igual que las aves, suefio unihemisférico. Los registros
correspondientes al EEG, claramente demuestran que las ondas lentas son
generadas en un solo hemisferio a la vez (Mukhametov y cols., 1977). De manera
que, un hemisferio cerebral mantiene un bajo nivel de alerta, mientras que los
delfines permanecen nadando. Sin embargo, a la fecha no hay reportes publicados
que documenten la existencia de sueio MOR en cetaceos, por lo que estos
animales son los Unicos mamiferos en los que aun no se ha observado este estado.

Por otro lado, el suefio unihemisférico es también observado en otros
mamiferos marinos, como en los lobos marinos y otros otaridos (focas con orejas
externas), que presentan otra diferencia con respecto al suefo de los mamiferos
terrestres (Mukhametov y cols., 1985). Cuando estan en el agua, los lobos marinos
muestran un patrén de suefio unihemisférico similar al de los cetaceos. Sin
embargo, el suefio de los lobos marinos, a diferencia del de los cetaceos, es
acompanado de sorprendentes asimetrias motoras. La aleta contralateral al
hemisferio de ondas lentas permanece inmovil, la aleta contralateral al hemisferio
con actividad de bajo voltaje rema para mantener la posicion del animal, y el bigote
contralateral al hemisferio con actividad de bajo voltaje es usado para monitorear la
posicion del lobo marino en el agua. Cuando la actividad de ondas lentas se invierte
al hemisferio opuesto, también se invierten las asimetrias motoras. En el agua, el
lobo marino presenta una cantidad extremadamente pequena de suefio MOR, e
inclusive puede permanecer sin presentar suefio MOR durante una o dos semanas.
Sorprendentemente, cuando el lobo marino se traslada a la tierra después de
permanecer semanas en el agua, inmediatamente ocurre un cambio en su
estructura del suefo. Las ondas lentas unihemisféricas desaparecen en gran
medida, y se presenta de manera bilateral el suefio MOR y no-MOR, similar en
cantidad y forma a los patrones presentados por mamiferos terrestres de estatura

comparable. Una caracteristica notable de la transicién del agua a la tierra es que,



los lobos marinos inmediatamente adoptan cierta cantidad de suefio en la tierra sin
ninguna evidencia de recuperacion de suefio MOR, a pesar de la ausencia o casi
ausencia de suefio MOR mientras permanecen en el agua (Lyamin y cols., 1996).
Sin embargo, aun queda por resolver como el cerebro alterna entre estos dos modos
de suefio. De acuerdo con diversos investigadores, los estudios en mamiferos
marinos y en aves sugieren fuertemente que, durante la evolucion, los vertebrados
han adoptado en multiples ocasiones el suefio unihemisférico (evolucidn
convergente). Este resultado puede implicar que la naturaleza innata del suefio en
los vertebrados es localmente regulada. En ese sentido, el suefio unihemisférico

podria ser una forma de suefio local (Vyazovski y cols., 2011).

3.2 Cambios fisiolégicos durante el suefio

Se sabe que diversas variables fisiologicas son controladas durante la vigilia
a niveles 6ptimos para el funcionamiento del cuerpo. Por ejemplo, la temperatura,
la presion sanguinea, los niveles de oxigeno, el didxido de carbono y la glucosa en
sangre permanecen bastante constantes durante la vigilia. Sin embargo, durante el
sueno, las demandas fisioldgicas son reducidas y, la temperatura y la presién
sanguinea decrecen.

Los periodos de suefio no-MOR se caracterizan por una disminucion del tono
muscular, los movimientos corporales, la frecuencia cardiaca (FC), la respiracién
(FR), la presion sanguinea, el indice metabdlico y la temperatura. Todos estos
parametros alcanzan sus valores minimos durante el suefio de ondas lentas. Por el
contrario, los periodos de suefio MOR se acompanan por aumento de la presion
sanguinea, la FC, la FR, y el metabolismo hasta niveles casi tan altos como los
observados en el estado de vigilia (Foulkes y Schmidt, 1983; Trinder y cols.,
2001).

En general, muchas de nuestras funciones, como la frecuencia cardiaca (FC)
y la respiratoria (FR) son altamente variables durante la vigilia o durante el suefio
MOR, pero son extremadamente regulares cuando nos encontramos en el suefio
no-MOR (Trinder y cols., 2001; Somers y cols., 1993).
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En este contexto, los cambios en la FR, la FC y en la presién sanguinea estan
mediados primariamente por el Sistema Nervioso Autdnomo (SNA). Se ha postulado
que, estas fluctuaciones hemodinamicas son expresiones de la modulacion
cardiovascular autonémica de la FC y la presién sanguinea, debido a oscilaciones
simpaticas y parasimpaticas del equilibrio simpatico-vagal. Durante el suefio no-
MOR se observa una modulacion predominantemente vagal, y un control simpatico
significativo durante el sueiio MOR, a niveles mas altos de los observados durante
la vigilia (Trinder y cols., 2001; Somers y cols., 1993). Estos datos han sido
confirmados mediante el analisis espectral, por los registros directos de las fibras
simpaticas utilizando técnicas microneurograficas (Somers y cols., 1993) y por el
analisis de la variabilidad de la frecuencia cardiaca (heart rate variability, HRV), que
es una herramienta no invasiva y capaz de detectar oscilaciones ritmicas en las
series de tiempo de la actividad cardiaca y la presién sanguinea (Montano y cols.,
2009). Mediante el analisis de la variabilidad de la frecuencia cardiaca, se han
identificado tres principales componentes oscilatorios: un componente de muy baja
frecuencia (VLF, very low frequency), marcador de oscilaciones circadianas y
hormonales; un componente de baja frecuencia (LF, low frequency), marcador de la
modulacién simpatica; y un componente de alta frecuencia (HF, high frequency),
marcador de la modulacion vagal y sincronizacién con la respiracion (Montano y
cols., 2009). La HRV ha sido ampliamente utilizada para evaluar el control
autonémico durante el suefo, mostrando un progresivo decremento del
componente LF, marcador de la modulacion simpatica, y un predominante control
vagal, a medida que el sueno se vuelve mas profundo (desde la vigilia al suefio
profundo no-MOR). Por el contrario, el suefio MOR se caracteriza por una
modulacion simpatica con picos de actividad simpatica a niveles incluso mas altos
que durante la vigilia (Brandenberger y cols., 2003; Legramante y cols., 2003;
Trinder y cols., 2001; Tobaldini y cols., 2014).

A pesar de la riqueza de la informacién descriptiva acerca de las etapas del
suefo y de un esfuerzo de investigacion intenso en los ultimos afios, los propésitos
funcionales de las etapas del suefio aun se conocen poco. Aunque la mayor parte

de la evidencia sugiere que el suefio esta relacionado con diversos procesos como
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la consolidacion del aprendizaje y la memoria, la estabilidad emocional y el
mantenimiento de la homeostasis cerebral, los mecanismos mediante los cuales el
suefio cumple estas funciones son poco claros (Rechtschaffen, 1998; Maquet,
2001; Siegel, 2003, 2005; Frank, 2006; Cirelli y Tononi, 2008; Walker, 2009,
2010; Diekelmann y Born, 2010; Schmidt, 2014; Yamazaki y cols., 2020). La
mayoria de los investigadores aceptan la idea de que la funcion del suefio no-MOR
es, al menos en parte, reparadora y que el suefio de ondas lentas esta implicado
especificamente en el mantenimiento de la homeostasis sinaptica en mamiferos
(Tononi y Cirelli, 2003, 2006). Sin embargo, aun no se ha encontrado una

respuesta definitiva a la pregunta principal acerca de ¢ cual es la funcién del suefio?

3.3 Sueio en invertebrados

Un enfoque diferente para descubrir los origenes y las funciones del suefo
puede ser a través del estudio de organismos no mamiferos, quienes han
permanecido relativamente sin cambios desde sus ancestros fosiles y que podrian
proporcionar evidencia acerca del origen del suefio. Un comportamiento como el
suefo, desde luego, no deja un registro fosil, lo que limita fuertemente la informacion
obtenida con respecto al origen de este. Sin embargo, los organismos
filogenéticamente antiguos como los insectos, peces, anfibios, reptiles y mamiferos
primitivos podrian arrojar informacion acerca de la funcion del suefio (Hartse, 2011).

Este enfoque filogenético para investigar el origen del suefio ha generado
cierta controversia, y existe desacuerdo en la literatura acerca de la presencia o
ausencia del suefo en organismos no mamiferos. En general, existe un consenso
con respecto a que los organismos no mamiferos presentan suefio conductual o
descanso. Sin embargo, la electrofisiologia del suefio puede ser muy diferente a la
de los mamiferos (Walker y Berger, 1973).

En ese sentido, los invertebrados representan un grupo de gran variedad de
organismos, con planes corporales mucho mas diversos que los de los vertebrados,
pero con tamanos, por lo regular, pequefios. En este grupo se han descrito muchas
conductas de reposo, que se han analizado mas en la optica de los ritmos

circadianos que en la de suefo. En los invertebrados en los que se ha estudiado el
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sueno (escorpiones, Tobler y Stadler, 1988; abejas, Kaiser, 1988; cucaracha,
Tobler y Neuner-Jehle, 1992; moscas, Hendricks y cols., 2000), la descripcién es
fundamentalmente conductual debido a que es dificil registrar la actividad eléctrica
del cerebro de estos animales, aunque en algunos casos se han demostrado
modificaciones en la actividad eléctrica cardiaca (Tobler, 1984), y cerebral (van
Alphen y cols., 2013). Durante las ultimas décadas, los modelos genéticos del tipo
de los gusanos nematodos Caenorhabditis elegans (Raizen y cols., 2008), la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Hendricks y cols., 2000a; Shaw y
cols., 2000) y el pez cebra Danio rerio (Zhdanova y cols., 2001; Prober y cols.,
2006; Yokogaway cols., 2007) han sido particularmente estudiados con la finalidad
de dilucidar los componentes genéticos y moleculares que subyacen el suefio.
Hasta el momento, el acocil es el unico invertebrado en el que se ha descrito el
suefio a partir de criterios conductuales y electrofisiolégicos utilizando una

preparacion de animal completo y deambulante (Ramén y cols., 2004).

3.4 Suefio en el acocil

El acocil es un invertebrado con un numero relativamente pequeno de
neuronas en su cerebro. Se ha usado como modelo de estudio de algunas de las
funciones cerebrales de las llamadas ‘complejas’, debido a que en este decapodo
es posible colocar cronicamente electrodos extracelulares sobre la superficie del
cerebro y mantenerlos durante periodos prolongados (Hernandez y cols., 1996).
De esta manera se han registrado potenciales evocados de tipo visual, respuestas
a estimulos omitidos y sefales asociadas con el procesamiento de informacion
visual en el animal deambulante (Hernandez-Falcén y cols., 1999). Usando esta
preparacién se caracterizo el suefio en el acocil (Ramoén y cols., 2004).

El suefo en el acocil esta caracterizado por una posicién especie-especifica
(de lado a nivel de la superficie del agua, Figura 3.1 B), por un incremento en el
umbral de respuesta a estimulos externos, ausencia de senales eléctricas de
procesos cognitivos, una actividad eléctrica cerebral unica para este estado, y un
fuerte decremento en potencia en la banda de frecuencia de los 30-45 Hz. Durante

la vigilia, el acocil deambula alrededor del acuario y registros de la superficie
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cerebral muestran numerosas espigas de diversos tamafos superpuestas sobre
una linea base plana (Figura 3.1 A). En el animal dormido (Figura 3.1 B), las
espigas son sustituidas por ondas lentas con frecuencias en el rango de 10 a 20 Hz
(Ramén y cols., 2004; Mendoza-Angeles y cols., 2010). Sin embargo, aun no se
han descrito fases de suefio en este u otro invertebrado. Aunque, se ha postulado

que en Drosophila existen etapas de suefo (van Alphen y cols., 2013).

a)

oltage (UV) N
o

I\
o
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Tiempo (s) 10

o

A Voltaje (uV) N

o
o

Tiempo(s) 10

Figura 3.1. Posiciones del acocil y su actividad eléctrica cerebral. (A) animal
deambulante, (B) animal dormido. (Modificada de Mendoza-Angeles, 2005).

