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Resumen

En este estudio se desea saber si una serie de tratamientos utilizados ofrecen una respuesta
significativa en la actividad motora de los lacértidos de la especie Gallotia galloti. En concreto, dichos
tratamientos son: intacto, suero salino y cafeina. Se pretende averiguar si el componente adenosina
ejerce un efecto similar referente al suefio tanto en mamiferos como en reptiles, es decir, si la
adenosina provocaria suefio en los reptiles del mismo modo en que lo haria en mamiferos. Sin
embargo, las conclusiones obtenidas seran fruto de la observacion del comportamiento de los animales
mediante la incorporacién por via intraperitoneal de cafeina, un antagonista de los receptores
adenosinérgicos, que en mamiferos actuaria como un estimulante de la actividad motora. Asi pues,
realizados los analisis estadisticos, se obtuvo que no existian diferencias significativas entre los tres
tratamientos previamente mencionados. Esto ofrece como conclusién que la ausencia de efectos de la
cafeina sugiere que lo que en un gran nimero de estudios previos ha sido considerado suefio, en los
reptiles no es mas que el reposo determinado por la bajada nocturna en la temperatura corporal y los
ritmos circadianos de actividad-reposo, pero sin relacion con el verdadero suefio de los mamiferos.
Ademas, la inyeccion de suero salino demostro significativamente que los lagartos no obtenian una
variacion de la actividad motora con respecto a los otros tratamientos, de modo que el experimentador,
si bien podria ser que pudiera ejercer algin tipo de estrés en los animales, éste no se veria reflejado en
la actividad motora.

Abstract

This study asked whether a series of treatments used provide a significant response in the motor
activity of the species lacertids Gallotia galloti. In particular, such treatments are: intact, saline and
caffeine. It is intended to determine whether the adenosine component has a similar effect in relation
to dream both mammals and reptiles, that is, if the cause adenosine sleep in reptiles just as you would
in mammals. However, the conclusions are the result of observation of animal behavior by
incorporating intraperitoneally caffeine, an antagonist adenosinergical receptors in mammals which
act as a stimulant of motor activity. Therefore, statistical analysis performed, it was found that there
were no significant differences among the three treatments previously mentioned. This provides the
conclusion that the absence of effects of caffeine suggests that what many previous studies has been
considered sleep in reptiles is simply the rest determined by the nocturnal drop in body temperature
and circadian rhythms activity-rest, but unrelated to the real dream of mammals. Furthermore,
injection of saline showed significantly lizards not obtained a variation in motor activity with respect
to other treatments, so that the experimenter, although it could be that could exert any stress on the
animals, does not it would be reflected in motor activity.

Introduccion

En los estudios del suefio y la vigilia, un problema actualmente no resuelto es la evolucion del
suefio. En los mamiferos hallamos suefio de tipo electrofisiolégico y comportamental, con dos fases:
NREM y REM. Las aves presentan las mismas fases que los mamiferos, aunque poseen cantidades
bastante reducidas de REM. Asi pues, a partir de este hecho, tenemos dos posibilidades. Una
posibilidad es que el suefio aparecié en algin ancestro comin de los dos grupos. De esta forma el
suefio, con sus dos fases, seria un rasgo monofilético. En segundo lugar, las dos fases del suefio
pueden haber aparecido en los dos grupos de forma independiente. En este caso, las dos fases del
suefio serian el resultado de un proceso de convergencia Yy el suefio seria polifilético.

Intentando resolver este problema, se han realizado estudios sobre los reptiles, el tercer grupo de
animales amniotas, junto con los mamiferos y las aves. El resultado ha sido decepcionante, porque no
se han encontrado signos inequivocos, ni del NREM, ni del REM. Por esto, podria pensarse que las
dos fases serian el resultado de un proceso de convergencia adaptativa y, en conjunto, el suefio seria
un proceso polifilético.
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Sin embargo, el grupo de de Neurofisiologia del son i els Ritmes Circadians de la UIB han
presentado una hipotesis segun la cual el suefio, siendo un proceso subcortical, debe ser el estado de
vigilancia méas antiguo y la nueva adquisicion evolutiva pudo ser la vigilia cortical que aparecié como
resultado del desarrollo del telencéfalo, que sélo ocurrié en mamiferos y aves.

Todo lo anterior puede ser relacionado con la actividad de los neurotransmisores responsables del
control del suefio y la vigilia. Uno de los mas importantes es la adenosina que liberada en los nucleos
ventrolaterales predpticos (VLPO) del hipotdlamo ponen en marcha la entrada en suefio v,
reciprocamente, lo impide cuando este neurotransmisor se bloguea. Este ultimo efecto es conocido
desde tiempo inmemorial, como consecuencia de la ingesta de metilxantinas de origen vegetal, siendo
la cafeina la mejor conocida de todas.

Los efectos de las metilxantinas se han estudiado en numerosas especies de vertebrados y en
algunos invertebrados y en todos los casos conocidos aumentan la actividad del sistema nervioso
central y también la actividad motora, siendo estos ltimos efectos el resultado de su actividad como
antagonista de los receptores Al. Sin embargo, y de forma sorprendente, no se han conseguido
encontrar estudios de la actividad de la cafeina en vertebrados poiquilotermos.

El suefio como un comportamiento

El suefio es un estado de conciencia que se puede observar tanto en el hombre como en muchos
otros animales. Dentro de la variabilidad del reino animal, reconocemos que los organismos poseen
suefio por el aspecto caracteristico que poseen al dormir.

Se considera que el suefio presenta una serie de rasgos, como umbrales sensoriales elevados,
reposo motor, reversibilidad [Pieron, 1913], recurrencia circadiana [Bruce Durie, 1981]; y regulacién
homeostatica, siendo éste Gltimo de especial importancia, debido que nos da un indicio de que el suefio
cumple una funciodn relevante y necesaria dentro del organismo de muchos seres vivos, como pueda
ser el consumo de alimentos o de agua.

