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1. INTRODUCCION

1.1 Sueiio
Los dos principales estados de vigilancia identificados en practicamente

todos los animales son vigilia y sueio.

La vigilia es un estado en el cual el individuo esta consciente del ambiente que le
rodea y tiene la capacidad de interactuar con él, respondiendo a los estimulos que
recibe, la actividad eléctrica cerebral registrada es desincronizada (con frecuencia

de 8 a 12 Hz, a lo que se denomina ritmo ().

El suefio es definido por criterios conductuales y electrofisiolégicos. Los criterios
conductuales incluyen: (1) una posicion especie-especifica; (2) quiescencia; (3)
una elevacién en el umbral de respuesta a estimulos sensoriales y (4) una rapida
reversibilidad de esta conducta (Flanigan y cols., 1974). Los criterios

electrofisiologicos se refieren a las caracteristicas de las ondas encefalicas.

En mamiferos y aves, el suefio esta asociado con patrones electroencefalograficos
especificos, a partir de los cuales se ha dividido en dos etapas, suefio con
movimientos oculares rapidos (MOR) y suefio sin movimientos oculares rapidos
(NMOR). El primero esta caracterizado por un electroencefalograma (EEG) y una
actividad autonémica similares a las que se registran durante la vigilia, por lo que
también se ha llamado “suefio paraddjico”. Las ondas cerebrales son rapidas y
desincronizadas, la respiracion se hace mas rapida e irregular, incrementan la
frecuencia cardiaca y la presién sanguinea; los ojos se mueven rapidamente en
forma conjugada y en diferentes direcciones, los musculos antigravitatorios se
paralizan temporalmente por lo que se registra una intensa disminucién del tono
muscular. Durante esta fase de suefio es donde se reporta la ocurrencia de

muchas de las ensofiaciones.



Por otra parte, el suefio NMOR se caracteriza por ondas de alta amplitud y baja
frecuencia y disminucién de la regulacion autondémica. El suefio NMOR esta
compuesto por cuatro fases en funcion de las caracteristicas de la actividad

eléctrica cerebral (Mignot, E., 2008).

En la primera fase el EEG se distingue por la desaparicidén del patrén regular (alfa,
frecuencia de 4 a 8 Hz) e instauracion de un patrén de amplitud baja y de
frecuencia mixta, predominante en el intervalo de 2 a 4 Hz (ritmo theta), esto
asociado con movimientos oculares conjugados lentos. Las actividades cerebral y
muscular comienzan a disminuir durante este estado y es posible que el sujeto
experimente sacudidas musculares subitas, asi como la sensacién de
adormecimiento. La fase 2 se caracteriza por una disminucion en la frecuencia
dominante en el EEG, la presencia de los denominados “complejos K” o husos del
suefo (12-14 Hz) y el cese de los movimientos oculares lentos. Las fases 3 y 4
son denominadas en conjunto suefio de ondas lentas (SOL). Ambas se
caracterizan por la presencia de ondas con frecuencia de 0.5 a 2 Hz, ritmo delta.
La fase 3 presenta mas del 20% pero menos del 50% de actividad delta, en tanto
que durante la fase 4, la actividad delta comprende mas del 50% del tiempo de
registro. El suefio es mas profundo, el despertar es mas dificil, no se observan
movimientos oculares y la actividad muscular disminuye. En medicina clinica del
sueno, en la actualidad las etapas de suefio fueron agrupadas y unicamente se
habla de dos fases de sueno; suefio ligero (primeras dos fases) y suefio de ondas

lentas (ultimas dos fases).

El suefio esta organizado en ciclos, el suefio MOR sigue al suefio NMOR. La

periodicidad de los ciclos varia de unos pocos minutos a pocas horas.

La estructura del ciclo sueno-vigilia muestra cambios notables relacionados con el
ciclo de vida de un individuo. Por ejemplo, un ser humano al nacer requiere dormir
durante un promedio de 16 horas; esta cantidad va disminuyendo, y ya en la

juventud se requieren en promedio ocho horas, mientras que en la vejez se reduce



aun mas. Es decir, los patrones de distribucion temporal se ven afectados con la
edad.

Cambios en los patrones de suefio se han correlacionado también con maduracién
cerebral, procesos de atencion, aprendizaje, consolidacion de la memoria, etc.
(Rasch y cols., 2013).

Se considera que el suefio es un proceso activo durante el cual se llevan a cabo
procesos fisioldgicos esenciales para el funcionamiento del individuo y se ha
propuesto que cumple distintas funciones, entre ellas: un papel restaurador,
adaptacién a las condiciones ambientales y para consolidar la memoria (Graves y
cols., 2001; Aldrich, 1999; Muzur, 2005; Krueger y cols., 1999; Krueger y Obal,
2003; Flanigan y cols., 1971; Ayala-Guerrero y Reyna, 1987; Ayala-Guerrero y
Huitron-Reséndiz, 1991).

Otra de las funciones atribuidas al suefio, y especialmente al suefio MOR, es la
maduracion del cerebro en etapas tempranas de la ontogenia, en particular de
animales neoténicos (Roffwarg y cols., 1966), aunque esto no se aplica a todos
los mamiferos (Siegel, 2005). Por otra parte, se ha considerado que el suefio
favorece la consolidacion de la memoria afectiva (Sterpenich y cols. 2009), que
el sueno MOR es importante para el aprendizaje (Graves y cols., 1999, Hornung
y cols., 2007), que los husos de suefio favorecen la consolidacion de la memoria
declarativa (Schabus y cols., 2004), y que el suefio NMOR favorece la memoria
motora (Rasch y cols., 2013). En resumen, no existen consensos, ni una idea
clara sobre cual o cuales son las funciones del suefio pero la mayoria de los
investigadores coinciden en que se correlaciona con procesos de memoria y

aprendizaje.