Por otra parte, en crustaceos, como el acocil, se sabe que durante la vigilia
la interaccion social, la cépula e inclusive perturbaciones en el ambiente inducen
cambios en la frecuencia cardiaca y en la respiratoria (Schapker y cols., 2002;
Shuranova y cols., 2006; Cooper y cols., 2011; Canero y Hermitte, 2014). Los
resultados que obtuve a lo largo de este proyecto muestran que cambios en estas
variables ocurren también durante el suefio (Osorio-Palacios y cols., 2021). Sin
embargo, aun no hay descripciones de la existencia de un Sistema Nervioso
Autonomo y se desconocen los mecanismos y las vias que median esta regulacion.

El propésito principal de este trabajo fue analizar series de tiempo de la
actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria del acocil, mediante la transformada
wavelet, matrices de correlacion de Pearson y técnicas de aprendizaje no
supervisado, con la finalidad de buscar fases de suefio y determinar la relacién entre

estas actividades durante el sueno.
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A continuacién, hago una descripcion breve de las técnicas de

analisis implementadas y del analisis estadistico aplicado:

3.5 Andlisis de sefnales

Las sefiales son representaciones de una variable fisica a través de
una funcion y contienen la informacion del comportamiento de cualquier proceso
que involucre a esa variable. Para una aplicacion practica, un proceso fisico puede
ser descrito en el dominio del tiempo (t) mediante valores representados por una
funcién f(t), o alternativamente, en el dominio de la frecuencia (w), mediante una
serie de amplitudes representadas por F(w).

En el caso de los vertebrados, la actividad eléctrica cerebral
(electroencefalograma, EEG) se ha analizado mediante la transformada rapida de
Fourier (Thakor y Tong, 2004). Es decir, a través de un procedimiento matematico
que descompone una funcion en las frecuencias que le forman. Sin embargo, el
analisis de Fourier fue disefiado para sefiales estacionarias y periddicas, por lo que
presenta un problema al pretender determinar el instante en que ocurre un evento
en particular. En los mamiferos, éste analisis funciona debido a que, en la mayoria
de los casos, ya sea en un individuo dormido o despierto, las sefiales del EEG son
estacionarias o cuasi-estacionarias. Sin embargo, comparada con el EEG del
vertebrado, la actividad eléctrica del cerebro del acocil es mucho menos
homogénea y el célculo de sus parametros estadisticos (media y desviacion
estandar méviles) muestra que la sefial es no estacionaria tanto en animales alerta
como en animales dormidos (Mendoza-Angeles y cols., 2005, 2007). Por lo que,
para determinar la dinamica de la actividad electrofisiolégica del acocil tanto en el
dominio del tiempo como en el de la frecuencia, ha sido necesaria la utilizacion de
una herramienta distinta, disefiada para el analisis de sefales no estacionarias,

como la transformada wavelet.

3.5.2 Transformada Wavelet

La transformada wavelet continua (TWC) es un analisis lineal
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multirresolucion a través de ventanas de longitudes variables. Es un método que
proporciona buena resolucion en el tiempo y en la frecuencia, y resulta apropiado
para la deteccion de transitorios en sefiales no estacionarias. Para la aplicacion de
la TWC, utilicé una forma de onda localizada, conocida como wavelet madre.
Matematicamente, la TWC puede ser interpretada como la convolucién entre una
sefal y versiones desplazadas y escaladas de la wavelet madre, es decir, tenemos
una ventana de longitud variable que decrece en el tiempo mientras analizamos
los componentes de alta frecuencia e incrementa en el tiempo para analizar los
componentes de baja frecuencia de la sehal (Addison, 2005).

Utilicé la TWC para el analisis de la actividad eléctrica cerebral y
cardiorrespiratoria correspondiente a cada episodio completo de sueno. Para ello,
dividi cada uno de los episodios en ventanas de 30 s. Para el analisis de la actividad
cerebral, utilicé un software desarrollado en el laboratorio mediante MATLAB. En
el caso de la actividad cardiorrespiratoria, usé el toolbox wavelet. En ambos analisis
seleccioné la funcién Morlet como la wavelet madre.

Posteriormente, por cada episodio completo de suefio determiné el
patron temporal de suefio y la relaciéon entre la actividad eléctrica cerebral y
cardiorrespiratoria durante el mismo, para este fin, utilicé matrices de correlacion

de Pearson y analisis de agrupamiento de datos con k-means.

Matrices de Correlacion de Pearson

El calculo del coeficiente de correlacidon entre cada par de elementos
0 entre variables pertenecientes a un conjunto de datos, se conoce como matrices
de correlacion. Es una técnica ampliamente utilizada en el analisis de datos,
procesamiento de sehfales, reconocimiento de patrones, procesamiento de
imagenes y en bioinformatica (Pratt, 1974; Brown, 1991; Gonzélez y Woods,
2002; Chang y cols., 2009). De manera general, las matrices de correlacion de
Pearson son una técnica de analisis multivariable, en la que es posible estudiar la
relacion temporal (por ejemplo, la evolucion temporal del suefio) y la relacion
espacial (relacidon entre variables). Utilicé esta técnica con la finalidad de

determinar la evolucién temporal del suefio en cada uno de los episodios. A través
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de este analisis identifiqué de manera cualitativa que durante el suefio los datos
provenientes del cerebro, el corazon y las camaras branquiales del acocil se
agrupan en diferentes conjuntos (interrelacion temporal). Posteriormente, apliqué
un analisis de agrupamiento de datos mediante k-means a cada episodio de suerio,
esto con la finalidad de confirmar de manera cuantitativa el niumero de conjuntos

encontrados con las matrices de correlacion de Pearson.

Analisis de Agrupamiento de Datos (k-means)

k-means es una técnica de aprendizaje no supervisado; este tipo de
aprendizaje infiere patrones de un conjunto de datos sin referencia a resultados
conocidos o etiquetados, es decir, s6lo conocemos los datos de entrada, pero no
existen datos de salida que correspondan a una determinada entrada. Los
algoritmos de aprendizaje no supervisados como k-means se utilizan para agrupar
los datos no estructurados segun sus similitudes y patrones distintos en el conjunto
de datos. De manera que, k-means consiste en agrupar datos en k particiones,
esto en funcion de la suma de las distancias entre cada objeto y el centroide de su
grupo o cluster, de manera que se minimiza la varianza de los datos intracluster.

El algoritmo inicia particionando los datos de entrada (Xj) en k
conjuntos determinados inicialmente de manera aleatoria o a través de datos
heuristicos. Después, calcula el centroide de cada grupo y determina la distancia
entre cada uno de los datos y los centroides de los grupos con la finalidad de
asignar cada xj al grupo con el centroide mas cercano. Finalmente, se actualiza la
posicion del centroide de cada grupo, este proceso es iterado hasta que el
algoritmo converge, mismo que se obtiene cuando la asignacién de los datos no
cambia de conjunto (Wittek, 2014).

Para este proyecto, el objetivo del anadlisis con k-means fue
determinar de manera clara el agrupamiento natural de los datos provenientes de
las variables electrofisioldgicas durante el suefio dentro de k grupos.

Finalmente, utilicé el analisis de componentes principales con la
finalidad de graficar en el espacio bidimensional los resultados del agrupamiento

de los datos.
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Analisis de Componentes Principales

El analisis de componentes principales (PCA), al igual que el de k-
means, es una técnica de aprendizaje no supervisado. Resulta particularmente util
en el analisis exploratorio de “grandes conjuntos de datos”, en donde se cuenta
con multiples variables para cada muestra (Abdi y Williams, 2010). En particular,
el objetivo del analisis con PCA fue reducir el numero de dimensiones originales a
un numero menor de variables (conocidas como componentes principales), con la
finalidad de visualizar en el espacio de dos dimensiones los resultados obtenidos
del analisis multivariable con k-means. Estas componentes principales resultantes,
son una combinacion lineal de las variables electrofisioldgicas originales y

preservan la mayor cantidad de informacion o varianza posible.

Andlisis Estadistico

Por ultimo, determiné si en cada uno de los episodios de suefio
existen diferencias significativas entre los datos obtenidos antes (1 minuto),
durante el episodio y después (1 minuto) de este. Para ello analicé de manera
individual cada variable registrada (cerebro, corazén, camara branquial 1 y camara
branquial 2, en cada una de estas condiciones. Debido a que el numero de datos
es diferente, antes y después del episodio se cuenta con un minuto de datos, y
durante el episodio completo de suefio la cantidad de datos obtenidos depende de
la duracion del episodio analizado (los episodios mas cortos constan de una
duracion de 5 minutos), construi ensambles aleatorios con la finalidad de evitar
problemas con respecto al tamano de los datos.

Por otra parte, una vez que llevé a cabo el analisis multivariado con
k-means, determiné si existen diferencias significativas entre el numero de
conjuntos resultantes, para ello apliqué la prueba de Kruskal-Wallis y
comparaciones post hoc de Wilcoxon. Consideré las diferencias estadisticamente
significativas con un p-valor < 0.05. Finalmente, calculé el tamafo de efecto para
la prueba de Kruskal-Wallis mediante el valor de épsilon cuadrado (£2) con lo que
cuantifiqué posibles discrepancias entre los conjuntos.

18



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los diferentes modelos bioldgicos usados hasta ahora muestran que el
suefio es indispensable no solo para tener una buena calidad de vida, sino para el
mantenimiento de la vida misma.

En los vertebrados, como mamiferos y aves, el suefio es un proceso
dinamico que comprende las fases de suefio de movimientos oculares rapidos
(MOR) y suefio no-MOR. Ambas caracterizadas por una actividad eléctrica cerebral
especifica y acompafadas de cambios en la frecuencia cardiaca (FC) y respiratoria
(FR).

En algunos invertebrados como el acocil se ha descrito el fenémeno del
suefio a partir de los mismos criterios que en el vertebrado. El suefo en el acocil
esta caracterizado por una posicion estereotipica (de lado a nivel de la superficie
del agua), incremento en el umbral de respuesta a estimulos externos, una
actividad eléctrica cerebral Unica para este estado y un fuerte decremento en
potencia en la banda de frecuencia de los 30-45 Hz. En el animal dormido, las
espigas presentes durante la vigilia son sustituidas por ondas lentas con
frecuencias de 10-20 Hz.

A pesar de que en este crustaceo aun no se han descrito estructuras
anatomicas autondomicas, se sabe que durante la vigilia diversos estimulos
mecanicos, visuales, de interaccidn agonista, la copula o perturbaciones en su
ambiente, generan cambios en la actividad cardiorrespiratoria y que, variaciones
en estas variables ocurren también durante el suefo. Sin embargo, se desconoce
cual es el patron de la actividad cardiorrespiratoria durante el suefio y tampoco se
sabe si en este invertebrado existen fases de suefio.