En 1953, dos cientificos, Kleitman y Aserinsky descubrieron la existencia del REM. Al
descubrirse esta fase del suefio, se afirmé que los suefios Unicamente acontecian durante el REM.

Sin embargo, en la actualidad se sabe que los suefios también ocurren, con menor frecuencia, en
el NREM y son de calidad diferente a los suefios acontecidos durante el REM. Actualmente, se
considera que las estructuras que controlan el inicio del suefio como tal se ubican en la zona
ventrolateral predptica (VLPO) del hipotdlamo. Esta &rea se encuentra conectada con lineas de
inhibicion de la vigilia, de modo que se crea una especie de mecanismo regulador en flip-flop, que
posteriormente serd explicado con mas detalle y que determina la aparicién de suefio o vigilia,
excluyendo la posibilidad de que se den ambos simultdneamente [Saper et al., 2005].

Concluyendo, no se puede mantener firmemente la relacion exclusiva entre los suefios y el REM,
debido a que los suefios pueden ocurrir tanto en el REM como en el NREM. Asi pues, tenemos dos
estados del suefio controlados desde regiones cerebrales muy distintas, por lo que se concluye que los
suefios deben poseer una dependencia con estructuras que no son similares a las que controlan las dos
fases.
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Regulacion del suefio-vigilia

La produccion de suefio y vigilia esta regulada por tres procesos. Uno de estos tres es el ritmo
circadiano, que permite la aparicion sucesiva de vigilia y suefio dentro de un periodo de tiempo de
unas 24 horas aproximadamente. La oscilacion de la temperatura corporal es el mejor indicador del
proceso circadiano aungue existen interacciones reciprocas entre el suefio y la temperatura corporal.
Asi pues, la entrada de suefio produce un cambio en la temperatura corporal del organismo,
enfriandolo. La maxima propension para el suefio se produce en los momentos en los que la
temperatura desciende, lo que se consigue por medio de una vasodilatacion de los tejidos periféricos
que facilita las pérdidas de calor y el descenso en la temperatura del nacleo corporal. Asi, la
temperatura ejerce importantes efectos sobre la produccién del suefio, pero este Gltimo también
modifica la temperatura.

El segundo proceso que regula la produccion del suefio es el homeostatico. De acuerdo con este
proceso, la propension al suefio crece de forma exponencial en funcién de la duracion de la vigilia
previa y disminuye de forma parecida durante el suefio. Sobre los dos tipos de regulacion
mencionados, los factores ambientales pueden modificar la estructura del suefio y de la vigilia.

La vigilia y los dos tipos de suefio REM y NREM estan controlados por una serie de factores
internos y externos que actlan coordinadamente en un circuito neuronal con lineas de inhibicidn
reciproca, lo que hace que el sistema sea monoestable y mantenga, bien la vigilia, bien el suefio. Se
conoce un gran numero de sustancias endoégenas, neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas
que intervienen en la produccion y la regulacién de la vigilia y el suefio, como la melatonina, la
histamina, la noradrenalina, etc. EIl suefio y la vigilia también se modifican por medio de algunos
componentes de la ingesta o de la administracién de substancias exdgenas, como pueden ser las
metilxantinas.

Finalmente, el ultradiano es el tercer proceso que regula la produccién del suefio que produce,
dentro del suefio, las oscilaciones entre el NREM y el REM. Factores externos como la luz, los ruidos,
movimiento o factores generados internamente como el estrés o las preocupaciones que pueda tener un
individuo pueden facilitar y promover tanto la vigilia como el suefio.

Areas responsables de la vigilia v el conmutador suefio-vigilia

Muchisimas areas que promueven la vigilancia envian conexiones inhibidoras hacia el VLPO. La
serotonina y la noradrenalina son dos sustancias que ejercen inhibicién de forma directa sobre el
VLPO. El nicleo tuberomamilar libera histamina durante la vigilia y es capaz de inhibir, de manera
indirecta, la actividad del VVLPO.

Existen varias &reas mantenedoras de la vigilia y otras de la entrada en el suefio y que asimismo

hay abundantes interconexiones de inhibicion reciproca entre ambos grupos, muy especialmente entre
las principales areas generadoras de vigilancia y el VLPO. Esto ha dado lugar a la atractiva hipotesis
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de que el conjunto es un sistema biestable, un verdadero conmutador (Figura 1.) que imposibilita la
actividad simultdnea de los dos grupos y por tanto, tanto la vigilia como el suefio se automantienen y
se bloquean una al otro, hasta que llega el momento de una transicion.

Existen otras regiones capaces de modular las transiciones entre suefio y vigilia en este
conmutador. Asi pues, entre las mas importantes destacan las influencias circadianas que estan
coordinadas desde el nucleo supraquiasmatico, que posee conexiones neuronales que conectan
directamente con el VLPO y la glandula pineal secretora de melatonina, que probablemente actia
directamente sobre las neuronas hipotalamicas y taldmicas responsables de la produccion de suefio
activando la liberacion del GABA, el principal neurotransmisor inhibidor del estado de vigilia.

HL (Ox)
S) ¢
*+)
GABA-Gala () > RAFE
VLPO LC
< TMN
VLPOe () NA, AC, 5HT, Hi LDT-PPT
SUERO P VIGILIA

Figura 1.- El conmutador suefio-vigilia. Los nucleos Ventro-Lateral-Predptico central (VLPO) y extendido
(VLPOQe) son responsables del inicio del suefio y mantienen conexiones de inhibicion reciproca con los centros
responsables del inicio de la vigilia: el rafe dorsal, el locus ceruleus, el nucleo tubérculo-mamilar y el conjunto
Latero-Dorsal del Tegmento-Nucleo Pedunculo-Pontino (LDT-PPT). Estas lineas de inhibicién reciproca,
funcionando con GABA-Galanina, por una parte y noradrenalina, acetilcolina, serotonina e histamina en la otra,
determinan que las transiciones entre vigilia y suefio ocurran sin estados intermedios y cada uno de los
estados se automantenga. El hipotalamo lateral (HL), liberando orexinas, ayuda a mantener la estabilidad de
los dos estados. Por otra parte, los cambios de estados son debidos a otras influencias ejercidas sobre el
sistema (no mostradas en el esquema), como por ejemplo, las influencias circadianas o los estimulos
ambientales.