Las interrogantes respecto a la funcion del suefio se profundizan al analizar su
amplia distribucion en la escala filogenética. Se han encontrado conductas de tipo

sueno (inmovilidad y aumento en el umbral sensorial) en peces, reptiles, anfibios,



y en varios invertebrados (Campbell y Tobler, 1984). Una caracteristica comun
durante el suefio en los vertebrados es la aparicion de ondas lentas, que indican la

sincronizacion de grandes grupos neuronales.

Por otro lado, los invertebrados representan un grupo de gran variedad de
organismos, con planes corporales mucho mas diversos que los de los
vertebrados, pero con tamafos, por lo regular, pequefios. En este grupo se han
descrito muchas conductas de reposo, que se han analizado mas en la dptica de
los ritmos circadianos que en la de suefo. Se han descrito estados de tipo suefio
en escorpiones (Tobler y Stalder, 1988), moscas (Hendricks y cols., 2000;
Shaw y cols., 2000; Shaw y Franken, 2003; Greenspan y cols., 2001), avispas
(Klein y cols., 2003) y abejas (Kaiser, 1988; Sauer y cols., 2003). 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).



1.2. Sueiio en el acocil
El acocil es un invertebrado con un cerebro relativamente ‘simple’ en el que
se han estudiado los principales grupos neuronales que lo forman y muchas de

sus funciones.

Se ha usado como modelo de estudio de algunas de las funciones cerebrales de
las llamadas ‘complejas’, debido a que en éste decapodo es posible colocar
cronicamente electrodos extracelulares sobre la superficie del cerebro vy
mantenerlos durante periodos prolongados (Hernandez y cols., 1996). De esta
manera se han registrado potenciales evocados de tipo visual, respuestas a
estimulos omitidos y sefiales asociadas con el procesamiento de informacion
visual (Hernandez-Falcén y cols., 1999) en el animal deambulante. Usando esta

preparacion se caracterizo el suefio en el acocil (Ramoén y cols., 2004).

Desde el punto de vista conductual y en condiciones de laboratorio, en el acocil es
posible observar basicamente dos tipos de comportamiento: a) en alerta,
desplazandose por el acuario, explorandolo e interactuando con sus
conespecificos (Figura 1.1 A); b) Inmovil, de lado a nivel de la superficie del agua.
Cuando el acocil presenta esta posicion estereotipica con las quelas extendidas
comunmente contra una pared del acuario (Figura 1.1 B) hay un incremento en el
umbral a estimulos mecanicos, ausencia de las sefales eléctricas que indican
procesos cognitivos (potenciales al estimulo omitido) y cambios en el patrén de
actividad eléctrica cerebral especificos. Esta conducta ha sido definida como

suefio, en la medida que cumple con los criterios convencionales.

Los acociles duermen a cualquier hora del dia o la noche, pero lo hacen por

periodos mas largos durante la noche (Ramén y cols., 2004).



A)

B)

Figura 1.1. Posiciones del acocil. A) Alerta. B) Dormido.

Las senales eléctricas obtenidas del cerebro del acocil resultan ser de caracter no
estacionario, debido a que algunos de los parametros estadisticos (media mévil y
desviaciéon estandar moévil) que definen ésta propiedad varian a lo largo del tiempo

(Mendoza Angeles y cols., 2007).

El analisis de la actividad eléctrica del cerebro del acocil mediante técnicas no
lineales, como la transformada wavelet, ha permitido concluir que en el animal
alerta la mayoria de las frecuencias presentes oscilan en un intervalo de 100-300
Hz. La frecuencia dominante es de alrededor de los 40 Hz. Cuando el animal se

pone de lado y duerme, las espigas son sustituidas por ondas lentas con



frecuencias de entre 15-20 Hz y por un significativo decremento en la potencia en
el rango de 30-45 Hz.

Todas las observaciones hechas hasta ahora indican que, mientras el animal
deambule o interactue con el medio, sea explorando el entorno o interactuando
con otros acociles (ver seccidén 1.3), la actividad eléctrica del cerebro presenta las

mismas caracteristicas. Esto no ocurre cuando el animal duerme.

El uso de un animal con un cerebro relativamente ‘simple’, pero con procesos
cognitivos similares a los que presentan los vertebrados, seria ideal para estudiar
los mecanismos de generacién y operacion de la memoria y sus relaciones con el
suefio. Entre los procesos estudiados ampliamente en el acocil se encuentra el
establecimiento de un orden jerarquico de dominancia-sumision a través del

despliegue de una conducta agonista.

1.3. Conducta agonista en el acocil

Al ser colocados en interaccidn social, los acociles, al igual que otros
crustaceos, inician un enfrentamiento agonista que resulta en el establecimiento
de una organizacion jerarquica en la que un animal es dominante y los otros

sSuUmIsos y que prevalece por meses.

La conducta agonista tiene un gran significado adaptativo, en la medida en que el
animal que es dominante tiene ventajas sobre sus congéneres en cuanto a la

disponibilidad de alimento, pareja y refugio (Delgado-Morales y cols., 2004).

En los crustaceos (Figura 1.2.) el comportamiento agonista es ritual y puede ser
cuantificado, ademas de que se han identificado sistemas neuronales y algunos
neurotransmisores, como la serotonina y la octopamina, que juegan un papel

importante en el desarrollo y expresion de esta conducta (Kravitz, 2000).



Figura 1.2. Interaccién agonista entre dos acociles machos.

En el acocil, la conducta agonista esta expresada por un cierto numero de
comportamientos denominados contactos positivos y contactos negativos. Los
primeros estan orientados a la aproximacion entre los conespecificos (conducta de
acercamiento) donde se reunen todos los patrones de comportamiento agonista
que dirigen a un animal hacia un oponente y son de amenaza, ataque y combate,
mientras que los segundos consisten en evitar cualquier contacto con sus

conespecificos y son de retirada y evasion.