Considerando que el acocil puede usarse como modelo de estudio del
suefo, en la medida que cumple con los criterios conductuales y electrofisioldgicos
que definen esta actividad en el vertebrado, y puesto que durante la vigilia y el
suefio existen diversas variaciones cardiorrespiratorias que mantienen la
homeostasis en este animal, es posible postular que, el anélisis en conjunto de la
actividad eléctrica cerebral y la actividad cardiorrespiratoria permitira determinar si

el acocil presenta fases de suefio. Lo que arrojaria mayor evidencia sobre la
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existencia de un mecanismo de regulacidon autondmica en este invertebrado,

aunque se desconozcan las estructuras anatémicas implicadas.
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5. OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo fue analizar |la actividad eléctrica cerebral y
cardiorrespiratoria de acociles adultos Procambarus clarkii mediante la
transformada wavelet (TW), matrices de correlacién de Pearson y técnicas de
aprendizaje no supervisado con la finalidad de identificar si el acocil presenta fases
de sueno y determinar cual es la relacion que existe entre estas variables durante

el mismo.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Con la finalidad de cumplir con los objetivos propuestos, llevé a cabo el

siguiente disefio experimental (Figura 6.1.):

Utilicé acociles adultos machos para la realizaciéon de todo el trabajo.

Implanté de manera cronica electrodos en las siguientes estructuras: deutocerebro,

seno cardiaco y en ambas camaras branquiales.

Después de dos dias de recuperacion, registré de manera simultanea la

conducta y la actividad electrofisiolégica. Los registros de cada acocil tuvieron una

duracién de 8 horas continuas.

Acociles machos
Procambarus
clarkii

Electrodos en:
Deutocerebro
Seno cardiaco
Camaras
branquiales

Registro
simultaneo de
8 horas
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Figura 6.1. Disefio experimental

Para evaluar los aspectos conductuales y electrofisioldgicos, consideré tres
posiciones que muestra el acocil a lo largo del tiempo: de lado, inmévil o caminando,

y asocié cada una de estas posiciones con el tiempo de registro, la hora de inicio y
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el tiempo que permanecio en cada una de estas.

Con los datos obtenidos construi graficas de posicidn contra tiempo y
posteriormente relacioné cada una de estas posiciones con la actividad

electrofisioldgica adquirida.

Utilicé la TWC para el andlisis de la actividad eléctrica cerebral y
cardiorrespiratoria. Mediante esta técnica determiné las principales bandas de
frecuencia presentes en la actividad cardiaca y respiratoria, asi como, los valores

de potencia promedio a lo largo del tiempo.

Con los valores de potencia promedio obtenidos para cada variable, llevé a
cabo un analisis multivariado mediante matrices de correlacion de Pearson con la
finalidad de determinar la evolucién temporal del suefo. Este analisis me permitid
obtener de manera cualitativa el numero de conjuntos en los que se agrupan los
datos provenientes de cerebro, de corazén y de las camaras branquiales durante el
suefio.

Posteriormente, utilice un analisis de agrupamiento de datos mediante k-
means con el objetivo de confirmar cuantitativamente los resultados obtenidos con
las matrices de correlacion. Mediante el analisis de componentes principales
visualicé graficamente en el espacio de dos dimensiones los resultados del analisis

con k-means.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Material Bioldgico

Para la realizacion de este proyecto utilicé acociles machos adultos, Procambarus
clarkii (7-10 cm de rostrum a telson) en intermuda, con un peso de 20-30 g (n = 3). Desde
su llegada al laboratorio los animales se colocaron en acuarios individuales de 30x15x10
cm, bajo ciclos de luz-oscuridad 12:12 (encendido a las 7:00, apagado a las 19:00 h) a
temperatura ambiente (20 °C), y fueron alimentados una vez a la semana con croquetas

para gato.

7.2 Registros Conductuales

Para determinar los cambios de posicion de un acocil a lo largo del dia, obtuve
videos ininterrumpidos durante periodos de 8 horas continuas y simultdaneamente
registré la actividad electrofisiolégica. Los experimentos fueron realizados entre las
12:00 h y las 20:00 h.

7.3 Registros Electrofisioldgicos

Con la finalidad de determinar la relacion entre los estados cerebrales del acocil y
la actividad cardiorrespiratoria, implanté electrodos en las siguientes estructuras:
cerebro, seno cardiaco y en ambas camaras branquiales (ver Anexo 2).

A continuacion, hago una breve descripcion de la elaboracion de los electrodos

utilizados y de la preparacion biologica.

7.3.1 Actividad Eléctrica Cerebral

Para registrar la actividad eléctrica cerebral, llevé a cabo el procedimiento
descrito en Ramoén y cols., 2004. En acociles previamente anestesiados con frio (ver
Anexo 1) realicé un hueco en el caparazén dorsal, llevé a cabo una diseccién roma de
los musculos del cefalotérax, desplacé las visceras hacia atras (principalmente el
estbmago), y las mantuve en esa posicion mediante un separador de plastico, de tal

manera que quedo expuesto el fondo de la cavidad cefalica y el cerebro. Retiré la
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hemolinfa y coloqué la preparacion bajo el microscopio estereoscépico. Con ayuda de
un micromanipulador, descendi el electrodo hasta colocarlo especificamente en el
deutocerebro (Mendoza-Angeles y cols., 2010), procurando formar un sello eléctrico
en el momento en que todo el borde de la canula estuviera asentado sobre el cerebro.
Utilicé la canula como electrodo de referencia y lo fijé al exoesqueleto con cemento
dental (Figura 7.1.).

Utilicé electrodos como los reportados por Hernandez y cols., (1996), que
consisten en canulas de acero inoxidable (1 mm de diametro externo) que en su interior
portan dos alambres de platino-iridio (Pt-Ir) de 127um de diametro recubiertos de teflén
y por fuera porta otro alambre igualmente de Pt-Ir soldado a la propia canula. Las puntas
de alambre sobresalen cerca de 0.5 mm de la canula y penetran en la vaina de tejido
conectivo que recubre el cerebro. Este disefio permite obtener un registro de campo en

la vecindad delimitada por la canula.

7.3.2 Actividad Eléctrica Cardiaca

Para obtener la actividad eléctrica del corazén, en acociles previamente
anestesiados con frio realicé una perforacion circular a la altura del seno cardiaco en el
dorso del cefalotérax (ver Anexo 2). A través de este orificio, introduje un tubo de PVC
que en su interior porta un alambre de Pt-Ir (127um de didmetro y 2 mm de largo)
recubierto de teflon, excepto en la punta y procuré que ésta no sobresaliera del tubo de
PVC. Posteriormente, fijé el electrodo al exoesqueleto con cemento dental. Utilicé este
conjunto como electrodo activo. Como referencia introduje otro electrodo a 5 mm de

distancia del activo, en direccion de rostrum a telson (Figura 7.1.).

7.3.3 Actividad Eléctrica Respiratoria

Para registrar la actividad eléctrica generada por los musculos de la
respiracion, en acociles previamente anestesiados por frio, coloqué un electrodo en
forma de gancho (electrodo activo) dentro de cada una de las camaras branquiales e
introduje un tercer electrodo (electrodo de referencia) en la regidén lateral del
exoesqueleto. Posteriormente, fij¢ cada uno de los electrodos al caparazon utilizando
cemento dental (ver Figura 7.1). Para construir los electrodos utilicé alambres de
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platino-iridio (127 ym de diametro y 3 mm de largo), soldé una punta del alambre a un
cable flexible, doblé el alambre a la altura de la soldadura formando una especie de
gancho, lo que me permitié colocar vy fijar faciimente el electrodo dentro de la camara

branquial.

Figura 7.1. Representacion esquematica de la ubicacion de los electrodos que registran
la actividad electrofisioldgica. En el caparazon dorsal dos electrodos en posicion dorsal-
caudal monitorizan la actividad eléctrica cardiaca. Dos electrodos en forma de gancho
(uno en cada camara branquial) registran la actividad eléctrica generada por los
escafognatitos (SG); un tercer electrodo (ER-SG) ubicado en la porcién lateral del
caparazon funciona como electrodo de referencia de estas estructuras. EA-SG1
(electrodo activo-escafognatitos lado1); ER-C (electrodo de referencia-corazéon), EA-C
(electrodo activo-corazon). Para el registro de la actividad eléctrica cerebral, implanté
electrodos de Pt-Ir recubiertos de teflon (127um de diametro) en deutocerebro (ver
Hernandez y cols., 1996). E-B (electrodo de cerebro).

7.3.4 Adquisicion de Sefiales Electrofisioldgicas

Una vez implantados los acociles, los coloqué en acuarios individuales y
dejé que se recuperaran de la cirugia por al menos 48 horas.

Posteriormente, obtuve el registro simultaneo de conducta y de actividad
electrofisiologica correspondientes a acociles individuales. Como previamente
menciong, los registros tuvieron una duracion de 8 horas continuas.

Para el registro electrofisioldgico, envié la actividad eléctrica cerebral y
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cardiorrespiratoria recogida por los electrodos a amplificadores AC (CWE, BM400). Filtré
la actividad eléctrica cerebral con un pasabanda entre 3 Hz y 3 kHz y digitalicé la sefal
mediante un convertidor A/D (National Instrument, NI-USB-6211) utilizando una
frecuencia de muestro de 2 kHz.

En el caso de la actividad cardiorrespiratoria, filtré la sefial entre 1 Hz y 1
kHz usando una frecuencia de muestreo de 100 Hz.

Adquiri todos los datos usando el software Matlab (MathWorks) mediante
un algoritmo desarrollado en el laboratorio. Por ultimo, almacené los datos en una
computadora para su posterior analisis.

Todos los experimentos fueron aprobados por la Comision de Investigacion
y Etica de la Facultad de Medicina UNAM 023/2018.

7.4 Andlisis de Datos
7.4.1 Andlisis Conductual

Para el analisis de la actividad conductual defini tres condiciones del acocil:
deambulante, de lado e inmdvil, y posteriormente asocié cada una de estas con el tiempo
de registro. En la primera condicién, el acocil camina alrededor del acuario, toca las
paredes con las antenas y eventualmente permanece inmdévil o de lado a nivel de la
superficie del agua. Esta ultima posicion ha sido ampliamente descrita en trabajos
previos (Ramoén y cols., 2004; Mendoza-Angeles y cols., 2007, 2010). Brevemente,
ésta consiste en un animal descansando las patas de uno de los lados sobre el fondo
del acuario soportando todo el peso del acocil, mientras que, las patas contralaterales
se encuentran recargadas sobre una de las paredes, de esta manera ambas quelas
quedan suspendidas en el fondo. Finalmente, la ultima posicion consiste en un acocil
inmovil con ambas quelas descansando en la base del acuario; ver las distintas
posiciones en la Figura 7.2.

Con los datos obtenidos elaboré graficas de tiempo contra posicion en las
que consideré los registros completos de 8 horas continuas. Marqué la duracion de cada
condicién, asi como, el instante en el que ocurrié una transicion de una condicion a otra.

Posteriormente, asocié cada posicion identificada con los registros electrofisiolégicos.
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Figura 7.2. Representacion esquematica del acocil en diversas posiciones:
deambulante (panel izquierdo), inmaovil (panel intermedio) y de lado (panel derecho).

7.4.2 Andlisis Electrofisiolégico

Una vez que identifiqué las diferentes posiciones que el acocil adopto a lo
largo de los registros conductuales, seleccioné unicamente aquellos segmentos en los
que el animal permanecié de lado o inmévil al menos durante 5 minutos continuos.
Consideré cada uno de estos segmentos de lado como episodios completos de suefio.

Analicé al menos 25 episodios completos de suefio correspondientes a los
3 acociles. La duracién de cada uno de estos varia entre 5 y 20 minutos.

De manera general, llevé a cabo el siguiente procedimiento: dividi la
actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria en ventanas de 30 s, posteriormente
analicé cada una de estas mediante la transformada wavelet continua (TWC).

De la aplicacién de la TWC obtuve graficas que incluyen tiempo, frecuencia
y potencia codificada en color usando el espectro de luz visible (tonos rojos-potencias
altas y tonos azules-potencias bajas).

A partir de la TW obtuve las principales bandas de frecuencias que
componen la actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria, asi como, los valores de
potencia presentes.