Las orexinas liberadas por el hipotalamo lateral ejercen un efecto notable sobre el conmutador
suefio-vigilia. Estos péptidos inhiben la actividad del VLPO y probablemente activan los estados en
los que existe actividad motora, como la vigilia, por lo que resulta interesante y a tener en cuenta para

la realizacion del experimento, debido a que es una sustancia posiblemente promotora de la actividad
motora en los lacértidos.

A continuacién se muestra de manera mas detallada la neuroanatomia del cerebro implicada en
los estados de suefio-vigilia, que ofrece al lector una mejor comprension de las estructuras cerebrales
implicadas en estos dos procesos, asi como también los neurotransmisores liberados por dichas
estructuras:
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Figura 2. Representacion grafica del sustrato neurcanatomico controlador de la vigilia (izg.) y del suefio {dcha.): micleos

pedinculo-pontine y latero-dorsal del tegmento (LDT-FFT), Locus coeruleus (LC), nicleo tuberomamilar (TM), micleo ventro-
lateral presptico (TLPO).

En la vigilia, como se observa en la Figura 2., su principal sustrato es la formacidn reticular del
tronco encefalico que constituye el llamado sistema reticular ascendente de activacion. La vigilia se
asocia a una liberacion muy alta de acetilcolina (ACh), noradrenalina (NA), histamina (HI) y
serotonina (5-HT) en todas las areas de la corteza cerebral, lo que concuerda con una elevada actividad
neuronal de las regiones colinérgicas del tronco encefalico (nucleos pedunculopontino y laterodorsal
del tegmento pontino, PTT y LDT), noradrenérgicas (locus coeruleus, LC), serotonérgicas (nucleos
anteriores del rafe) e histaminérgicas del hipotalamo lateral [Jones & Cuello, 1989].

Para finalizar, cabe mencionar la importancia de los factores ambientales en la modulacién de la
produccion tanto de suefio como de vigilia, modificando la posicion del conmutador en una u otra
direccion.

Como hemos observado, existen un gran nimero de sustancias presentes en el cerebro de los
mamiferos que, liberadas por una serie de nucleos y dirigidas a ciertas areas del cerebro promueven la
aparicion o la inhibicion de los estados de vigilia y suefio.

A continuacién, y a partir de los conocimientos comentados con anterioridad sobre las areas y los
mecanismos que hacen posible la aparicion o desaparicion de los estados de suefio-vigilia, nos
centraremos en dos sustancias cuyos efectos resultan antagonicos para una serie de receptores que
promueven el suefio cuando son estimulados por sustancias agonistas.

Dichas sustancias no se han mencionado con anterioridad y constituirdn los componentes que
formaran parte de los tratamientos aplicados a los reptiles de la especie Gallotia galloti, cuya
metodologia y materiales necesarios para su insercién en el cuerpo de estos organismos seran
explicados mas adelante, en su correspondiente apartado.

Con este experimento se pretendera comprobar si los mecanismos que promueven el suefio y la
vigilia son similares en vertebrados homeotermos como las aves y los mamiferos (cuyos experimentos
ya han sido realizados en estudios anteriores) o si, por otro lado, los reptiles poseen comportamientos
diferentes para el agonista (adenosina) y para el antagonista (cafeina), como bien se menciona en la
hipotesis del trabajo.
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Por otro lado, cabe mencionar que en este experimento no utilizaremos la sustancia adenosina,
aunque resulta relevante explicar su naturaleza y su importancia como sustrato promotor del suefio en
mamiferos. A continuacion, se citaran las caracteristicas mas relevantes presentes en cada una de estas
dos sustancias, asi como también su papel en el sistema nervioso y su relacién con la actividad motora.

La adenosina y sus receptores

La adenosina es es un neurotransmisor inhibitorio en el SNC, suprime la excitacién promoviendo
asi el suefio. Es un derivado del ATP que, liberado en el VLPO central ejerce una funciéon promotora
del suefio cuando entra en contacto con una serie de receptores de adenosina. Los receptores
adenosinérgicos son los siguientes que se exponen a continuacion: Ay, Aga, Az, Y Az

Para los receptores A;, Aoa'y Asg, la adenosina es el agonista endégeno mas importante [Lovallo,
2005].

Los receptores de adenosina Ay, A;ason expresados en los ganglios basales, que son una serie de
estructuras que juegan un papel en el control motor [Fisone, 2004]. El receptor A, de la adenosina se
encuentra presente por todo el cerebro y la médula espinal [Fredholm, 1999].

A continuacion, se muestra la estructura quimica de la adenosina:
HoN

N \l\j
\
A

0}

HO

OHOH
La cafeina

Introduccidn a la cafeina

La cafeina es una sustancia ampliamente consumida en todo el mundo durante siglos. Se dice que
el café fue descubierto por los pastores yemenitas en el siglo V, al observar gque las cabras que comian
frutos del cafeto eran mas agiles e inquietas.

Los primeros cultivos aparecieron en Etiopia. La técnica de tostar y moler los granos del café fue
desarrollada en el siglo XV, y el consumo de productos con cafeina se expandié rapidamente por todo
el globo. La infusién es la forma mas comln de consumo de cafeina aunque, sin embargo, en el
mercado hay numerosas bebidas refrescantes con diferentes concentraciones de cafeina.

Entre los efectos favorables de su consumo moderado, destacan aquellos sobre el sistema
nervioso central, tales como el aumento del estado de alerta y la mejoria de las funciones cognitivas.
La disminucion de la fatiga, es quizd su efecto mas distintivo [Glade, 2010]. Su consumo se ha
asociado a efectos sobre el estado de a&nimo, como la percepcidn del aumento de la energia, eficiencia,
vigilia y motivacion.