Se ha planteado que algunos de los factores que determinan la dominancia en
crustaceos como los acociles, son el tamano fisico, el tamafio de la quela o del
caparazon, asi como las experiencias previas ganadoras que incrementan la

probabilidad de ser dominante en el siguiente encuentro agonista.

El mantenimiento de la estructura social entre los individuos de un grupo depende
principalmente del olfato (Delgado-Morales y cols., 2004). Resultados
preliminares obtenidos en el laboratorio indican que el reconocimiento a largo

plazo de los conespecificos depende de la memoria que se consolida después del



primer encuentro agonista y que la privacién de suefio de alguna manera interfiere

en dicha consolidacion.

Por otra parte, los patrones de suefo parecen ser distintos en los animales
dominantes y los sumisos. El objetivo de este trabajo fue caracterizar estos

patrones en acociles aislados y en interaccion social.

1.4. Anatomia del sistema nervioso del acocil

Para la realizacion de este trabajo se obtuvieron registros de la actividad
eléctrica del cerebro del acocil mediante electrodos implantados en deutocerebro.
Debido a esto es conveniente hacer una explicaciéon breve de la anatomia del

sistema nervioso de este animal (Figura 1.3).

El acocil tiene un sistema nervioso distribuido, compuesto por un cerebro, un

ganglio subesofagico, 5 ganglios toracicos y 6 ganglios abdominales.
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Figura 1.3. A) Vista dorsal del acocil. B) Sistema nervioso del acocil.
Modificada de Cattaert y LeRay, 2001.

El cerebro del acocil estd conformado por la fusion de tres ganglios embrionarios:
el mas rostral denominado protocerebro, le sigue deutocerebro y por ultimo el mas
caudal tritocerebro (Figura 1.4). Los nervios oOpticos llevan la informacion visual al
protocerebro, mientras que el deutocerebro contiene los I6bulos olfatorios, los
neuropilos de la antena | (mecanorreceptores y neuronas motoras) y los lébulos
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 ciertos nervios sensoriales de la regién

anterior de la cabeza.
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Figura 1.4. 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 4 ganglios

inervan los apéndices motores del cefalotérax.

En los primeros cinco ganglios abdominales se encuentra el control de los
apéndices asociados a cada segmento de esta regién del cuerpo y también de
cada uno de los musculos abdominales. El sexto ganglio se encarga de los
urépodos, del telson, de la musculatura anal y de la parte posterior del tubo
digestivo (Sandeman y cols., 1992; Delgado-Morales, 2004).

Para realizar este trabajo se implantaron electrodos en deutocerebro debido a que
registros eléctricos de diferentes areas cerebrales muestran que cuando el acocil
esta activo (despierto), las ondas lentas caracteristicas de sue8o, Unicamente

11



estan presentes en el complejo central. Sin embargo, cuando el acocil adopta la
posicion de lado, las ondas lentas se propagan primero a deutocerebro y
posteriormente a protocerebro, sugiriendo que el complejo central del cerebro del

acocil actia como un generador de suefio (Mendoza-Angeles y cols., 2010).

1.5. Analisis de senales

1.5.1. Anadlisis en tiempo-frecuencia

Las sefales son representaciones a través de una funcidon de una
variable fisica y contienen la informacion del comportamiento de cualquier proceso
que involucre a esa variable dada. 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). Las mismas contienen

exactamente la misma informacioén sobre la senal.

La transformada de Fourier es un procedimiento matematico que descompone una
funcién en las frecuencias que le forman. Sin embargo, el analisis de Fourier
presenta un gran problema al pretender determinar el instante en que ocurre un
evento en particular. También esta la transformada Rapida de Fourier (TRF), que
es una herramienta con la capacidad de representar un proceso fisico, tanto en el
dominio del tiempo como en la frecuencia. Solo es valida para sefales

estacionarias, debido a que esta definida globalmente.

Para describir el comportamiento frecuencial de sefiales de tipo no estacionario,
han surgido representaciones tiempo-espectrales (t-w) como la transformada de
Fourier en corto tiempo (TFCT), la transformada Gabor y la transformada wavelet
(TW).

En la transformada de Fourier en corto tiempo, el principal propdsito de la porcion

de senal elegida, es limitar la extensién de la secuencia que se va a transformar

12



de forma que las caracteristicas espectrales sean razonablemente estacionarias
en el intervalo de duracion de la ventana. Cuanto mas cortas sean las variaciones
de la sefal, mas corta debe ser la ventana. La correcta seleccién de la longitud de
la ventana define la precision en el hallazgo de frecuencias y su ubicacion en el
tiempo. Una ventana mas pequeiia da mayor opcion a determinar variaciones en
el tiempo, pero decrece la resolucidn en frecuencia, de manera inversa, al ampliar
la longitud de la ventana, amplia la resolucion en frecuencia, pero no se permite la

resolucion en el tiempo.

El problema de la resolucion tiempo-frecuencia es el resultado del principio de
incertidumbre de Heisenberg, que establece que no puede conocerse la
informacion puntual de una sefial en el plano tiempo-frecuencia. Es decir, no
pueden determinarse exactamente qué frecuencias existen en un instante dado.
Sin embargo, es posible analizar en tiempo y frecuencia una sefial empleando una

técnica llamada analisis multirresolucion.

En 1946 Denis Gabor adapté la Transformada de Fourier, dando lugar a la
Transforma Gabor que es un tipo especial de TFCT, en la que el principio de
incertidumbre se lleva al minimo al utilizar una ventana de tipo gaussiano para la

localizacion de las frecuencias en el tiempo.

Estos métodos son incapaces de identificar los momentos en que una sefal no
estacionaria presenta cambios abruptos en su frecuencia, por lo tanto existe

pérdida de informacion en el analisis.