En el caso de la actividad eléctrica cerebral, unicamente analicé la banda
de frecuencia de 0-60 Hz (Ramén y cols., 2004; Mendoza-Angeles y cols., 2005).
Para el analisis de la actividad cardiaca y respiratoria, la TWC mostré que la potencia de
estas sefiales cambia a través del tiempo y lo hace principalmente en las bandas de

frecuencia de 0-45 y de 0-12 Hz, respectivamente.
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De manera concreta, del analisis con la TWC, obtuve la potencia promedio
total de las sefales electrofisiolégicas dentro de las siguientes bandas de frecuencia:
actividad cerebral (30-60 Hz) (Ramén y cols., 2004; Mendoza-Angeles y cols., 2010),
cardiaca (0-2, 3-12 y 13-45 Hz) y respiratoria (para cada camara branquial: 0.5-3 y de 3-
12 Hz). Como previamente mencioné, seleccioné las bandas de frecuencia de la
actividad cardiorrespiratoria a partir de los graficos de la TWC.

Utilicé los valores de la potencia promedio obtenidos para identificar el
comportamiento individual de las variables electrofisioldgicas a lo largo de cada episodio
completo de suefo. Para ello, elaboré graficas de densidad de datos en las que inclui la
potencia promedio antes (1 minuto), durante el episodio completo de suefio y después
(1 minuto) de este.

Asimismo, con la finalidad de determinar la evolucion temporal del suefio
llevé a cabo un analisis multivariado mediante matrices de correlacion de Pearson, en el
que inclui la potencia promedio total de la actividad eléctrica cerebral y
cardiorrespiratoria. Con estos valores obtenidos construi una matriz de datos X, n-por-
p. En donde las n filas corresponden a cada uno de los segmentos de 30 s que
conforman el episodio completo de suefio y las columnas corresponden a cada una de
las variables (8 variables teniendo en cuenta la divisién en las bandas de frecuencia). Lo
primero que hice fue normalizar la matriz X, es decir, la matriz en conjunto tiene media
cero y varianza unitaria, posteriormente con estos datos, determiné la matriz de
correlacion temporal del sueio X*T.X. Cada matriz construida contiene informacion
antes (1 minuto), durante el episodio completo de suefio y después (1 minuto) de este.

. Finalmente, desarrollé un analisis de agrupamiento de datos con k-means
con la finalidad de separar los segmentos que conforman la matriz X en k grupos, y asi
determinar la relacion entre la actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria durante
el suefo. Para determinar el numero de grupos en los que los datos se distribuyen, utilicé
la biblioteca NbClust, perteneciente al software R, que computariza 30 diferentes indices
variando todas las combinaciones posibles del numero de grupos, las medidas de
distancia y los métodos de agrupamiento (Charrad y cols., 2014), y de los diferentes
resultados obtenidos propone el mejor esquema de agrupamiento. Para la manipulacion

de los datos y el desarrollo del algoritmo con k-means utilicé las librerias tidyverse y
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cluster (Wickham y cols., 2019; Maechler y cols., 2021).

8. RESULTADOS
8.1 ¢,Cémo Duerme el Acocil?

Como previamente se ha reportado (Ramoén y cols., 2004), la caracterizacion del
suefo en el acocil esta basada en los mismos criterios conductuales y electrofisiologicos

definidos para los vertebrados.

8.1.1 Criterios Conductuales

El acocil moviéndose libremente en el acuario, puede caminar o colocarse
de lado a nivel de la superficie del agua (Figura 7.2) y permanece en estas posiciones

por periodos variables que no parecen depender de la hora del dia (Figura 8.1).

Delado MMM A T T100n M [ B

Posicion

Inmovil T

Caminando

12:00 13:12 14:24 17:36 16:48 18:00 19:12 20:00
Tiempo (h:m)

Figura 8.1. Posicion de un acocil durante un periodo de 8 horas continuas.

Esta ultima ha sido descrita como la posicion estereotipica de sueio en el
acocil, mientras que el animal caminando esta asociado con la vigilia (Figura 7.2). Sin
embargo, el analisis conductual muestra que en un registro tipico de 8 horas los acociles
permanecen inmoviles durante un tiempo considerable, comunmente con las quelas
descansando en el fondo del acuario, y en algunas ocasiones con las antenas y las
anténulas descendidas (descansando sobre la base) (Figura 7.2).

Del analisis conductual correspondiente a cada uno de los acociles

determiné que, las probabilidades de que el acocil esté caminando, inmévil o de lado
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son 0.4 <p<0.5;03<p<04yp=0.2 respectivamente. Aunque, existen diferencias
con respecto a la duracion en cada posicion. Por otra parte, hasta la fecha se desconoce
cual es el patrén de la actividad eléctrica cerebral presente en los acociles inméviles (ver

abajo).

8.1.2 Criterios Electrofisiolégicos

La actividad eléctrica cerebral de un animal alerta (acocil despierto) esta
conformada por numerosas espigas montadas sobre una linea base plana; cuando el
acocil se coloca de lado a nivel de la superficie del agua (acocil dormido), estas espigas
son reemplazadas por ondas lentas entre 15y 20 Hz (Figura 8.2). Estos resultados se
ajustan a los descritos previamente (Ramon y cols., 2004; Mendoza-Angeles y cols.,
2010).

Despierto Dormido
40 40
el 2
2 >
S g
S S
40 40

Tiempo (s) 10

0

Tiempo (S) 10

Figura 8.2. Actividad eléctrica cerebral del acocil (Modificada de Osorio-Palacios,
2021).

El analisis mediante la TWC de la actividad eléctrica cerebral de los
acociles dormidos (de lado) mostré claras diferencias en la mayoria de las frecuencias
analizadas en comparacion con los acociles despiertos. Como previamente se ha
reportado (Ramén y cols., 2004; Mendoza-Angeles y cols., 2010), cuando el acocil
duerme el principal cambio es un decremento en potencia, principalmente en la banda
de los 30-45 Hz; mientras que el acocil despierto presenta potencias altas en toda la
banda de frecuencias (Figura 8.3, tonos rojos-potencias altas y tonos azules-potencias
bajas).

Sin embargo, los resultados que obtuve muestran que este decremento
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en potencia puede extenderse hasta los 60 Hz (Figura 8.3. B).

A B

[N

Frecuencia (Hz)
Potencia

Frecuencia (Hz)
Potencia

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 8.3. Representacion codificada en color de la TWC obtenida de la actividad
eléctrica cerebral de un acocil despierto (A) y dormido (B).

8.2 ¢Los Acociles Inmoviles Duermen?

Como se observa en la Figura 8.1, los registros continuos de la actividad
conductual muestran que el acocil permanece inmdovil por periodos prolongados de
tiempo. Con la finalidad de determinar cual es el patrén de la actividad eléctrica cerebral
durante esta posicion procedi a analizar esta sefial mediante la TW. Los resultados
correspondientes son mostrados en la Figura 8.4.

>
™

1

Frecuencia (Hz)
Potencia
Frecuencia (Hz)
Potencia

0
0 5 10 15 20 25 30 0 5 100 15 20 25 30
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 8.4. Representacion codificada en color de la TW obtenida de la actividad
eléctrica cerebral de un acocil en inmovilidad: al minuto (A) y a los 2 minutos (B).
La TW mostré al menos dos patrones diferentes cuando el acocil esta inmovil: 1)

potencias altas en toda la banda de frecuencias analizada (0-60 Hz), similar al patrén
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presente en los acociles despiertos (compare Figuras 8.3. Ay 8.4. A); y 2) un notable
decremento en potencia, principalmente dentro de la banda de frecuencia de 30-60 Hz,
similar al de un acocil dormido (compare Figuras 8.3. B y 8.4. B). Estos dos patrones

los observeé en todos los segmentos de acocil inmovil que analicé.

8.3 Fases de Suefio en el Acocil
8.3.1 Actividad Eléctrica Cerebral

La Figura 8.5 representa los resultados de la TWC correspondientes a un
acocil dormido (de lado). Cada ventana forma parte del mismo episodio de suefio de
larga duracion. El analisis mostré que, a lo largo del episodio de suefio, la potencia de
la actividad eléctrica cerebral no es constante, cambia a través del tiempo. Note que la
potencia decrementa (Figura 8.5 A) o incrementa (evento sefalado con flechas en la
Figura 8.5 B), particularmente en la banda de los 30-60 Hz y en intervalos de diferente
duracién. Estos incrementos son similares a los encontrados en los acociles despiertos
que muestran potencias altas en toda la banda de frecuencias analizada (compare
Figuras 8.3 Ay 8.5B).

Estos hallazgos sugieren que la actividad eléctrica cerebral durante el
sueno presenta diferentes patrones que parecen indicar microestados. En la Figura 8.5,
un aparente microestado estda marcado con flechas en el panel B. Estos microestados
con distinta magnitud y duracién estan presentes a lo largo de todo el episodio de suefio
(Figura 8.6). Con la finalidad de determinar si el acocil presenta fases de suefo,
unicamente analicé aquellos segmentos en los que el animal estuvo dormido de lado a
nivel de la superficie del agua.

La Figura 8.6 muestra como es la potencia promedio total de la actividad
eléctrica cerebral en la banda de los 30-60 Hz (ver Ramon y cols., 2004; Mendoza
Angeles y cols., 2010), durante un episodio completo de suefio (segmento 1 al

segmento 37), asi como, un minuto antes y un minuto después del periodo de suefio.
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Figura 8.5. Representacion codificada en color de la TW obtenida de la actividad
eléctrica cerebral en cuatro segmentos diferentes no consecutivos (paneles A-D),
pertenecientes a un solo episodio de suefo de larga duracion en un acocil de lado.

Las flechas en el panel (B) indican un microestado con alta potencia.

Cada segmento muestra como se distribuyen los valores de la potencia
promedio total durante periodos de 30 s. La potencia es codificada en color utilizando el
espectro de luz visible (potencias altas-tonos oscuros y potencias bajas-tonos claros).

Los resultados muestran que antes del episodio de suefio, la distribucion
de los datos de la potencia promedio total es notablemente ancha y presenta colas
largas. Sin embargo, al inicio del episodio de suefio (segmento 1), el ancho de la
distribucion disminuye. En la medida en la que el acocil duerme, la potencia promedio
decrementa aun mas (note como después del segmento 7 la potencia tiende a alinearse
aproximadamente al valor 7.5). Posteriormente, la dispersion de la potencia promedio
disminuye y la media de las distribuciones se mantienen constantes hasta llegar al

segmento 34. Ocasionalmente algunas distribuciones presentan fluctuaciones e
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incrementan nuevamente el ancho, presentando un patrén similar al obtenido antes del
episodio de suefio (por ejemplo, segmentos 19 y 25). De manera general, la potencia
promedio total, la media y el ancho de la distribucién incrementan hacia la parte final del
episodio de sueio (note como después del segmento 34 hay un quiebre y reinicia
lentamente la dispersién de la potencia promedio, sin alcanzar los valores previos al
periodo de suefio). Estos resultados parecen indicar que el suefio del acocil es ligero al

inicio y poco a poco se va haciendo mas profundo.