Farmacologia y absorcion

La cafeina es un derivado trimetilado de la xantina. Existe en estado natural en plantas originarias
de distintas regiones del mundo. La cafeina es, en concreto, la 1,3,7-trimetilxantina. La xantina
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deriva, a su vez, de la purina, unién de los heterociclos pirimidina e imidazol [Fredholm, 1999; Pardo-
Lozano, 2007].

La cafeina, administrada oralmente, se absorbe répida y completamente, alcanzando una
concentracion maxima en plasma a los 30 minutos [Fredholm, 1999]. Es una sustancia
farmacolégicamente activa cuya vida media en el ser humano se estima entre las 4 y 5 horas
[Finnegan, 2003].

Metabolismo

La cafeina es metabolizada en el higado, por la isoenzima del citocromo P-450 (CYP), subfamilia
1A, gen 2 (CYP1A2) [Fredholm, 1999].

Mecanismo de accion

La cafeina se une a los receptores Al y A2a de la adenosina, actuando como antagonista
competitivo. Inhibe la fosfodiesterasa que da lugar a un aumento de las concentraciones de AMPc y de
GMPc, una activacion de canales de K+ y una inhibicion de los canales de calcio de tipo N. En
cerebro, los receptores de adenosina inhiben la liberacion de numerosos neurotransmisores (GABA,
acetilcolina, dopamina, glutamato, noradrenalina y serotonina), la cafeina producira el efecto
contrario. La cafeina actda a concentraciones mucho mayores de las cuales antagoniza la adenosina,
como inhibidor directo de la fosfodiesterasa, Como consecuencia, es un poderoso estimulante del
sistema nervioso central, de los masculos de la respiracion y del musculo esquelético en general
[Finnegan, 2003; Specterman, 2005; Lovallo, 2005].

Efectos de la cafeina

La activacion generalizada del SNC por la cafeina es dependiente de la dosis, al aumentar la
liberacién de noradrenalina, aumenta la alerta, reduce la sensacion de cansancio y fatiga, aumenta la
capacidad de mantener un esfuerzo intelectual y mantiene el estado de vigilia, aun con privacion de
suefio. Mediante la inhibicion de los receptores A2, la cafeina refuerza la liberacidn de dopamina en el
circuito cerebral de recompensa (sistema mesolimbico y nucleus accumbens). Esta accion se explicaria
por un aumento de la fosforilacion del DARPP-32 (fosfoproteina de la regulacién de dopamina y
AMPC).

Ademas, la cafeina mejora el rendimiento fisico por vasodilatacion a nivel muscular, aumentando
la respuesta contractil al estimulo nervioso y disminuyendo el cansancio y la fatiga [Castellanos, 2006;
Fredholm, 1999; Pardo-Lozano, 2007].

Sin embargo, no todo el mundo posee una respuesta similar a los efectos de la cafeina: algunas
personas pueden beber varias tazas de café, té o bebidas con cafeina dentro de una hora sin sentir
efectos estimulantes. Otros pueden sufrir efectos estimulantes después de sélo una copa. Esto significa
que las diferencias individuales son un factor importante que se ha de tener en cuenta, con respecto a
la sensibilidad de la cafeina a la tolerancia y la dependencia [Castellanos, 2006; Fredholm, 1999].

Efectos de la cafeina sobre la vigilia y el suefio

La cafeina es la sustancia psicoactiva mas consumida en el mundo [Drapeau, 2006]. La evidencia
cientifica ha descrito ampliamente los efectos benéficos del consumo de cafeina, en varios sistemas
fisioldgicos, incluido el sistema nervioso central. El efecto mas claro de la cafeina es la estimulacion
del estado de alerta, con lo que se produce mejor expresion de las funciones cognitivas y de la
actividad psicomotriz.
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Respecto de los mecanismos de accion, se ha demostrado que los efectos estimulantes de la
cafeina se deben a su capacidad de antagonizar los receptores de la adenosina, que es un
neuromodulador inhibitorio involucrado en la propension al suefio [EImenhorst, 2011; Huang, 2005].

Por otro lado, se sabe que el suefio adecuado, es esencial para la expresion cognitiva Optima. Sin
un suefio suficiente, los procesos mentales se vuelven lentos, inestables y existe la tendencia a cometer
errores [Drapeau, 2006]. La pérdida de suefio por privacion del mismo, o bien por la presencia de
algun trastorno de suefio, hace dificil mantener el estado de alerta, con lo cual el tiempo de reaccion y
la vigilancia psicomotora, se ven afectados. La privacion de suefio ademas, afecta los procesos
emocionales, con influencia indirecta en muchos otros aspectos cognoscitivos, como el juicio y la
toma de decisiones.

Existen estudios epidemiolégicos en los cuales se ha demostrado, que la privacion de suefio es
muy frecuente en los habitantes de las grandes ciudades, lo cual provoca fatiga cronica y somnolencia
diurna, situaciones que a su vez aumentan el riesgo de accidentes de transito, laborales y domésticos
[Sagaspe, 2005]. Ante esto, varias sustancias estimulantes se utilizan frecuentemente para mejorar el
rendimiento, durante periodos de somnolencia o de vigilia prolongada. La cafeina es la sustancia mas
comunmente utilizada, y ha mostrado tener efectos favorables en el mantenimiento del estado de
alerta.

La evidencia cientifica indica que el consumo moderado de cafeina incrementa el estado de alerta,
vigilia y la sensacion de energia. También mejora la ejecucion cognitiva, aumenta la capacidad de
concentracién y enfocar la atencion, agilizando el tiempo de reaccién e incrementando la eficacia de
reaccion, asi como la habilidad para resolver problemas que requieren razonamiento. La cafeina
mejora la capacidad de ejecucion reducida ocasionada por la privacion de suefio, disminuye la fatiga
fisica y mental, asi como la sensacion de esfuerzo asociada con actividad fisica [Glade, 2010].