Las técnicas de multirresolucion analizan la sefial para distintas frecuencias con
diferentes resoluciones. Dicho analisis esta disefiado para proporcionar una buena
resolucién temporal y pobre resolucion en frecuencia para las altas frecuencias y
buena resolucion en frecuencia y baja en tiempo para bajas frecuencias. Es la idea
basica que subyace detras de la transformada wavelet, y de ella resulta la gran

ventaja que presenta frente a la TFCT.
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1.5.2. Transformada wavelet

La transformada wavelet es un método que proporciona buena resolucion
en tiempo y frecuencia en cualquier ubicacién del plano t-w. Es decir, tenemos una
ventana 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 sefal.

La transformada wavelet de una funcién esta definida como:

W, f(b.a)= [ f(Os, (0t o

y donde,

Ec. 1.2.

Wa,a":‘f:‘ = 1-— W[I ;E:IJ

Wi

Los parametros b y a son llamados de translacion y dilatacion respectivamente.

El factor de normalizacion a-1/2 es incluido tal que:

lvb.a 1=l

Para que sea una funcion de ventana capaz de representar f(t) tanto en el
dominio del tiempo como en la frecuencia, y(t) debe satisfacer la siguiente

condicion:

14



w(0) = Tw(f)(jf —0 Ec. 1.3.

Para satisfacer la ecuacion 1.3 es necesario que la funcién wavelet (ventana t-w))
se construya de tal modo que posea un alto numero de momentos que converjan

a 0. Se dice que una wavelet tiene un orden de momentos convergentes m si:

IIPW (I)(ff = 0 P=0,..., m-1 Ec. 1.4.

En la ecuacion 1.2, al reducir el parametro a, la cobertura en tiempo de w2 se

reduce abarcando un intervalo de frecuencias mas amplio, y viceversa; por lo
tanto, 1/a es una medida de frecuencia. Por otro lado, el parametro b indica la
localizacion de la ventana wavelet a lo largo del eje del tiempo. Por ello,

modificando (b, a), W, f puede calcularse en todo el plano t-o (Akay, 1995).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Pese a los multiples estudios que se han realizado, todavia no sabemos
cual es la funcién, o funciones, que cumple el suefio. Los diferentes modelos
biologicos 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.

El acocil puede usarse como modelo de estudio de suefio debido a que el analisis
de registros simultaneos de conducta y de actividad eléctrica cerebral ha permitido
concluir que este animal duerme de acuerdo con los criterios conductuales vy

electrofisiologicos que definen este estado.

Los acociles son animales territoriales que al encontrarse con sus conespecificos
despliegan una conducta agonista. Esta da como resultado el establecimiento de
una jerarquia social integrada por un animal dominante y varios animales sumisos.
Dicha jerarquia permanece constante a lo largo del tiempo, lo que indica que el
acocil parece recordar cual es su lugar en el orden jerarquico que se establece

durante la interaccion.

Los registros obtenidos de observaciones conductuales, indican que el patron de
suefio de los acociles dominantes es distinto al de los animales sumisos. Al
parecer la dominancia esta asociada con una gran habilidad para adaptarse
incluso en funciones complejas como el suefo. Por lo tanto, es posible postular
que los patrones de suefo estan asociados con el orden jerarquico sin que se
haya determinado si es el patron de suefio el que determina el papel que el acocil
jugara en el orden jerarquico o bien, si la escala jerarquica es la que determina el

patrén de suefio de los acociles de una triada

Considerando que, la senal eléctrica registrada del cerebro del acocil que define el

suefio es de tipo no estacionario y susceptible de ser analizada por medio de
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técnicas no lineales, es posible proponer que las diferencias en los patrones
electroencefalograficos de suefio entre animales sumisos y dominantes durante la

interaccion social, se haran evidentes por medio de técnicas de analisis

multirresolucion.
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3. OBJETIVO

El objetivo de este proyecto fue estudiar los patrones conductuales y
electrofisiologicos del suefio de acociles adultos Procambarus clarkii, en
condiciones de aislamiento y durante el establecimiento de una relacion social del
tipo dominancia-sumision con la finalidad de identificar, si las hubiera, diferencias

en los patrones de los animales sumisos y los dominantes.
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4. DISENO EXPERIMENTAL

Para cumplir el objetivo propuesto, se desarroll el trabajo experimental de

la siguiente manera (Figura 4.1):

Se utilizaron triadas de acociles para la realizacion de todo el trabajo. Se llevaron
a cabo registros simultaneos de conducta y de actividad eléctrica cerebral en dos
diferentes condiciones: 1) en aislamiento, en la que cada integrante de la triada
era registrado en un acuario individual y 2) en interaccion, en la que los tres

acociles eran colocados y registrados en un acuario comun.

Los registros de cada triada de acociles tuvieron una duracion de doce horas

continuas por dia para cada condicién establecida.

A partir de los cambios de posicion de cada acocil (de lado o parado), se
construyeron graficos de patrones de suefio conductual para cada animal en cada
una de las condiciones experimentales que posteriormente se correlacionaron con

la actividad electrofisiologica adquirida durante el registro.

Cuando el acocil se encontraba en alerta los registros de la actividad eléctrica
presentaban espigas con una frecuencia maxima de 300 Hz, cuando la actividad
eléctrica presentaba ondas lentas con frecuencias de 15-20 Hz, indicaba que el
acocil se encontraba en estado de suefio (Ramén y cols., 2004). Usando estos
criterios fue posible identificar, que el acocil estuviera correctamente implantado

sobre deutocerebro (que durante el sueno presenta ondas lentas).