Después
Después
Segmento 37
Segmento 36
Segmento 35
Segmento 34
Segmento 33
Segmento 32
Segmento 31
Segmento 30
Segmento 29
Segmento 28
Segmento 27

Segmento 26
Potencia

Segmento 25
promedio total

Segmento 24
Segmento 23
Segmento 22
Segmento 21
Segmento 20

0.0

-2.0

-5.0
-10.0

Segmento 19
Segmento 18
Segmento 17
Segmento 16
Segmento 15
Segmento 14
Segmento 13
Segmento 12
Segmento 11
Segmento 10
Segmento 9
Segmento 8
Segmento 7
Segmento 6
Segmento 5
Segmento 4
Segmento 3
Segmento 2
Segmento 1
Antes
Antes

Episodio completo de suefio (NUmero de segmentos)

-10.0 75 -5.0 25 0.0
Potencia promedio total

Figura 8.6. Grafica de densidad de la potencia promedio total correspondiente a la
actividad eléctrica cerebral en la banda de los 30-45 Hz. La grafica despliega la
distribucion de los datos a lo largo de un episodio completo de suefio de alrededor de
20 minutos. Cada segmento representa la densidad de la potencia promedio total en
ventanas de 30 s. El inicio del episodio de suefio corresponde con el segmento numero
1y su final esta marcado en el segmento 37. La figura también incluye un minuto antes
y uno después del episodio de suefio. Los valores de potencia fueron obtenidos
mediante la TWC y son codificados en color (potencias altas-tonos oscuros y potencias
bajas-tonos claros).
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El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre cémo es la
potencia promedio de la actividad eléctrica cerebral antes (1 minuto), durante el episodio
de suefio y después (1 minuto) del episodio. Sin embargo, las diferencias encontradas
durante el episodio de suefio en comparacion con un minuto después de este fueron
marginales, una posible explicacion es que se requiere de un mayor tiempo para que el

acocil se encuentre completamente despierto.

8.3.2 Actividad Eléctrica Cardiorrespiratoria

Con la finalidad de obtener un panorama mas completo de los cambios
dinamicos que suceden durante el suefio del acocil, analicé la actividad eléctrica
cardiaca y respiratoria. Para ello, primero determiné como es el patrén de esta actividad
durante la vigilia y posteriormente lo comparé con el obtenido durante el suefio. A
continuacion, describo el analisis correspondiente a los segmentos discutidos en la
seccion anterior.

La Figura 8.7 (columna izquierda) muestra un registro crudo caracteristico
de la actividad eléctrica del (A) corazon (electrocardiograma, ECG) y de ambas camaras
branquiales (paneles B y C) correspondientes a un acocil despierto. La columna derecha
representa los resultados del analisis tiempo-frecuencia (TWC) de estas sefales.

El analisis mostré que la actividad eléctrica cardiaca esta conformada por
componentes lentos (entre 1.5 y 12 Hz) puntuados por transitorios de alta frecuencia (de
hasta 45 Hz) que ocurren casi periodicamente. Durante la vigilia, cuando el acocil se
encuentra activo (deambulando), la frecuencia cardiaca (FC) esta alrededor de los 100
LPM (latidos por minuto) y la amplitud del ECG cambia ligeramente dependiendo de la
actividad del acocil.

La TWC revela que el perfil espectral del ECG del acocil esta conformado
por tres componentes principales: 1) un componente correspondiente a la FC, centrada
en frecuencias muy bajas (VLF), alrededor de 2 Hz; 2) un componente de baja frecuencia

(LF) localizado entre 3y 12 Hz y 3) uno de alta frecuencia (HF) entre 13 y 45 Hz.
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Figura 8.7. Registro crudo representativo de la actividad eléctrica cardiorrespiratoria
correspondiente a un acocil despierto (columna izquierda) y la representacion codificada
en color del analisis tiempo-frecuencia de estas sefiales (columna derecha). Cada panel
representa 30 s de actividad. (A) corazon (electrocardiograma, ECG), (B) y (C) ambas

camaras branquiales.
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Figura 8.8. Registro crudo representativo de la actividad eléctrica cardiaca
correspondiente a un acocil despierto (panel izquierdo); la grafica indica los principales
componentes en frecuencia. Representacion codificada en color del analisis tiempo-
frecuencia de esta actividad (panel derecho), la grafica sefala el perfil espectral del
registro crudo. VLF (frecuencias muy bajas), LF (frecuencias bajas), y HF (frecuencias
altas).

La Figura 8.8 representa los primeros 5 s de la actividad eléctrica cardiaca

mostrada en la Figura 8.7 e indica las bandas de frecuencias arriba mencionadas.
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Figura 8.9. Potencia promedio total del ECG dentro de las tres principales bandas de
frecuencias. Linea verde indica los resultados obtenidos para la banda 1: 0.5-3 Hz, linea
azul corresponde con la banda 2: 3-12 Hz y la linea negra muestra la potencia promedio
total para la banda 3: 13-45 Hz.

La Figura 8.9 representa la potencia promedio total del ECG dentro del
perfil espectral mencionado. La prueba estadistica con Kruskal-Wallis indicé que existe
una diferencia significativa (p-valor < 0.05) entre las bandas de frecuencia. Por lo que,
estos resultados sugieren que tres principales componentes oscilatorios estan presentes
en el ECG del acocil.

Con respecto a la actividad respiratoria, el analisis mostré que ésta oscila
en dos diferentes bandas de frecuencia: 1) 0.5-3 Hzy 2) 3 a 12 Hz, y la frecuencia central
varia de 0.5 a 4.0 Hz [frecuencia respiratoria, respiraciones por minuto (RPM)]. La
potencia y la amplitud de la sefial son altamente irregulares y aparentemente no existe
una sincronizacion entre ambas camaras branquiales (compare Figuras 8.7 B, C, note

la escala en la potencia).
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Una vez que determiné el patron de la actividad cardiorrespiratoria durante
la vigilia procedi a su caracterizacion durante el suefio.

La Figura 8.10 fue obtenida 2 minutos después del inicio de suefio
(marqué el inicio de suefio una vez que el acocil estaba claramente de lado y sin
movimientos bruscos). La Figura 8.11 pertenece al mismo episodio de suefio, pero 10

minutos después del inicio.
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Figura 8.10. Registro representativo de la actividad eléctrica cardiorrespiratoria a los 2
minutos del inicio del episodio de suefio. La columna izquierda muestra el registro crudo
del (A) ECG (panel superior), (B) y (C) ambas camaras branquiales (panel de en medio
e inferior). La columna derecha muestra la representacion codificada en color del analisis
tiempo-frecuencia de estas senales (columna derecha). Cada panel representa 30 s de
actividad.

40



El analisis mostré que, a pesar de que el acocil estaba de lado a nivel de

la superficie del agua, a los dos minutos de haber iniciado el episodio de suefio (Figura

8.10) la actividad respiratoria fue similar a la encontrada en los acociles despiertos, con

cambios ligeros en la potencia y en la frecuencia, mientras que, el perfil espectral del

ECG presentd decrementos en potencia (compare Figuras 8.7 y 8.10).
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Figura 8.11. Registro representativo de la actividad eléctrica cardiorrespiratoria a los 10
minutos del inicio del episodio de suefio. La columna izquierda muestra el registro crudo
del (A) ECG (panel superior), (B) y (C) ambas camaras branquiales (panel de en medio
e inferior). La columna derecha muestra la representacion codificada en color del analisis
tiempo-frecuencia de estas sefales (columna derecha). Cada panel representa 30 s de

actividad.
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Sin embargo, en la medida en la que el acocil duerme, la potencia
disminuye progresivamente tanto en los componentes de VLF, LF y HF correspondientes
al ECG, como en las dos bandas de frecuencia de la actividad respiratoria (compare
Figuras 8.10 y 8.11, note la escala en la potencia). Estos cambios ocurren a lo largo de
todo el episodio de suefio y, presenta diferencias y similitudes con el patrén encontrado
durante la vigilia.

En la Figura 8.12 muestro como es la dinamica de la actividad eléctrica
cardiorrespiratoria durante un episodio largo de sueino; aproximadamente 20 minutos
continuos. La figura incluye también un minuto antes y uno después del episodio de
suefio. Utilicé los valores de la potencia promedio en las bandas de frecuencia
previamente descritas (corazéon 0-45 Hz y de 0-12 Hz para ambas camaras branquiales)

para la realizacion de estas graficas.
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Figura 8.12. Graficas de densidad de la potencia promedio total de la actividad eléctrica
cardiorrespiratoria dentro de las siguientes bandas de frecuencia: actividad cardiaca 0-
45 Hz y respiratoria 0-12 Hz. La grafica despliega la evolucién temporal de la potencia
promedio total a través de un episodio completo de suefio de cerca de 20 minutos. Cada
segmento muestra la distribuciéon de los valores de la potencia promedio total en
ventanas de 30 s. El inicio del episodio de sueio esta marcado con el segmento 1y
termina en el segmento 37. La figura también incluye un minuto antes y uno después del
episodio de suefo. Los valores de la potencia fueron obtenidos mediante la TW y son
codificados en color (potencias altas-tonos oscuros y potencias bajas-tonos claros). (A)
camara branquial 1, (B) camara branquial 2 y (C) corazon.

En general, encontré que, en ambos casos: antes de y al inicio del episodio
de sueno, la distribucion de la potencia promedio es ancha, mientras que, hacia la parte
final del evento de suefio la media de la potencia promedio total decrementa y la
distribucion es mas estrecha. Esto parece indicar que, la potencia promedio total
disminuye en funcion del tiempo. Note como en la medida en la que el acocil duerme, la
potencia disminuye aun mas (Figura 8.12, compare los patrones al inicio del episodio
de suefo [segmento 1] con el que presenta después del segmento 7. Observe la
escala.). Posteriormente, la potencia promedio y la media de las distribuciones se
mantienen constantes. Sin embargo, ocasionalmente la potencia promedio fluctua, de
manera que, nuevamente algunas distribuciones de se vuelven mas anchas, tal como
sucede antes de y al inicio del episodio de suefio.

Como se observa en la Figura 8.6, este patron general en la actividad
eléctrica cardiorrespiratoria esta también presente en la actividad eléctrica cerebral.
Estas transiciones, entre una fase con baja actividad cardiaca y respiratoria, y otra mas
con caracteristicas similares a las del acocil despierto (a pesar de encontrarse de lado
a nivel de la superficie del agua), se presentaron principalmente en los episodios
prolongados de suefio. En el caso de los episodios de suefio mas cortos, aunque la
potencia promedio también decrementd, las distribuciones correspondientes a la
actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria presentaron colas largas y fueron
notablemente mas anchas a lo largo de todo el evento (ver Material Suplementario
para revisar mas episodios de sueno).

Por otra parte, en todos los segmentos que analicé, los resultados

muestran que, sin importar el estado cerebral del acocil, suefio o vigilia, existe una
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aparente desincronizacion entre ambas camaras branquiales (por ejemplo, compare
panel B y C en las Figuras 8.7, 8.10 y 8.11). En todos los episodios de suefio
correspondientes a los 3 acociles, las camaras branquiales muestran patrones de
actividad diferentes entre ellas.

Finalmente, para concluir con el analisis de la actividad cardiorrespiratoria,
determiné como es la potencia promedio de la actividad eléctrica cardiaca y respiratoria
(camara 1 y 2) antes (1 minuto), durante el episodio completo de suefio y después (1
minuto) del episodio. Los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los datos obtenidos antes del episodio de suefio y durante el evento.
En la mayoria de los periodos de suefio analizados también encontré diferencias

significativas entre el periodo de suefio y los datos obtenidos un minuto después.

8.3.3 Actividad Eléctrica Cerebral y Cardiorrespiratoria

Con la finalidad de determinar la evolucion temporal del suefio llevé a cabo
un analisis multivariado en el que inclui la potencia promedio total de la actividad
eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria. Para ello, por cada episodio de suefio construi
una matriz de datos; analicé por lo menos 25 episodios. Dividi cada uno de los episodios
en segmentos de 30 s y obtuve la potencia promedio total tomando en consideracion las
siguientes bandas de frecuencia: cerebro, 30-60 Hz; corazén, 0-2 Hz, 3-12 Hz y de 13-
45 Hz. Finalmente, para el analisis de la actividad respiratoria, consideré las siguientes
bandas de frecuencia por cada camara branquial: 0.5-3 Hz y de 3-12 Hz. Con estos
valores obtenidos construi una matriz de datos X, n-por-p. En donde las n filas
corresponden a cada uno de los segmentos de 30 s que conforman el episodio completo
de sueno y las columnas corresponden a cada una de las variables (8 variables teniendo
en cuenta la division en las bandas de frecuencia). Con estos datos, determiné la matriz
de correlacion temporal del suefio X T.X.