A continuacidn, se muestra la estructura quimica de la cafeina:

T
N N O
¢ |
N
N “CH
/ 3
HsC 5

En animales mas simples, como los reptiles, Unicamente se distinguen ciclos de actividad y
reposo, gque son ademas universales para todos los organismos, incluyendo bacterias y plantas, ya que
permiten obtener una mejor eficiencia en el uso de los recursos. De esta manera, no es preciso explicar
por qué dormimos, sino por qué existen diferencias tan significativas en la complejidad de los estados
de inactividad en mamiferos y aves. Atendiendo a ello, se propone que la complejidad del suefio en
los mamiferos no sea mas que el resultado evolutivo del aumento de la complejidad cerebral y en
particular, de la corteza. La aparicion de la corteza supuso, junto con la termorregulacién, la
independencia del organismo frente al ambiente y con ello, la necesidad de una reorganizacion
cerebral para un nuevo tipo de vigilia controlada desde la corteza. Asi pudo haberse conseguido la
reparticion del tiempo en dos fases, una de actividad y otra de reposo.

La evolucion del suefio
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Este enfoque supone que en la especie humana el suefio REM no es necesario, confirmando
observaciones de M. Jouvet [Jouvet, 1999], y que el suefio de los mamiferos realmente es un residuo
evolutivo de la vigilia de los reptiles [Rial et al., 2007a; Rial et al., 2010].

Esta hipdtesis afirma que la vigilia cortical de los mamiferos es un nuevo estado evolutivo, dado
que en reptiles, asi como en todo animal pre-mamifero, el sustrato de ésta, la corteza, no existe.

Un mamifero primitivo probablemente se vio enfrentado a la posibilidad de disponer de dos tipos
de vigilia: la reptiliana primitiva, controlada por estructuras subcorticales, y la mamifera moderna,
controlada por la masa telencefalica. Asumiendo que la vigilia cortical permitié un comportamiento
mejor adaptado a las condiciones ambientales impuestas a estos primeros mamiferos, la vigilia
subcortical reptiliana debi6 suprimirse, integrandose en el reposo circadiano con la forma del suefio tal
como se observa en los mamiferos actuales.

Cabe destacar que en la vigilia de los reptiles actuales se observan dos fases facilmente
diferenciables: una en la que el animal se esfuerza en mantener una temperatura corporal adecuada
mediante heliotermia-tigmotermia, y otra en la que el animal activamente explora el medio, se
alimenta, busca pareja, etc. En el primer caso dominan claramente las funciones de control
homeostatico, de dominio parasimpatico, mientras en el segundo caso, con dominio simpatico, se
permite su abandono durante un tiempo limitado. Estas caracteristicas se complementan con la
hip6tesis segun la cual el suefio de los mamiferos es homélogo a la vigilia de los reptiles, de manera
que las dos fases descritas de vigilia en reptiles se convirtieron en el suefio NREM y REM de los
mamiferos: el NREM con dominio de control homeostatico y parasimpatico y el REM con el
abandono parcial de la homeostasis y dominio simpatico.

A partir de lo mencionado anteriormente, se entiende que la privacion de REM tenga minimas
consecuencias sobre el mantenimiento de las funciones fisiologicas basicas de los mamiferos.
Atendiendo a que el suefio sea un residuo evolutivo de lo que antes si fue un estado esencial en la vida
reptiliana, su supresion no tiene necesariamente porqué suponer un problema evidente, tal como se ha
observado a partir de la supresion selectiva del REM durante tratamientos farmacoldgicos o lesiones
traumaticas.

Evolucién del suefio: reptiles y mamiferos

Hacia la mitad del siglo XX se iniciaron los estudios sobre la evolucion del suefio atendiendo al
escalon filogenético de reptiles a mamiferos. Dado que se habia descubierto la existencia de dos fases
en el suefio de los mamiferos, se ansiaba encontrar indicios de sus rudimentos en otros grupos
animales. Dadas sus caracteristicas, su aspecto “primitivo”, el control rombencefalico, la
poiquilotermia y su preponderancia en animales inmaduros, se consideré que el REM era el suefio
primitivo y se esperaba encontrarlo en el suefio de los reptiles. Sin embargo, las expectativas no se
cumplieron.

Al estudiar el suefio del equidna, un animal con muchos rasgos reptilianos, se observd que este
parecia no tener suefio REM. Estos resultados plantearon que el suefio primitivo fuese el NREM y no
el REM. A estas evidencias se sumaron otras obtenidas en tortugas, pero los resultados nunca fueron
claros. En primer lugar, las conclusiones se habian obtenido a partir de un nimero muy limitado de
animales, sin validez estadistica. En segundo lugar, los resultados ni siquiera fueron consistentes, con
notables diferencias entre los pocos individuos estudiados.

La suposicion de que el NREM fuese el suefio primitivo recibid el golpe final tras el anlisis del
suefio del ornitorrinco, en el cual se observéd una enorme proporcion de REM (hasta un 60% del suefio
total), mucho mayor que la de cualquier otro animal conocido [Siegel et al., 1999]. Por el contrario,
este resultado supuso un fuerte apoyo a otra hipdtesis ya descrita, segin la cual el suefio de los
mamiferos es un residuo de la primitiva vigilia de los reptiles. En publicaciones sucesivas, la hipotesis
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se extendio y en la actualidad ofrece un panorama completo de la evolucion del suefio, la vigilia y la
hibernacion.

Los primeros estudios del EEG en los reptiles ignoraron la importancia de la temperatura
corporal, que en estos animales sufre importantes variaciones entre el dia y la noche, o lo que es lo
mismo, entre su vigilia y su reposo. Aunque los reptiles carecen de mecanismos fisiol6gicos para
mantener su temperatura corporal constante, los consiguen de forma muy eficaz mediante
adaptaciones de su comportamiento (heliotermia y tigmotermia). Durante su fase de reposo son
termoconformistas, con una temperatura proxima a la del medio ambiente. Esta baja temperatura,
como consecuencia del Q10 explica que durante la noche, cuando se suponia que los reptiles dormian,
su EEG nunca alcanzaba una amplitud similar a la registrada en el NREM de mamiferos.