Una vez obtenidos los registros eléctricos en condiciones de aislamiento y en

interaccion social fueron analizados mediante transformada wavelet.
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Triadas de acociles
Procambarus clarkii
implantados en
deutocerebro

v

Registro simultaneo de
conducta y actividad
eléctrica cerebral de los
individuos aislados

¥

Registro simultaneo de
conducta y actividad
eléctrica cerebral de los
individuos en interaccion

v

Analisis de los registros

A

Comparacion entre
condiciones

Figura 4.1. Disefio experimental.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material biolégico

Los experimentos se realizaron en acociles machos adultos, Procambarus
clarkii (8-12 cm de rostrum a telson) en intermuda, con los apéndices completos.
Desde su llegada al laboratorio los animales se colocaron en acuarios individuales
de 20x15x15 cm, bajo ciclos de luz-oscuridad 12:12 (encendido a las 7:00,
apagado a las 19:00 h) y fueron alimentados una vez a la semana con croquetas

para gato.

Los acociles utilizados en estos registros fueron agrupados en triadas (n=5) de
tamafio y peso equivalente (diferencia maxima de 10%), lo que evitd sesgos

durante las interacciones agonistas.

Los animales seleccionados fueron marcados con esmalte acrilico sobre el

cefalotérax y colocados en acuarios individuales.

5.2 Preparacion biolégica

En acociles previamente anestesiados con frio (ver Anexo 1), se realizé un
hueco en el caparazén dorsal, se hizo una diseccion roma de los musculos de la
cabeza desplazando las visceras hacia atras (principalmente el estémago),
reteniéndolos en esa posicidon mediante un separador de plastico, de tal manera
que quedara expuesto el fondo de la cavidad cefalica y el cerebro. Se retiraba la
hemolinfa y se colocaba la preparacién bajo el microscopio estereoscopico. Con
ayuda de un micromanipulador se descendio el electrodo hasta colocarlo en el
deutocerebro, procurando se formara un sello eléctrico en el momento en que todo
el borde de la canula estuviera asentado sobre el cerebro. La canula se usa como

electrodo de referencia y se pega al exoesqueleto con cemento dental. Los
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animales se dejaron recuperar de la cirugia por al menos 24 horas en acuarios

individuales.

Para la fabricacion de los electrodos se utilizaron canulas de acero inoxidable (1
mm de diametro externo) que en su interior portaban dos alambres de platino-iridio
(127 pm de diametro) recubiertos de teflon y por fuera un alambre soldado
también de platino-iridio. 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
diseio permite obtener un registro de campo en la vecindad delimitada por la

canula.

5.3. Obtencion de registros conductuales y electrofisioloégicos

5.3.1. Animales aislados

Para determinar los cambios de posicion de un acocil a lo largo del dia,
se obtuvieron videos ininterrumpidos durante 12 horas (inicio 7:00, término 19:00)
de los miembros de cada triada de acociles. Los animales, previamente
implantados con electrodos en la superficie cerebral, se encontraban aislados en

acuarios individuales (Figura 5.1).

Figura 5.1. Registro conductual y electrofisiolégico de triada de acociles en
condiciones de aislamiento.
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De manera simultdnea, se obtuvieron registros electrofisiolégicos. Para ello, se
envio la actividad eléctrica cerebral recogida por los electrodos a amplificadores de
AC (BM400, CWE), en ellos se filtraron las sefiales con un pasabandas de 3 a 3
KHz. Posteriormente se digitalizé la sefial mediante un convertidor A/D (6024E,
National Instruments) usando el Real Time Windows Target en Matlab
(MathWorks) con una frecuencia de muestreo de 200 Hz, y por ultimo se
almacenaron los datos en una computadora para realizar su analisis fuera de

linea.

Los registros de actividad eléctrica cerebral tuvieron una duracion de 12 horas

divididos en intervalos de 25 minutos.

5.3.2. Animales en interaccion
Una vez que se obtuvo el registro conductual y electrofisioldgico de cada
triada de acociles en condiciones de aislamiento, se preparo a los animales para el

registro en interaccion.

Un dia previo al registro de animales en interaccion, el cable de registro de los
acociles fue amarrado a la canula para evitar que los animales se enredaran
durante el encuentro agonista. Los acociles fueron colocados en acuarios

individuales.

El dia en que se llevo a cabo el registro en interaccion, a las 7:00 h los miembros
de cada triada fueron colocados en una tina comun de registro de 40 cm de
diametro. Dentro de la tina los acociles se encontraban separados unicamente por
una barrera de plastico la cual se retiraba transcurridos 15 minutos. Se dejaba
interactuar a los animales durante 45 minutos mas para el establecimiento del
orden jerarquico. Después de este tiempo la barrera de plastico permanecia
colocada durante todo el registro restante (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Registro conductual y electrofisiolégico de triada de acociles en
interaccion.

Desde que los animales fueron colocados en el acuario comun, se grabo la

conducta de los acociles durante 12 horas.

De manera simultanea, la sefal recogida por los electrodos de cada integrante de
la triada fue amplificada y almacenada de la misma forma descrita para animales

aislados.

5.4. Anadlisis de los registros conductuales

Se analizaron las cintas de video relacionando la posicion del animal y la
hora asociada de tal manera que se obtuvieron graficas conductuales antes y
después de la interaccion social. En estas graficas se considero la posiciéon en la
que se encontraba cada acocil, la hora de inicio y de término de dicha posicion y
posteriormente se correlacionaron con los datos electrofisiologicos.
Adicionalmente se determind el orden jerarquico de dominancia-sumision que se

establece entre los miembros de la triada; esto puede ser cuantificado de manera
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objetiva mediante un conteo de contactos positivos y negativos entre los

conespecificos (Delgado-Morales y cols., 2004).

Se realizé una comparacion de los patrones de suefio de los acociles aislados con

el que presentan cuando se encuentran en interaccion social.

5.5. Anadlisis de los registros electrofisiolégicos

Se analizaron los registros fuera de linea usando algoritmos desarrollados
en Matlab. Mediante ellos se realizé un analisis tiempo-frecuencia para identificar
la dinamica del suefo de los acociles aislados y compararla con la que presentan
en interaccion social. El analisis de la actividad eléctrica cerebral se correlacion6
con la postura del acocil con el propdsito de identificar conductualmente los

estados cerebrales encontrados.