La Figura 8.13 A muestra la matriz de correlacién correspondiente al
mismo episodio completo de suefio presentado en la Figura 8.12. Asimismo, la matriz
incluye la correlacion un minuto antes y después del episodio de suefio. La correlacion
es codificada en color (correlacion positiva-tonos rojos y correlacion negativa-tonos

azules). Como se observa, el analisis multivariado, diferencia claramente los datos
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obtenidos antes, durante el episodio de suefo (segmento 1 al segmento 37), y después
del episodio; tal como lo mostro el analisis individual de la actividad cerebral, cardiaca y
respiratoria mediante las graficas de densidad. De igual forma, el analisis muestra como
durante el episodio de sueio existe una interrelacion temporal. Note como, la matriz de
correlacion presenta por lo menos tres patrones distintos cuando el acocil esta dormido.
Cada patrén esta enmarcado con cuadrados de color y representa un grupo identificado
cualitativamente. Un primer grupo con valores altos de correlacion y conformado por los
primeros seis segmentos (cuadrado verde) es seguido por otro grupo con un patrén de
correlacién altamente inestable (cuadrado rojo) y, finalmente, un tercer grupo (cuadrado
azul), menos homogéneo que el grupo 1, esta presente al final del episodio. Note como
el grupo 2 conecta el conjunto 1y 3, y su patrén de correlacion parece ser similar al del
grupo 3. De manera general, los patrones de correlacion de la matriz presentes al inicio
del episodio cambian a través del tiempo, esto sugiere que las caracteristicas y los
patrones de suefio derivados de la potencia promedio total de la actividad eléctrica
cerebral y cardiorrespiratoria cambian también.

Una vez que identifiqué que durante el suefio existe una interrelacion
temporal, apliqué un analisis de agrupamiento de datos mediante k-means a cada
episodio de sueno. Para este propdsito, computaricé 30 indices distintos para determinar

el numero de k conjuntos en los que los datos se distribuyen.
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Figura 8.13. (A) Matriz de correlacién de Pearson correspondiente a la potencia
promedio total de la actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria. La matriz despliega
la evolucién temporal del sueno a lo largo de un evento de cerca de 20 minutos. Cada
segmento muestra el coeficiente de correlacion de Pearson de la potencia promedio total
en ventanas de 30 s. La figura incluye también un minuto antes y uno después del
episodio de suefo (cuadrados blancos). La correlacion es codificada en color
(correlacién positiva-tonos rojos y correlacidn negativa-tonos azules). Cada grupo
identificado cualitativamente es enmarcado con cuadrados de color: grupo 1 (cuadrado
verde), grupo 2 (cuadrado rojo) y grupo 3 (cuadrado azul). (B) Analisis de agrupamiento
con k-means correspondiente al mismo episodio de suefio mostrado en A; cada conjunto
representa un patron diferente durante el suefio y estan delimitados por elipses de color.
Cuadrados verdes-grupo 1, diamantes rojos-grupo 2 y triangulos azules-grupo 3. La
visualizacion de los datos en el plano bidimensional es a través del analisis de
componentes principales; PCA1 explica el 56.8 % de la varianza total y PCA2 el 17.1 %.
Los resultados muestran diferencias estadisticamente significativas entres los tres
grupos con un efecto tamario medio (p < 0.05; €2 = 0.25).

Los resultados obtenidos con k-means son mostrados en la Figura 8.13 B.
k-means agrup6 los valores de la potencia promedio total derivados de la actividad
eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria en tres grupos diferentes. Las observaciones (ver
seccion 7.5 Andlisis Electrofisiol6gico) estan representadas por puntos usando el
analisis de componentes principales; cada conjunto es delimitado por elipses de color.
El primer grupo esta conformado por pocos segmentos (elipse verde), estos valores
corresponden con el inicio del episodio de suefio (alrededor de 3 minutos) y es el grupo
mas pequeno. El segundo grupo esta delimitado por una elipse roja; este conjunto esta
relacionado principalmente con las distribuciones de probabilidad mas anchas y con
colas largas. Mientras que, el ultimo grupo (elipse azul) concentra la mayoria de las
observaciones. Los resultados son consistentes con el patrén mostrado en la matriz de
correlaciéon (compare Figuras 8.13 Ay B).

Finalmente, determiné si existen diferencias significativas entre los tres
grupos identificados. Para este fin, llevé a cabo la prueba de Kruskal-Wallis y Wilcoxon
post hoc. Ademas, calculé el efecto tamafio mediante épsilon cuadrado (£2), de esta
forma cuantifiqué el tamano de la diferencia entre los conjuntos. Los resultados

mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres conjuntos con un
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efecto tamafo medio (p < 0.05; €2 = 0.25). Sin embargo, la prueba post hoc encontrd
principalmente diferencias entre el conjunto 1 y el 3. Esto sugiere fuertemente que, el
conjunto 2 puede compartir caracteristicas con los otros dos conjuntos, y este conjunto
puede ser una fase de transicion en la que los patrones del conjunto 1 y 3 coexisten.
Analicé cada uno de los episodios de suefio (ver Material Suplementario para revisar
mas episodios de suefio) siguiendo el mismo procedimiento y los resultados son

consistentes.

8.3.4 Fases de Suefio en el Acocil: ¢Caso Especifico o Genérico?

Hasta aqui, he demostrado que existen diversos patrones de correlacion
entre la actividad cerebral y cardiorrespiratoria durante el suefio. Identifiqué que a lo
largo de cada episodio se presentan al menos 3 patrones distintos (cada uno es
representado mediante un grupo). En las secciones previas presenté detalladamente los
resultados correspondientes unicamente a un episodio de suefio. Queda por demostrar
si estos patrones reflejan caracteristicas de la actividad eléctrica cerebral vy
cardiorrespiratoria propias de un acocil o si representan caracteristicas mas generales,
0 un patrén geneérico presente a través de los acociles. Para este propdsito, llevé a cabo
un analisis de agrupamiento de datos a nivel de grupo, en el que analicé de manera
conjunta todos los episodios de sueno por acocil mediante k-means. Los resultados son
mostrados en la Figura 8.14.

El analisis a nivel de grupo derivado de la actividad eléctrica cerebral y
cardiorrespiratoria por acocil muestra similitudes entre el suefo de los acociles. Note
cémo todos los acociles analizados presentan 3 grupos distintos durante el suefo. El
grupo 1 (linea verde) no muestra una tendencia clara, aunque en algunas variables
presenta valores de la mediana mas altos en comparacién con el resto de los grupos.
Los grupos 2 y 3 muestran un patron aparentemente anticorrelacionado, aunque
parecen compartir algunas caracteristicas. De acuerdo con el analisis de agrupamiento
de datos, cada grupo presenta caracteristicas especificas derivadas de la actividad
cerebral, cardiaca y respiratoria. Note cdmo estos tres grupos identificados durante el
suefo del acocil estan presentes en los 3 animales estudiados. Esto sugiere fuertemente

que los patrones generales del suefio estan conservados entre acociles.
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Finalmente, el analisis estadistico mostr6 diferencias significativas entre
los tres grupos encontrados (p < 0.05, €2 = 0.23) con un tamafo de efecto medio. Sin
embargo, como se observa en la Figura 8.14, en el caso del acocil 1, las diferencias
entre los grupos 1 y 2 son marginales, tal como lo mostré en la Figura 8.13, el grupo 2
preserva caracteristicas comunes al resto de los grupos. Los resultados obtenidos son

consistentes entre los 3 acociles.

9. DISCUSION

En general, los resultados son consistentes con la descripcién acerca del suefio
en el acocil (Ramén y cols., 2004; Mendoza-Angeles y cols., 2007, 2010). Sin
embargo, el analisis muestra que la disminucion en potencia en la banda de los 30-45
Hz se extiende hasta los 60 Hz (Figuras 8.3 y 8.4). Queda por explorar si este
decremento en potencia se presenta también por arriba de los 60 Hz, asi como, la
relevancia fisioldgica de este comportamiento.

De acuerdo con el analisis conductual (Figura 8.1), el acocil muestra una tercera
posicion en la que permanece inmovil durante un tiempo considerable, con las quelas
descansando en el fondo del acuario y en algunas ocasiones con las antenas y

anténulas descendidas (descansando en el fondo).
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Figura 8.14. Analisis de agrupamiento de datos (k-means) a nivel de grupo. El analisis
corresponde a los valores de la potencia promedio total derivados de la actividad
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eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria. Cada panel incluye todos los episodios de suefo
por acocil. Para cada conjunto, la mediana correspondiente a cada variable es
representada. Grupo 1 (linea verde), grupo 2 (linea roja) y grupo 3 (linea azul).

El analisis de la actividad eléctrica cerebral via la TWC muestra que, el acocil
inmovil presenta tanto caracteristicas similares a las del animal caminando como a las
del acocil de lado a nivel de la superficie del agua (Figuras 8.3 y 8.4). Es decir, en
algunos casos la actividad eléctrica cerebral del acocil inmovil muestra decrementos en
potencia en la banda de frecuencia de los 30-60 Hz; y en algunos otros, la potencia es
cercana a la que presentan los animales despiertos. Estos resultados indican que el

acocil probablemente presenta otro estado de suefio.

9.1 Fases de Suefio en el Acocil

El analisis tiempo-frecuencia del EEG mostro que, el suefio de ondas lentas en el
acocil no es un estado continuo (Figuras 8.5y 8.6). La profundidad de suefio, medida
como la potencia de la actividad del EEG, cambia a través del tiempo, la potencia
disminuye en la medida en la que el acocil duerme (ver Figura 8.6); estos hallazgos
sugieren fuertemente que el acocil tiene fases de suefio. De manera general, el estudio
de la actividad eléctrica cerebral en conjunto con la actividad cardiorrespiratoria me
permitié determinar que el suefio en el acocil esta conformado por fases de distinta
duracion que no parecen tener un patron ciclico (Figuras 8.6, 8.12 y 8.13). Al menos
tres fases de suefno estan presentes en el acocil: fase (1), periodo de somnolencia: se
presenta al inicio del episodio de suefo, el EEG y la actividad cardiorrespiratoria
presentan potencias altas; el acocil no duerme inmediatamente después de colocarse
de lado; como en los vertebrados, el acocil concilia el suefio después de cierto tiempo.
Generalmente, este patron cambia después de transcurridos 3 minutos (Figuras 8.6,
8.12 y 8.13) y eventualmente da paso a la fase (2), fase de transicion: este periodo
representa el suefio de moderado a profundo y puede presentar caracteristicas de las
fases 1 y 3; después de iniciado el evento de sueno, la potencia decrementa con el
tiempo (segmentos 7 a 14, Figuras 8.6, 8.12y 8.13). La fase (3) es el nivel mas profundo

de suenfo, esta caracterizada por un mayor decremento en potencia, tanto en el EEG
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como en la actividad cardiorrespiratoria y se acompafia de segmentos de corta duracion
y de alta potencia (segmento 9 al 37, Figuras 8.6 y 8.12). El analisis global mostré que,
cada una de estas fases se conserva en los acociles (Figura 8.14).