Por el contrario, un reptil activo, con una temperatura corporal elevada exhibe un EEG polimorfo
en el que dominan las ondas lentas de alto voltaje, similares a las de un mamifero durante el NREM,;
ademas, aparecen husos en la banda de frecuencia sigma, los cuales se parecen a los husos del suefio
de los mamiferos; y finalmente, muestran potenciales evocados de gran amplitud semejantes a los
complejos K que aparecen en los mamiferos durante el NREM. Cabe destacar ademas, que los signos
de activacion del EEG son opuestos en mamiferos y reptiles.

Conjuntamente, los signos descritos sugieren la existencia de una homologia filogenética entre la
vigilia de los reptiles y el suefio de los mamiferos, a pesar de que las funciones en ambos casos sean
completamente distintas. De forma especifica, el supuesto suefio nocturno de los reptiles es un estado
pasivo gque probablemente equivale a la hibernacion de algunos mamiferos. A su vez, la vigilia diurna
de los reptiles, al ser desplazada por la vigilia cortical, tuvo que suprimir la mayor parte de sus
respuestas motoras, quedando convertida en suefio.

Por ultimo, se han distinguido dos fases basicas en los reptiles activos: durante una parte del
tiempo ajustan su temperatura corporal, por medio de la heliotermia y la tigmotermia ya descritas, asi
como también mantienen un buen control de todas las constantes fisioldgicas. Una vez que han
conseguido llegar a la temperatura corporal deseada, entran en una segunda fase, en la cual buscan
alimentos, ocurren encuentros sexuales, resuelven conflictos territoriales y evitan o escapan de los
depredadores. Evidentemente, en muchas ocasiones las exigencias de esta fase son incompatibles con
la homeostasis, ya sea porque los comportamientos respectivos no se efectan en los lugares mas
convenientes para mantener la temperatura corporal preferida o, también porgue sufren taquicardias,
cambios en la composicion gaseosa de su medio interno, etc.

De acuerdo con estos datos, la hipdtesis propuesta en los trabajos de Rial [Rial et al., 1994, 2001,
2010] supone que la fase en la que domina la homeostasis de un reptil se convirtié en el suefio NREM
y la fase en la cual los reptiles buscan alimento, contactos sociales y evitan la depredacion, se
convirtié en suefio REM, para lo cual s6lo fue necesario la inhibicién de todas las salidas motoras.
Esta hipdtesis destaca por su parsimonia en relacion a las anteriormente formuladas, ya que requiere
un dnico cambio evolutivo, el desarrollo de la corteza telencefalica, ajustandose muy bien, ademas, a
los cambios termorreguladores que se dan durante el suefio de los mamiferos [Rial et al., 2007b,
2010].

Hipotesis del trabajo

Aunque la relacion de la adenosina y la cafeina con la vigilia y el suefio puede ser mas compleja
de lo esperable, seria de gran interés estudiar los efectos de la cafeina, la adenosina y sus agonistas en
los poiquilotermos y, de acuerdo con la hipétesis de que el suefio de los mamiferos es equivalente a la
vigilia de los reptiles, cabe la posibilidad de que la adenosina hipotaldamica determine vigilia en estos
animales, un resultado diametralmente opuesto al conocido en los mamiferos. Existen pues dos
posibilidades: en primer lugar la cafeina podria tener en los reptiles los mismos efectos que en los
mamiferos, lo que seria contradictorio con la hipétesis descrita. Pero también seria posible que la
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cafeina, o bien no tuviera ninguna actividad, o que incluso ejerciera efectos hipnéticos en los
poiquilotermos y, reciprocamente, los agonistas de la adenosina, estuvieran asociados a la vigilia.

Material y Métodos

Para el presente estudio se han utilizado 12 animales de la especie Gallotia galloti, de sexo
indeterminado. Los lacértidos, endémicos de la isla de Tenerife, se capturaron en la zona de Glimar
(noroeste), bajo la autorizacién pertinente del Gobierno Autonémico Canario. Para ello se utilizaron
recipientes de hojalata a modo de trampas, con trozos de tomate como cebo.

Los animales se mantuvieron en terrarios en los que se mantuvo un ciclo de 12/12 horas de luz-
oscuridad y a la vez proporcionaba calor.

El &rea de experimentacion donde tuvo lugar el estudio sobre la actividad motora de los lacértidos
bajo diferentes tratamientos fue en un laboratorio de fisiologia animal de la UIB. En concreto, los
animales fueron introducidos en un recipiente rectangular de cristal cuyas dimensiones fueron de
30x40cm. Los 12 individuos escogidos para realizar el experimento se agruparon en grupos de 3, de
manera que se obtuvo un total de 4 grupos constituidos por 3 miembros en cada uno de éstos.

Ademads, para evitar que los individuos tuvieran reacciones en la actividad motora por factores
externos, como objetos externos al recipiente que pudiesen estar en movimiento u otros posibles
factores visuales que hubiesen podido intervenir en el experimento y perturbar los resultados de las
variables objeto de estudio, el recipiente se envolvié con papel opaco, eliminando asi del alcance de
los individuos cualquier factor externo que pudiese motivarles a incrementar la actividad motora.

La ubicacion donde se llevo a cabo el experimento proporcionaba, ademas, un lugar aislado en el
que se pretendia evitar que la accion de agentes externos sonoros pudiesen repercutir y alterar los
resultados sobre la actividad motora de los lagartos. El experimento se llevd a cabo a temperatura
ambiental y con una lampara que hacia la funcién de iluminar a los individuos para permitir asi su
correcta observacion en el momento de realizar el analisis de los registros.

Ademas de la iluminacion débil pero idonea para la identificacion de los individuos que se utilizo,
en el recipiente rectangular habia como sustrato, piedras de color blanquecino, que contrastaban
fuertemente con el color oscuro de estos animales. Ello facilitaria ain mas al observador la
identificacion de cada uno de los ejemplares presentes.