Se realizdé una comparacién de los patrones de suefio de los acociles aislados con

el que presentan cuando se encuentran en interaccion social.

Parte importante de este trabajo se manifiesta en las técnicas llevadas para el
analisis de la actividad eléctrica registrada del cerebro del acocil. Por lo cual se

agrego una explicacion detallada y su justificacion en la seccidon de resultados.
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6. RESULTADOS
6.1. Analisis conductual

Se analizaron los videos considerando la hora de inicio y de término en que
ocurria una posicién dada y con los datos obtenidos se construyeron graficas de

posicion (eje de las ordenadas) contra tiempo (eje de las abscisas).

En un registro de posicién (figura 6.1), es posible observar que durante el ciclo de
12 horas los integrantes de una triada adoptan cualquiera de las posiciones
descritas (0: parado o caminando, 1: de lado), y permanecen en ella por

periodos prolongados que no dependen de la hora del dia.

En condiciones de aislamiento, es posible observar a un animal parado, totalmente

inmovil y sin presentar ninguna transicién de posicion (Figura 6.1 A2).
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A1

Posicion

A3

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00
Tiempo (h:m)

Figura 6.1. Posicion de los integrantes de una triada durante 12 horas,

condiciones de aislamiento.
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Posicion

A partir de los registros conductuales en interaccion se determiné el orden
jerarquico de los integrantes de la triada. Después de lo cual se construyeron
graficas de posicion (Figura 6.2.) usando los mismos criterios que para la

condicion de aislamiento.

A1
0
1

A2
0
1

A3
0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)

Figura 6.2. Posicion de los integrantes de una triada durante 12 horas,
condiciones de interaccion.
A1) Dominante, A2) Sumiso 1y A3) Sumiso 2
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Tiempo total de suefio minutos

Como se observa en la figura, cuando los acociles son colocados en interaccién
social, incrementan los cambios de posicidn y el tiempo que los individuos

duermen, esta dinamica se observo en la mayoria de las triadas registradas.

Es posible observar ademas que el patron de sueio de los animales es altamente

variable y depende del individuo estudiado (Ver Anexo 2).

Para analizar los registros conductuales de todas las triadas en conjunto, se
cuantificaron las siguientes variables en condiciones de aislamiento e interaccion:
a) tiempo total de suefo (Figura 6.3), b) numero de transiciones de posicion

(Figura 6.4) y c) duracion del intervalo de suefio (Figura 6.5).

300+ [ Aislamiento

Bl Interaccion
200+
100 i
J =

Dominante Sumiso 1 Sumiso 2

Figura 6.3. Tiempo total de sueio de las triadas (n=5) de acociles.
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Como puede observarse, durante la interaccion social los patrones de suefo de

todos los integrantes de la triada se modifican.

Los acociles tienden a dormir durante mas tiempo que en condiciones de

aislamiento (Figura 6.3; Mann-Witney, p<0.05).

Incrementa el numero de transiciones (Figura 6.4) y en el caso de los sumisos (S1
y S2) también incrementa la duracion de los intervalos de sueno (Figura 6.5)
mientras que, en los dominantes, este parametro permanece relativamente

constante.

Sin embargo, el analisis global no permite identificar diferencias claras entre los

acociles dominantes y sumisos.

50+
[ Aislamiento

Bl Interaccién
40

30+

20+

10- T
)

Dominante Sumiso 1 Sumiso 2

Transiciones de posicidn

Figura 6.4. Numero de transiciones de posicion de las triadas (n=5) de

acociles.
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Duracién de suefio

15+
= Aislamiento

Hl Interaccién

10+

Dominante Sumiso 1 Sumiso 2

Figura 6.5. Duracién del intervalo de sueio de las triadas de acociles (n=5).
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6.1.2. Andlisis electrofisiolégico

La actividad eléctrica que se registrd del cerebro del acocil se ajusta a los
datos previamente publicados (Ramén y cols., 2004). Esta conformada por una
gran cantidad de espigas montadas sobre una basal plana con frecuencias
alrededor de los 300 Hz. Cuando el acocil se coloca en posicién de lado, esta
actividad eléctrica se modifica, aparecen ondas lentas con frecuencias en el rango

de los 15 a 20 Hz, es decir, el acocil duerme.

La (Figura 6.6) muestra el registro eléctrico cerebral obtenido de los integrantes
de una triada. Como puede observarse, cuando los acociles estan dormidos,
incrementa la actividad lenta, sin embargo poco se puede concluir del registro

crudo.

S1

, .

Figura 6.6. Actividad eléctrica cerebral de los acociles de una triada. A)
Despiertos. B) Dormidos. D= dominante, S1= Sumiso 1, S2=Sumiso 2.
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En la grafica anterior, no fueron colocadas sefales eléctricas del cerebro de los
acociles sumiso en posiciéon de lado, debido a que durante el aislamiento los

animales no adquirieron dicha posicion.

Del analisis con TW se obtuvieron graficas tridimensionales para cada integrante
de la triada en ambas condiciones, aislamiento e interaccion, estas graficas
incluyen tiempo, frecuencia (Unicamente la banda de 0-60 Hz) y potencia
(codificada en color usando el espectro de luz visible). En el caso de los sumisos,
en la triada que se muestra a continuacion unicamente adquirié la posicién de lado

el acocil sumiso 1 y en condiciones de interaccion social.