Aunque los resultados muestran que, el acocil al igual que los vertebrados
presenta fases de suefo es importante enfatizar que estas son muy diferentes y que no
se pretende igualarlas o sugerir mecanismos similares de generacién. Una posible
razon de las diferencias existentes entre el suefio y las fases de suefo de los acociles y
de los animales vertebrados es debido a que, la estructura cerebral y la arquitectura son
completamente diferentes. El acocil no presenta corteza o alguna estructura similar,
nucleos o una organizacion que se asemeje al cerebro de los vertebrados. Sin embargo,
a pesar de las diferencias anatdmicas, fisioldgicas y farmacolégicas entre vertebrados e
invertebrados, asi como, del numero relativamente pequefio de neuronas en el cerebro
del acocil, esta especie despliega conductas complejas, como el suefio.

Este trabajo demuestra conductual y electrofisiolégicamente que, el suefio en el
acocil, como en los mamiferos y aves, es un estado dinamico y heterogéneo. Esto
sugiere que: 1) el suefio es una funcién conservada y 2) las distintas fases son una

caracteristica fundamental del suefio, quiza en cualquier animal.

9.2 Cambios Fisioldgicos Durante las Fases de Suefio en el Acocil

En mamiferos el suefio esta bien caracterizado y se sabe que una variedad de
cambios fisiolégicos adicionales tienen lugar durante las diferentes fases. En el caso de
los vertebrados, estos cambios son mediados por el sistema nervioso autbnomo (SNA)
a través del sistema nervioso simpatico y parasimpatico. La actividad del SNA cambia
durante el suefo; la frecuencia cardiaca, la respiracion, la presidon sanguinea, el indice
metabdlico y la temperatura alcanzan sus valores minimos durante la fase de suefio no-
MOR. Por el contrario, los periodos de suefio MOR se acompafan por un aumento de
la presion sanguinea, la frecuencia cardiorrespiratoria y el metabolismo a niveles casi
tan altos como los observados en el estado de vigilia e inclusive la alta variabilidad de
estos parametros puede exceder los valores presentes durante la vigilia quieta
(Zemaityte y cols., 1986).
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En el caso de los invertebrados, particularmente en los crustaceos, se conocen
solamente algunos detalles de una regulacion de tipo autondémico, pero no relacionados
con el sueno (Shuranova y cols., 2006). En este grupo de animales, se sabe que las
interacciones sociales, la copula y perturbaciones en el ambiente inducen
modificaciones en la FC y en la FR (Schapker y cols., 2002; Shuranovay cols., 2006;
Cooper y cols., 2011; Canero y Hermitte, 2014). Sin embargo, no se han descrito
estructuras anatomicas autondmicas similares a las de un SNA. Recientemente
reportamos que cambios en estas variables ocurren también durante el suefio (Osorio-
Palacios y cols., 2021). Parte del objetivo del estudio fue determinar si estos cambios
fisiologicos ocurren durante las diferentes etapas de suefio.

Los resultados muestran que en el acocil la frecuencia cardiaca y la respiratoria
estan reguladas durante la vigilia (Figuras 8.7 y 8.8) y durante las diferentes fases de
sueno (Figura 8.12), tal como ocurre en los vertebrados. Mediante las matrices de
correlacion de Pearson y el analisis de agrupamiento de datos con k-means, encontré
que en efecto, la actividad cerebral y cardiorrespiratoria estan relacionadas durante el
sueno. k-means confirma que los datos pueden ser distribuidos en tres grupos distintos
(Figuras 8.13 B y 8.14), mismos que respaldan la idea de que en el acocil existen por
lo menos tres fases de suefo; cada una de estas determinada a partir de la actividad
cerebral en conjuncion con la cardiorrespiratoria. De acuerdo con estos resultados, estas
fases de suefio se acompanan de cambios en variables autonémicas.

En los vertebrados se han estudiado ampliamente las variaciones en la frecuencia
del ECG. A partir de éste analisis, se sabe que tres principales componentes oscilatorios
estan presentes en la variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC): 1) frecuencias muy
bajas (VLF), marcador de los ciclos hormonales y circadianos; 2) un componente de baja
frecuencia (LF), marcador de la modulacién simpatica y 3) un componente de alta
frecuencia (HF), marcador de la modulacién vagal y sincronizacion con la respiracion
(Montano y cols., 2009). El analisis de la VFC ha permitido evaluar el control
autondmico cardiovascular durante el sueiio, mostrando un progresivo decremento del
componente LF (marcador de la modulacion simpatica) y un control vagal predominante
en la medida en la que el suefio se hace mas profundo (de la vigilia al suefio profundo

no-MOR). Mientras que el suefio MOR esta caracterizado por una predominante

52



modulacién simpatica con picos de actividad inclusive mas altos que los
correspondientes a la vigilia (Trinder y cols., 2001; Brandenberger y cols., 2003,
Legramante y cols., 2003; Tobaldini y cols., 2014).

En el caso del acocil, el analisis de la variabilidad del ECG me permitié identificar
tres principales componentes oscilatorios: 1) un componente VLF alrededor de 2 Hz; 2)
un componente LF de 3 a 12 Hz y 3) un componente HF entre 13 y 45 Hz (Figura 8.9)
y estos resultados fueron suficientes para cumplir con el objetivo propuesto, sin
embargo, estos hallazgos sugieren que un estudio detallado de la variabilidad de la
frecuencia cardiaca (VFC) en el acocil puede proporcionar mayor evidencia acerca de la
existencia de un SNA funcional.

Como previamente mencioné, en el acocil aun no se han descrito estructuras
similares a un SNA y se desconocen los mecanismos o las vias que median la regulacion
de la actividad cardiorrespiratoria durante la vigilia y el suefio. Una posibilidad es que los
circuitos excitatorios (de tipo simpatico) y los de tipo parasimpatico estén ubicados en
una region cerebral denominada tritocerebro en donde oscilaciones de potenciales de
campo asociadas con el latido cardiaco han sido descritas previamente (Ramén y cols.,
2004; Arellano-Tirado, 2016). Otra posibilidad estd relacionada con el ganglio
subesofagico, en donde desde hace tiempo se han reportado neuronas comando
(Wiersma y Novitski, 1942; Maynard, 1960; Taylor, 1970; Field y Larimer, 1975 a,
b). Por otra parte, no hay evidencia de un mecanismo equivalente encargado de la
regulacion de la respiracion. Por lo tanto, es posible postular que al menos dos circuitos
alojados en el tritocerebro y/o el ganglio subesofagico que presenta actividad excitatoria
(de tipo simpatico) e inhibitoria (de tipo parasimpatica), regulan tanto la actividad
cardiaca como la respiratoria, y reciben fuertes entradas del deutocerebro y protocerebro
durante la vigilia; esta entrada puede disminuir durante el suefio; y puede ser la razén

de la dispersién y la disminucion de la actividad cardiaca y respiratoria.

10. CONCLUSION

En este estudio, analicé series de tiempo de variables fisiologicas, como la
actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria del acocil mediante la TWC, matrices de

correlacion de Pearson y técnicas de aprendizaje no supervisado (k-means), con la
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finalidad de identificar si el acocil presenta fases de suefio y determinar cual es la
relacion entre estas variables durante el mismo. Estas técnicas me permiten concluir

que:

1. En el acocil hay mas de una posicion para dormir: de lado y parado inmovil

2. La actividad eléctrica cerebral durante el suefio es la misma independientemente
de la posicion que adopte el animal

3. El sueio en el acocil es un proceso dinamico y heterogéneo
A mayor tiempo dormido, mayor profundidad del suefio
En el acocil existen por lo menos 3 fases de suefio y cada una se acompana de
cambios en variables fisiolégicas como la actividad cardiaca y respiratoria por lo
que es posible postular que

6. Existe un control de tipo autonémico de la funcion cardiaca y respiratoria

Todas estas conclusiones apoyan la idea de que las caracteristicas del acocil desde una
perspectiva evolutiva pueden ser utiles para determinar como se originé y evoluciono el
suefo hasta alcanzar la complejidad vista en los vertebrados. El propdsito principal en

estudios futuros es caracterizar las diferentes fases de sueno en el acocil.
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12. MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Suplementario. Gréafica de densidad de la potencia promedio total de la actividad

eléctrica cerebral y cardiaca dentro de las bandas de frecuencia de 30-60 Hz y de 0-45
Hz, respectivamente. La grafica despliega la evolucion temporal de la potencia promedio
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total a través de un episodio completo de sueino de cerca de 8.5 minutos. Cada segmento
muestra como se distribuyen los valores de la potencia promedio total en ventanas de
30 s. El inicio del episodio de suefio estd marcado con el segmento 1 y termina en el
segmento 17. La figura también incluye un minuto antes y uno después del episodio de
sueno. Los valores de la potencia fueron obtenidos mediante la TW y son codificados en
color (potencias altas-tonos claros y potencias bajas-tonos oscuros). (A) cerebro y (B)

corazon.
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Suplementario. Grafica de densidad de la potencia promedio total de la actividad
eléctrica cardiorrespiratoria dentro de las siguientes bandas de frecuencia: actividad
cardiaca 0-45 Hz y respiratoria 0-12 Hz. La grafica despliega la evolucién temporal de la
potencia promedio total a través de un episodio completo de suefio de cerca de 8.5
minutos. Cada segmento muestra como se distribuyen los valores de la potencia
promedio total en ventanas de 30 s. El inicio del episodio de suefio esta marcado con el
segmento 1y termina en el segmento 17. La figura también incluye un minuto antes y
uno después del episodio de suefio. Los valores de la potencia fueron obtenidos
mediante la TW y son codificados en color (potencias altas-tonos claros y potencias
bajas-tonos oscuros). (A) camara branquial 1 y (B) camara branquial 2.
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Suplementario. (A) Matriz de correlacién de Pearson correspondiente a la potencia
promedio total de la actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria. La matriz despliega
la evolucion temporal del suefio a lo largo de un evento de cerca de 8.5 minutos. Cada
segmento muestra el coeficiente de correlacion de Pearson de la potencia promedio total
en ventanas de 30 s. La figura incluye también un minuto antes y uno después del
episodio de suefio (cuadrados blancos). La correlacién es codificada en color (correlacion
positiva-tonos rojos y correlacion negativa-tonos azules). Cada grupo identificado
cualitativamente es enmarcado con cuadrados de color: grupo 1 (cuadrado verde), grupo
2 (cuadrado rojo) y grupo 3 (cuadrado azul). (B) Analisis de agrupamiento con k-means
correspondiente al mismo episodio de suefio mostrado en A; cada conjunto representa
un patrén diferente durante el suefo y estan delimitados por elipses de color. Cuadrados
verdes-grupo 1, triangulos rojos-grupo 2 y diamantes azules-grupo 3. La visualizacién de
los datos en el plano bidimensional es a través del analisis de componentes principales;
PCA1 explica el 61.8 % de la varianza total y PCA2 el 17.8 %. Los resultados muestran
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos con un efecto tamafo
medio (p < 0.05; €2 = 0.15).
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actividad eléctrica cerebral y cardiaca dentro de las bandas de frecuencia de 30-60 Hz
y de 0-45 Hz, respectivamente. La grafica despliega la evolucion temporal de la potencia
promedio total a través de un episodio completo de suefo de cerca de 14.5 minutos.
Cada segmento muestra la distribucion de probabilidad de la potencia promedio total en
ventanas de 30 s. El inicio del episodio de suefio esta marcado con el segmento 1 y
termina en el segmento 29. La figura también incluye un minuto antes y uno después del
episodio de suefo. Los valores de la potencia fueron obtenidos mediante la TW y son
codificados en color (potencias altas-tonos claros y potencias bajas-tonos oscuros). (A)
cerebro y (B) corazon.
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Suplementario. Distribucidén de probabilidad de la potencia promedio total de la
actividad eléctrica cardiorrespiratoria dentro de las siguientes bandas de frecuencia:
actividad cardiaca 0-45 Hz y respiratoria 0-12 Hz. La grafica despliega la evolucion
temporal de la potencia promedio total a través de un episodio completo de sueio de
cerca de 14.5 minutos. Cada segmento muestra la distribucion de probabilidad de la
potencia promedio total en ventanas de 30 s. El inicio del episodio de suefio esta
marcado con el segmento 1 y termina en el segmento 29. La figura también incluye un
minuto antes y uno después del episodio de suefio. Los valores de la potencia fueron
obtenidos mediante la TW y son codificados en color (potencias altas-tonos claros y
potencias bajas-tonos oscuros). (A) camara branquial 1 y (B) camara branquial 2.
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Suplementario. (A) Matriz de correlacion de Pearson correspondiente a la potencia
promedio total de la actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria. La matriz despliega
la evolucion temporal del suefio a lo largo de un evento de 14.5 minutos. Cada segmento
muestra el coeficiente de correlacion de Pearson de la potencia promedio total en
ventanas de 30 s. La figura incluye también un minuto antes y uno después del episodio
de suefo (cuadrados blancos). La correlacién es codificada en color (correlacion positiva-
tonos rojos y correlacion negativa-tonos azules). Cada grupo identificado cualitativamente
es enmarcado con cuadrados de color: grupo 1 (cuadrado verde), grupo 2 (cuadrado rojo)
y grupo 3 (cuadrado azul). (B) Analisis de agrupamiento con k-means correspondiente al
mismo episodio de suefio mostrado en A; cada conjunto representa un patron diferente
durante el suefio y estan delimitados por elipses de color. Triangulos verdes-grupo 1,
diamantes rojos-grupo 2 y cuadrados azules-grupo 3. La visualizacion de los datos en el
plano bidimensional es a través del analisis de componentes principales; PCA1 explica
el 40.4 % de la varianza total y PCA2 el 28.0 %. Los resultados muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos con un efecto tamafio medio (p <
0.05; €2 = 0.15).
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Suplementario. Gréafica de densidad de la potencia promedio total de la actividad
eléctrica cerebral y cardiaca dentro de las bandas de frecuencia de 30-60 Hz y de 0-45
Hz, respectivamente. La grafica despliega la evolucién temporal de la potencia promedio
total a través de un episodio completo de suefio de cerca de 8.5 minutos. Cada segmento
muestra como se distribuyen los valores de la potencia promedio total en ventanas de
30 s. El inicio del episodio de suefio estd marcado con el segmento 1 y termina en el
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segmento 17. La figura también incluye un minuto antes y uno después del episodio de
suefo. Los valores de la potencia fueron obtenidos mediante la TW y son codificados en
color (potencias altas-tonos claros y potencias bajas-tonos oscuros). (A) cerebro y (B)
corazon.
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Suplementario. Grafica de densidad de la potencia promedio total de la actividad
eléctrica cardiorrespiratoria dentro de las siguientes bandas de frecuencia: actividad