Finalmente, la distincion de cada uno de los miembros de cada grupo se llevo a cabo mediante el
uso de marcas blancas de diferente tipo encima de sus cuerpos, lo que permitié discriminar cada
individuo de sus congéneres.

Tratamientos

Cada uno de los lagartos fue sometido, en su correspondiente grupo, a 3 tratamientos: intacto,
suero salino y solucién con cafeina. En el tratamiento intacto, no se les aplic6 ninguna medida los
individuos. Se cogieron cada uno de los grupos por separado y se introdujeron los 3 miembros de cada
grupo directamente a registrar la actividad motora durante un periodo de 4 horas.

Durante la preparacion del suero salino, cogimos 4.5g de cloruro sédico y los introducimos en
500 ml de agua destilada. EIl resultado seria utilizado para el control salino. Seguidamente, a cada
individuo presente en un grupo (y para el experimento con tratamiento de suero salino) se introdujo
una cantidad de 0.5ml de suero fisioldgico via intraperitoneal.

Finalmente, tenemos el tratamiento con cafeina diluida. Para realizar la dosis de cafeina, primero
de todo pesamos cada uno de los individuos y obtuvimos un peso medio aproximado de 30g/lagarto.
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En mamiferos y, en concreto, en los seres humanos, se conoce que una taza de café tiene unos
100mg de cafeina. Si esta cantidad se administra a un humano de 70 k, resulta que la dosis recibida es
de 100/70 mg/k, lo que es lo mismo que 1.4mg/k, o lo que es lo mismo que 1.4 pg/g. Dado que en
promedio un lagarto pesa 30 g, una dosis equivalente a un café corresponderia a 1.4ug x 30g que
equivale a 42 pg por animal. Naturalmente, la dosis indicada es la que corresponde a un consumidor
habitual, que probablemente ha desarrollado tolerancia. Por esto, se estimé que la cifra mas
conveniente para un animal sin experiencia previa y por via intraperitoneal debia ser algo menor y se
redujo a 30ug por animal. Asi pues, se elabor6 una disolucién de suero salino con 15 mg de cafeina en
250 ml de suero salino, que equivale a 60 mg/l, o 60pg/ml. A partir de esta disolucion, a cada animal
fue inyectado con 0.5ml de solucion via intraperitoneal.

En sintesis, tenemos que 12 lagartos fueron sometidos a 3 tipos de tratamientos: intacto, que no
recibié ninguna inyeccion, suero salino y suero salino con cafeina. Por otra parte, dado que los mismos
animales sufrieron los tres tratamientos, el orden de los tres experimentos se balanced, con un primer
grupo de animales cuyo comportamiento se estudi6é en el orden intacto, salino, cafeina, un segundo
grupo con el orden salino, cafeina, intacto y un tercero con el orden cafeina, intacto, salino.

Observacion y metodologia en el analisis de los resultados

Una vez introducidos los 3 miembros de un mismo grupo en el terrario que se uso para el estudio,
los animales fueron observados por una camara web que permanecid conectada a un ordenador portatil
durante un periodo total de 4 horas, que es el periodo de muestreo utilizado para cada tratamiento,
considerandose este intervalo de tiempo como una medida de tiempo ajustada a los periodos en los
cuales las sustancias utilizadas podian alcanzar los efectos maximos y, por ende, la introduccién de
tiempo adicional a esas 4 horas no aportaria resultados significativos para el estudio.

Una vez obtuvimos los videos correspondientes a los 3 tratamientos hechos sobre los 12
individuos muestreados, se procedio a la recopilacidn de datos y a la obtencion de resultados a partir
de los registros audiovisuales obtenidos y almacenados en el ordenador portatil.

Para poder extraer resultados a partir de los registros obtenidos, se utilizé un software informatico
que recibe el nombre de Image J. A continuacién, se procedié a observar los videos para medir la
cantidad de movimiento realizado por el animal sometido a un determinado tratamiento.

El programa ImageJ mide el nimero los pixeles presentes en una imagen y los transforma en
centimetros después de aplicar un factor de escala previamente determinado. Para determinar la
posicion del animal se tom6 como referencia el hocico y los resultados de las medidas se anotaron en
una hoja de calculo para su estudio posterior.

Para realizar el andlisis estadistico de los datos, se utiliz6 el programa informatico Rstudio,

mediante el cual se pudo hacer estadistica descriptiva, ANOVA y establecer asi si existen 0 no
diferencias en los diferentes tratamientos utilizados durante la investigacion.

Resultados y discusion

En el grafico 1 que se puede observar a continuacion, vemos representado en el eje de abscisas
los 24 intervalos de 10 minutos, mientras que en el eje de ordenadas representa la distancia promedio
en centimetros. En la leyenda ubicada a la derecha del grafico, se observan coloreados los 3
tratamientos realizados en el experimento. Cada punto hallado en el grafico representa el promedio de
las distancias recorridas por los doce individuos para cada intervalo temporal.

Asi, este grafico nos muestra la evolucion del comportamiento de los lacértidos a lo largo del
experimento para los diferentes tratamientos usados. Puede comprobarse, en primer lugar, que no
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hgubo diferencia apreciable entre los tres grupos, lo que significa que la cafeina no produjo ningun
efecto significativo. En segundo lugar es evidente que la actividad inicial fue mucho mayor que la
final. Es probable que la elevada actividad inicial fuera motivada por la manipulacion de los animales
y su introduccion en un recinto nuevo, pero es evidente que a partir de la tercera hora, los niveles de
actividad eran minimos y préacticamente estacionarios.

Promediode distancias entre los diferentes tratamientos
divididos en 24 intervalos de 10 minutos
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Gréfico 1. Promedio de distancias entre los diferentes
tratamientos divididos en 24 intervalos de 10 minutos.