La transformada wavelet (Figura 6.7) muestra que los acociles dominantes
presentan valores en potencia mas bajos que los acociles sumisos cuando

duermen en el mismo acuario.
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Potencia

Potencia

Potencia

Aislamiento Interaccioén social

Potencia

Potencia

Potencia

100n

Frecuencia (Hz) o Muestras (S) Frecuencia (Hz) )
Muestras (s)

6.7. Graficas tridimensionales de la TW de la actividad eléctrica de
deutocerebro correspondientes a la posicion de lado en el acocil dominante,
cada grafica representa 30s continuos de sueiio.
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Interaccion social

Potencia

Frecuencia (Hz)

Potencia

Potencia
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40 \ //——/‘/ 8001
30 o 5000
S " 4000

Frecuencia (Hz) Muestras (s)

6.8. Graficas tridimensionales de la TW de la actividad eléctrica de
deutocerebro correspondientes a la posicion de lado en el acocil sumiso 1,
cada grafica representa 30s continuos de sueiio.
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Para analizar los registros de la actividad eléctrica de todas las triadas en
conjunto, se consideraron los valores de potencia en condiciones de aislamiento e

interaccion (Figura 6.9.).

30- _
Bl Aislados
- — [ Interaccion
= 20-
©
o
c
: I
E 104
0

Dnn':inante Sumlis:ﬂ Sumlisn2

6.9. Valores de potencia obtenidos de la actividad eléctrica cerebral de las
triadas registradas (n=5), potencia representada en valores absolutos.

Los datos empleados en la realizacion de la grafica 6.9. representan valores

absolutos.

Como puede observarse, durante la interaccion social, tanto para los acociles

dominantes como para los sumisos se registran potencias menores.

Los resultados se ajustan a las observaciones descritas en las graficas
tridimensionales de la TW. Los acociles dominantes presentan una menor
disminucién en potencia durante la interaccion social en comparacion con los

animales sumisos (S1y S2).
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7. CONCLUSIONES

Los estudios realizados hasta el momento indican que el suefio del acocil se
modifica dependiendo de las condiciones ambientales. Las interacciones sociales

son factores que determinan cambios en los patrones de suefio.

Si definimos eficiencia de suefio tal como se hace en los vertebrados, es decir,
sueflo de mayor duracion y con potencias elevadas en el rango de las ondas
lentas, y disminuidas en el rango de frecuencias que indican procesamiento de
informacion, es posible afirmar que los acociles dominantes tienen mayor

eficiencia de suefio que los sumisos.

Estos hallazgos en conjunto, sugieren, que la dominancia esta asociada con una

gran habilidad para adaptarse incluso en funciones complejas como el suefio.
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8. Trabajo a Futuro

El trabajo a futuro se puede enfocar en tres rubros principales a saber:

a) Temporalidad de los fenémenos registrados. Es decir, durante cuanto
tiempo persiste el cambio en los patrones de suefio, conductuales y eléctricos, en
los acociles que establecieron una jerarquia de dominancia — sumision.

El establecimiento de una jerarquia de este tipo implica un proceso de aprendizaje
— memoria. Trabajos realizados en el laboratorio muestran que esta memoria se
mantiene por periodos prolongados. Es decir, la memoria asociada con el estatus
jerarquico induce cambios en la duracion de suefio, lo que va en la misma linea
que la descrita para especies como la rata. Una linea de trabajo que se abre
consiste en explorar los intervalos necesarios para tener un animal “neutro”, es
decir que no tenga un estatus social, si existen diferencias temporales entre el
dominante (efecto ganador) y los sumisos (efecto perdedor).

b) Determinacion del resultado de un encuentro agonista. ;Es posible
anticipar el resultado de un encuentro agonista en una triada de acociles a partir
del patrén de sueino, conductual y electrofisiologico? Cuando a los integrantes de
una triada de acociles, que son desconocidos entre si, se les permite interactuar y
establecer un orden jerarquico, no se puede anticipar el resultado de los
encuentros agonistas. Como los patrones de suefio cambian después de
establecida la jerarquia, resulta interesante buscar alguna caracteristica en la
actividad eléctrica, en la conducta de suefo, o en ambas, que permita anticipar el
resultado de la interaccion agonista. Es decir, determinar si existen patrones de
suefio asociados a un ganador o un perdedor.

c) Efecto ganador. Cuando un acocil dominante se enfrenta a acociles
desconocidos, del mismo tamano, tiene grandes probabilidades de resultar
ganador en un nuevo encuentro; lo opuesto ocurre en un acocil sumiso. Esto se ha
llamado “efecto ganador” y “efecto perdedor”. Cabe preguntarse e investigar si los
patrones de suefio (conductual o electrofisioldgico) del dominante se mantienen,
se refuerzan o se desvanecen dependiendo del nuevo estatus que adquiera.
Solamente un analisis mas fino de las sefales eléctricas y los cambios

conductuales podra dar respuesta a estos problemas.
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10. ANEXOS

Anexo 1.

Consideraciones éticas

Durante todos los implantes quirdrgicos de este proyecto, los acociles
fueron implantados después de ser anestesiados por frio, que es el método
comun 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
aproximadamente entre 40 y 50 minutos en agua a 0°C. Esto provoca pérdida de
las respuestas sensoriales de tipo mecanico, visual o quimico. Ademas, este tipo
de anestesia incrementa la viscosidad de la hemolinfa por lo que el sangrado se

reduce.

Los procedimientos mencionados han sido aprobados por las Comisiones de
Investigacién y Etica de la Divisién de Investigaciéon 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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FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE INVESTIGACION

COMISIONES DE INVESTIGACION Y DE ETICA
oFiclo No. FMED/CI/SPLR/056/2015

VAIVERZDAD NACIONAL ASUNTO:  Dictamen proyecto 048/2015
AVEN"MA DE

MEZICO

Dra. Karina Mendoza Angeles
Profesor Asociado “C" TC
Departamento de Fisiologia
Facultad de Medicina, UNAM
Presente.