71



cardiaca 0-45 Hz y respiratoria 0-12 Hz. La grafica despliega la evolucién temporal de la
potencia promedio total a través de un episodio completo de suefio de cerca de 8.5
minutos. Cada segmento muestra como se distribuyen los valores de la potencia
promedio total en ventanas de 30 s. El inicio del episodio de suefio esta marcado con el
segmento 1y termina en el segmento 17. La figura también incluye un minuto antes y
uno después del episodio de suefio. Los valores de la potencia fueron obtenidos
mediante la TW y son codificados en color (potencias altas-tonos claros y potencias

bajas-tonos oscuros). (A) camara branquial 1y (B) camara branquial 2.
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Suplementario. (A) Matriz de correlacion de Pearson correspondiente a la potencia
promedio total de la actividad eléctrica cerebral y cardiorrespiratoria. La matriz despliega
la evolucion temporal del suefio a lo largo de un evento de 8.5 minutos. Cada segmento
muestra el coeficiente de correlacion de Pearson de la potencia promedio total en
ventanas de 30 s. La figura incluye también un minuto antes y uno después del episodio
de suefo (cuadrados blancos). La correlaciéon es codificada en color (correlacion positiva-
tonos rojos y correlacion negativa-tonos azules). Cada grupo identificado cualitativamente
es enmarcado con cuadrados de color: grupo 1 (cuadrado verde), grupo 2 (cuadrado rojo)
y grupo 3 (cuadrado azul). (B) Analisis de agrupamiento con k-means correspondiente al
mismo episodio de suefio mostrado en A; cada conjunto representa un patron diferente
durante el sueno y estan delimitados por elipses de color. Diamantes verdes-grupo 1,
cuadrados rojos-grupo 2 y triangulos azules-grupo 3. La visualizacion de los datos en el
plano bidimensional es a través del analisis de componentes principales; PCA1 explica
el 54.5 % de la varianza total y PCA2 el 25.9 %. Los resultados muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos con un efecto tamafo medio (p <
0.05; €2=0.18).
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13. ANEXOS
13.1 Anexo 1. Consideraciones éticas

Los implantes quirargicos de este proyecto fueron realizados en acociles
previamente anestesiados por frio, método comunmente empleado para reducir el

metabolismo y evitar asi los posibles sufrimientos de estos animales.

El método de anestesia por frio consiste en mantener a los animales en agua a
0°C durante un tiempo aproximado de 50 minutos. Esto genera pérdida de las
respuestas sensoriales de tipo mecanico, visual y quimico. Ademas de un incremento

en la viscosidad de la hemolinfa por lo que el sangrado se reduce.

Los procedimientos mencionados fueron aprobados por la Comision de
Investigacion y Etica de la Division de Investigacion de la Facultad de Medicina, UNAM
con numero de Dictamen 048/2015 a través del oficio FMED/CI/SPLR/056/2015.
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13.2 Anexo 2. Anatomia del Acocil

Para la realizacion de este trabajo obtuve registros de la actividad
electrofisiologica del acocil mediante electrodos implantados en deutocerebro, el seno
cardiaco y en ambas camaras branquiales. Debido a esto es conveniente hacer una

explicacion breve de la anatomia de este animal.

13.2.1 Sistema Nervioso del Acocil

El acocil tiene un sistema nervioso distribuido compuesto por un cerebro
un ganglio subesofagico, cinco ganglios toracicos y seis ganglios abdominales (Figura
13.1)

5 Cerebro

Anténulas ~ g Ganglio

_ Subesofagico

|
!
| Ganglios
toracicos

Cefalotérax 7

Ganglios
Abdominales

Patas

Telson

Figura 13.1 (A) Vista dorsal del acocil. (B) Sistema nervioso del acocil. Modificada de
Cattaert y LeRay, 2001.

El cerebro del acocil esta conformado por la fusion de tres ganglios
embrionarios: el mas rostral denominado protocerebro, le sigue deutocerebro vy, por
ultimo, el mas caudal, tritocerebro (Figura 13.2). Los nervios épticos llevan la informacion

visual al protocerebro, mientras que el deutocerebro contiene los I6bulos olfatorios, los
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neuropilos de la antena | (mecanorreceptores y neuronas motoras) y los Iébulos
accesorios. El tritocerebro forma un par de conectivos que se extienden alrededor del
esofago hacia el ganglio subesofagico, los cuales permiten la comunicacion entre el
cerebro y el cordon nervioso central. Al tritocerebro también llegan algunos nervios

antenulares, asi como, nervios sensoriales de la region anterior de la cabeza.

r

Protocerebro

utocerebro

(’<—’ Tritocerebro
: 1

Figura 13.2. Cerebro del acocil (Modificada de Sandeman y cols., 1992).

El ganglio subesofagico controla los movimientos de la mandibula, la maxila
y los maxilipedos. El primer ganglio toracico controla los queliceros y los siguientes cuatro
ganglios inervan los apéndices motores del cefalotérax. Los primeros cinco ganglios
abdominales controlan los musculos y los apéndices asociados a cada segmento de la
region abdominal. El sexto ganglio controla los urépodos, el telson, la musculatura anal y

la parte posterior del tubo digestivo (Sandeman y cols., 1992).

13.2.2 Corazon

En los crustaceos decapodos adultos el corazén es una estructura sacular
unicameral, ubicada en la porcién dorsal del térax, cuyo latido se desencadena por
estimulos neurogénicos (la despolarizacion ritmica responsable del establecimiento de
los latidos cardiacos se origina en tejido nervioso). Todos los vasos conectados con el

corazdn son arterias. Las arterias tienen valvulas en sus origenes y salen del corazén
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para dirigirse hacia diversas direcciones (Figura 13.3A). La sangre no ingresa al corazon
a través de vasos sino de hendiduras en las paredes del corazon denominadas orificios
(ostias). El corazon es sostenido por ligamentos suspensorios elasticos dentro de una
cavidad limitada, el seno cardiaco (Figura 13.3B) (Maynard, 1960). Los unicos canales
sanguineos que ingresan en el seno cardiaco son “venas” que conducen la sangre desde
las branquias o de otras superficies respiratorias.

Cuando el corazén se contrae durante la sistole los orificios se cierran por
la tension muscular, la accion de las valvulas o ambos; por ende, la sangre dentro del
corazon no puede salir a través de los orificios hacia el seno cardiaco y se dirige a las
arterias. La contraccion del corazén estira los ligamentos suspensorios que se insertan
en su pared. Cada célula muscular esta inervada y se contrae solo cuando recibe el
estimulo de un impulso nervioso. Hay un ganglio cardiaco, compuesto por nueve
neuronas (cuatro células posteriores pequefias y cinco células anteriores grandes) unido
a la superficie dorsal del corazdén que inicia y controla sus contracciones. Los nervios
cardiorreguladores incluyen un par de inhibidores y un par de aceleradores que surgen
del ganglio subesofagico (Wiersma y Novitiski 1942, Maynard 1960, McMahon y
Wilkens 1983).

13.2.3 Branquias

En los crustaceos decapodos, la cabeza y el térax estan cubiertos por una
lamina continua de exoesqueleto (el caparazén), que sobresale del térax a los lados y se
adapta en forma mas o menos estrecha alrededor de la base de las patas toracicas. El
caparazon limita dos camaras branquiales laterales en las que se encuentran las

branquias (Figura 13.4).
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La hemolinfa es
succionada hacia el interior
del corazon a través de los
orificios durante la diastole
y es impulsada hacia las
arterias en la sistole.

La hemolinfa oxigenada en
las branquias ingresa en el
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Figura 13.3. Corazoén de un crustaceo decapodo. (A) Corazoén y arterias que salen de él
(segun Wilkens, 1999). (B) Posicion del corazén en el seno cardiaco y patron del flujo

sanguineo en la circulacion central (Modificada de Hills y cols., 2012).

Las branquias se originan cerca de las bases de las patas toracicas y cada una esta
compuesta de un eje central al que se unen muchas placas laminares, filamentos o
penachos ramificados en forma dendritica con gran vascularizacion. La superficie de las
branquias (como todas las superficies externas de los crustaceos) estan cubiertas por
una cuticula de quitina. La cuticula sobre las branquias es delgada y permeable a los
gases. Cada camara branquial es ventilada por un apéndice especializado ubicado
hacia el extremo anterior denominado escafognatito (Figura 13.4) (Decelle, J. y cols.,
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2010). El batido de este apéndice conduce el agua hacia el exterior a través de un
orificio de salida anterior. Cada escafognatito es controlado por impulsos nerviosos
provenientes de un generador central de patrones, ubicado en el sistema nervioso
central (Wilkens JL and McMahon BR., 1972, 1975).

. Caparazon
Branquias P

El desplazamiento de los
escafognatitos conduce el agua
fuera de la camara branquial.

Figura 13.4. Vista lateral que muestra las branquias debajo del caparazén. (Modificada

de Hill y cols., 2012).
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