También realizamos un histograma (Figura 1.) en el que se puede observar, como curiosidad, las
distancias totales en centimetros acumuladas por todos los individuos de los tres tratamientos durante
4 horas:

Distancias totales recorridas en 4h para
cada tratamiento

Distancia total recorrida
I
wul
o
wul
o

INTACTO SALINO CAFEINA

Figura 1. Distancias totales recorridas por los 12
individuos durante 4h para cada tratamiento.

Sin embargo, tanto el gréfico 1. como la figura 1. no revelan la existencia de diferencias
significativas entre las distancias recorridas por los individuos en los diferentes tratamientos, de modo
que para poder saber si existe algun tratamiento en el que se puedan hallar diferencias significativas en
las distancias recorridas por los individuos, se hizo un ANOVA por bloques, debido a que las muestras
estaban emparejadas y todos los individuos utilizados durante la experimentacion estuvieron expuestos
a los tratamientos intacto, suero y salino.
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Se utilizo el programa estadistico Rstudio. Los resultados, se han representado como un diagrama
de cajas (Figura 2.), en el que se puede observar representado en el eje de abcisas los tratamientos y en
el eje de ordenadas, la distancia en centimetros. En dicha figura, se observan valores atipicos asi como
también las desviaciones tipicas para los diferentes tratamientos. Como resultado, las diferencias entre
las medias de los diferentes tratamientos durante el periodo de 4 horas no fueron significativas, lo que
se hace evidente por la coincidencia en las desviaciones tipicas.

1500

{m@
,Hi..,,m o
{m

Figura 2. En el eje de abscisas se representan los tratamientos: C (cafeina), |
(intacto) y S (salino). El eje de ordenadas representa la distancia recorrida en
cm. Los circulos representan los outliers o valores atipicos, que son
observaciones numericas que se encuentran distantes respecto al resto de
datos.

En efecto, estableciendo inicialmente un intervalo de confianza del 95%, se obtuvo un p-valor de
0.7. Dicho p-valor rechazaria la hipotesis alternativa y aceptaria la hipotesis nula, es decir, que no hay
razones para rechazar la igualdad en los promedios de las distancias recorridas en los diferentes
intervalos de 10 minutos.

En términos metodoldgicos, la via intraperitoneal utilizada garantiza que la dosis de la sustancia
inyectada es absorbida en su totalidad. Si hubiésemos elegido la via oral, no aseguramos que la
cantidad de sustancia sea absorbida en su totalidad. Ademas los efectos por via oral hubiesen
aparecido mucho mas tarde. Asi que para economizar en tiempo y optimizar en la calidad de los
resultados, se decidié usar la via intraperitoneal.

Por otro lado, la incorporacién de dos controles, intactos y salinos garantiza que la manipulacién
de los animales no produjo efectos propios que pudieran explicar las diferencias (o incluso la ausencia
de diferencias) entre los animales con o sin cafeina. A esto, se afiade que al balancear el orden de los
experimentos también se garantiz6 que ninguna de las manipulaciones experimentales produjera
efectos residuales que pudieran manifestarse en experimentos sucesivos en los mismos animales.

Con todo lo anterior, el resultado principal del presente trabajo ha sido la ausencia de efectos
estimulantes en la cafeina administrada. Cabria suponer que dado el bajo metabolismo de los
poiquilotermos, el tiempo de estudio podria haber sido insuficiente como para que los efectos
estimulantes de la cafeina se hubieran llegado a manifestar. Sin embargo, la reduccién continua
observada al analizar la movilidad en periodos de 10 min hace muy improbable que ni siquiera
después de cuatro horas no se haya registrado ningln efecto activador. Por esta razén se considera
muy probable que, al menos a la dosis usada, la ausencia de efectos estimulantes de la cafeina sea real.
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Cabe sefialar que no se ha encontrado ninguna referencia previa en la que estudien los efectos de
estas sustancias en animales poiquilotermos. Por consiguiente, no hay ninguna posibilidad de
comparar los resultados obtenidos con otros anteriores y, de esta forma, si la cafeina, bien reconocida
como antagonista de la adenosina, no causa efectos sobre la actividad motora, debe concluirse que la
adenosina no debe intervenir en la regulacion de los estados en los reptiles. Estudios previos del
laboratorio de Fisiologia del son i els ritmes circadiaris de la UIB mostraron que, a diferencia de los
mamiferos, los reptiles no muestran la reaccidn caracteristica de alerta del EEG en los mamiferos, con
reduccidn de la potencia y aumento de las ondas de alta frecuencia. Al contrario, la activacion del EEG
nunca toma el aspecto todo o nada y, por el contrario siempre es gradual, lo cual es un signo muy claro
de que en los reptiles no existe el mecanismo biestable (el flip-flop) que regula el suefio de los
mamiferos (De Vera et. al, 1994; Rial et. al, 2007a; 2007b; 2010).

Como debilidad del trabajo, debe mencionarse que se ha ensayado una Unica dosis de cafeina, por
lo cual seria conveniente estudiar los efectos de dosis mayores. Si la ausencia de efectos observada en
el presente trabajo se confirmara, se deberia concluir que el supuesto suefio de los reptiles no es suefio,
sino que solamente seria reposo forzado por la oscuridad y el enfriamiento corporal y no tendria nada
que ver con el suefio de los mamiferos.

Conclusiones

1. Se ha estudiado la actividad motora del reptil Gallotia galloti en cautividad por medio de
cinematografia. Segun todos los indicios, el método tiene sensibilidad suficiente para detectar los
efectos de los estimulantes del sistema nervioso central.

2. Se ha observado que la inyeccidn intraperitoneal de 0.5 ml de suero salino no ha modificado la
actividad motora de los animales.

3. Se ha observado una ausencia total de efectos estimulantes de la cafeina a dosis de 1.4 mg/kg
sobre la actividad motora del animal estudiado.

4. La ausencia de efectos de la cafeina sugiere que lo que en un gran nimero de estudios previos
ha sido considerado suefio, en los reptiles no es mas que el reposo determinado por la bajada nocturna
en la temperatura corporal y los ritmos circadianos de actividad-reposo, pero sin relacién con el
verdadero suefio de los mamiferos.
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