Estimada doctora Mendoza Angeles:

Me complace informarle que su proyecto nimero 048/2015 “Estudio del suefio en el acocil:
Papel de las entradas sensoriales en la sincronizacion de la actividad eléctrica cerebral”
ha sido APROBADO por las Comisiones de Investigacién y Etica de esta Facultad de
Medicina, en su sesion ordinaria de fecha 07 de abril de 2015, con vigencia de 3 afios a partir
de la fecha de aprobacion.

Para conocer el seguimiento de esta investigacion, es necesario que entregue un informe
anual, en la Division de Investigacion de esta Facultad, tomando en cuenta esta fecha de
elaboracion del dictamen.

Asimismo, le solicitamos atentamente nos envie una copia del o los articulos y/o copia de la
caratula y resumen de las tesis que pudieran generarse relacionadas con el proyecto.

Sin otro particular de momento, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial saludo.
ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Ciudad Universitaria, D.F., a 07 de abril de 2015.

EL SECRETARIO TECNICO

DR. SAMUEL PONCE DE LEON ROSALES

*SPLR/SCM/ETF ‘bap
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Anexo 2.

Registros conductuales en condiciones de aislamiento y en interaccion

social.

Los registros conductuales tuvieron una duracién de 12 horas, tanto en
condiciones de aislamiento como en interaccion social. Se registré un total de
triadas n=5. Los registros fueron iniciados a las 7:00 a.m. y finalizados a las 19:00

p.m.

Se analizaron los videos considerando la hora de inicio y de término en que los
acociles adquirian la posicion de lado (estereotipica de suefio) y con los datos
obtenidos se construyeron graficas de posicidon contra tiempo antes y durante la

interaccion social.
En los registros obtenidos, los acociles en condiciones de aislamiento o en
interaccion, no siempre adoptaron la posicion de lado a lo largo de las 12 horas

de registro.

A continuacién se muestran los resultados conductuales obtenidos de cada una

de las triadas de acociles tanto en aislamiento como en interaccion social.

Para cada una de las graficas mostradas abajo le denominamos 0 al acocil

parado o caminando y 1 cuando el acocil adquiere la posicion de lado.
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Triada 1.

Patréon de sueiio de acociles en aislamiento.

1 A
0
1 B
c
‘0
©
‘»
O
o
0
1
C
0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)

Figura 10.1. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 1,
condiciones de aislamiento, A) Acocil 1, B) Acocil 2 y C) Acocil 3.
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Posicion

Triada 1.

Patrén de sueiio de acociles en interaccion social.

1 A
0
1

B
0
1

C
0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00
Tiempo (h:m)

Figura 10.2. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 1,
durante la interaccién social, A) Dominante, B) Sumiso 1 y C) Sumiso 2.
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Triada 2.

Patréon de sueiio de acociles en aislamiento.

Posicion

17 A
0
1 .

B
0
1

C
0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)

Figura 10.3. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 2,
condiciones de aislamiento, A) Acocil 1, B) Acocil 2 y C) Acocil 3.
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Posicion

Triada 2.

Patrén de sueio de acociles en interaccion social.

1

A
0
1

B
0
1

C
0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)

Figura 10.4. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 2,
durante la interaccién social, A) Dominante, B) Sumiso 1 y C) Sumiso 2.
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Triada 3.

Patréon de sueiio de acociles en aislamiento.

1
A
0
1 -
c B
0
)
)
(o]
[«
0
1 -
C
0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)

Figura 10.5. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 3,
condiciones de aislamiento, A) Acocil 1, B) Acocil 2 y C) Acocil 3.
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Triada 3.

Patréon de sueio de acociles en interaccion social.

Posicion

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)

Figura 10.6. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 3,
durante la interaccién social, A) Dominante, B) Sumiso 1 y C) Sumiso 2.
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Posicion

Triada 4.

Patron de sueio de acociles en aislamiento.

1 A
0
1 B
0
1

Cc
0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)

Figura 10.7. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 4,
condiciones de aislamiento, A) Acocil 1, B) Acocil 2 y C) Acocil 3.
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Posicion

Triada 4.

Patréon de sueiio de acociles en interaccion social.

A
1
0

B
1
0
1 Cc
0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)
Figura 10.8. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 4,
durante la interaccién social, A) Dominante, B) Sumiso 1 y C) Sumiso 2.
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Triada 5.

Patréon de sueiio de acociles en aislamiento.

1 1 1 — M A
0
1 B
c
0
0
n
o
o
0
1
C
0
7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00
Tiempo (h:m)

Figura 10.9. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 5,
condiciones de aislamiento, A) Acocil 1, B) Acocil 2 y C) Acocil 3.
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Triada 5.

Patréon de sueiio de acociles en interaccion social.

Posicion

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00

Tiempo (h:m)

Figura 10.10. Registro conductual de 12 horas de los acociles de la triada 4,
durante la interaccién social, A) Dominante, B) Sumiso 1 y C) Sumiso 2.
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Anexo 2.

Registros electrofisiolégicos en condiciones de aislamiento y en interaccion

social.

Los registros electrofisioldgicos tuvieron una duracién de 12 horas, particionados

en periodos de 25 minutos.
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Triada 2.

Aislamiento Interaccion social
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10.11. Graficas tridimensionales de la TW de la actividad eléctrica de
deutocerebro correpondiente a un acocil dominante, cada grafica representa
30s continuos de sueno.
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En el caso de los sumisos en esta triada el acocil sumiso 1 adquirié la posicion de
lado unicamente durante la interaccion social, el sumiso 2 no present6 transiciones
de posicion.

Potencia

Potencia

2%\
i)
8 _30.,_
3
8 KR
¥
@ T )
4000
. f0 m M Muestras (s)
Frecuencia (Hz) 00

10.12. Graficas tridimensionales de la TW de la actividad eléctrica de
deutocerebro correpondientes a un acocil sumiso, cada grafica representa
30s continuos de sueno.
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