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GLOSARIO DE TERMINOS

Aprendizaje. Proceso por el que los organismos modifican su conducta para
adaptarse a las condiciones cambiantes e impredecibles del medio que los rodea.

Memoria. Proceso por el cual la informacién adquirida se convierte en
conocimiento que guardamos para utilizarlo posteriormente cuando sea necesario.

Suefio. Estado natural y reversible en la reduccion de la capacidad de respuesta a
los estimulos externos e inactividad relativa, acompafada por una pérdida de la
conciencia.

Actividad theta. Oscilaciones sincronizadas de potenciales de campo locales de
poblaciones neuronales en el intervalo de 4 a 12 Hz.

Consolidacion. Proceso de fortalecimiento dependiente del tiempo de las nuevas
memorias que son inicialmente labiles, mediante la reactivacion de los circuitos
neuronales que participaron en la formacion de la memoria dentro de un periodo
de horas o dias posterior al episodio de la codificacion de la memoria.

Plasticidad sinaptica. Se refiere a los cambios dependientes de la actividad
neuronal que se producen en la transmision sindptica como resultado de la
experiencia.

Coherencia. Es la correlacion lineal normalizada que existe entre dos pares de
canales EEG e informa sobre los componentes frecuenciales comunes a ellos,
junto con la magnitud de su asociacion.

Potencia. Cantidad de energia eléctrica o de trabajo que se transporta o se
consume en una determinada unidad de tiempo. En un ndmero al cuadrado,
multiplicado por la raiz y dividido con el producto.

Potencia absoluta. Es en nUmero de veces que aparece un determinado valor en
un estudio estadistico.

Potencia relativa. Es el resultado de dividir la frecuencia absoluta de un
determinado valor entre el nimero total de datos.




RESUMEN

El proceso de consolidacion permite el fortalecimiento dependiente del tiempo
de las memorias nuevas, memorias que son inicialmente labiles para ser
transformadas en memorias de largo plazo. Se ha sugerido que la consolidacién
se lleva a cabo mediante la reactivacion de los circuitos neuronales que
participaron en la formacion de la memoria dentro de un periodo de horas o dias
posterior al episodio de la codificacion de la memoria. Adicionalmente, es conocido
que el hipocampo es una estructura clave para la formacién, consolidacion y
recuperacion de las memorias. Con el objetivo de entender el mecanismo de
consolidacion de la memoria, en este trabajo se analizé la sefial eléctrica de los
circuitos intra-hipocampales durante el periodo de consolidacion de una tarea de
memoria. Se implanto un arreglo de 8 microelectrodos para censar la actividad de
los circuitos intra-hipocampales de 6 ratas macho. Los roedores fueron evaluados
en la tarea de memoria espacial de laberinto acuatico de Morris durante 4 dias.
Inmediatamente después de la tarea, los animales fueron conectados a un
poligrafo durante 5 horas (correspondientes al periodo de consolidacion) y se
registro la sefal electrofisioldgica. Se analizo el patron de las sefales eléctricas de
los circuitos intra-hipocampales, asi como el acoplamiento entre estos mediante
los andlisis espectrales de potencia y de coherencia durante la fase de suefio
movimientos oculares rapidos (MOR). Los resultados mostraron que la actividad
oscilatoria en la condicion basal (dos dias antes del inicio de la tarea de memoria),
la fase de suefio MOR fue caracterizada por prominentes oscilaciones theta (4-12
Hz) con una frecuencia pico de 7.5 Hz, mientras que la fase de adquisicion de la
tarea correspondiente al dia uno de entrenamiento fue caracterizada por una
reduccion en la frecuencia oscilatoria, con una frecuencia pico de 7.0 Hz.
Interesantemente, durante la fase de recuperacion de la tarea (dia 4 de
entrenamiento) la actividad theta de los circuitos hipocampales mostrd6 una
recuperacion en la frecuencia oscilatoria y un incremento en la potencia pico
comparado con la condiciébn basal. Adicionalmente, el acoplamiento de los
circuitos internos del hipocampo medido a través del analisis de coherencia mostro

un incremento a través de los dias de entrenamiento. En conclusién, los cambios
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en la actividad eléctrica (frecuencia y coherencia) durante el suefio MOR pueden
estar asociados a las dinamicas de los circuitos hipocampales que favorecen el

proceso de consolidacion de las nuevas memorias

Palabras clave: Suefio, suefio MOR, actividad theta, plasticidad sinaptica,
potencia relativa, coherencia.

——
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ABSTRACT

The time-dependent consolidation process allows strengthening the new
memories that are initially labile to be transformed into long-term memories. It has
been suggested that the consolidation is carried out by reactivating the neural
circuits involved in memory formation within a period of hours or days after of event
of memory encoding. Additionally, it is known that the hippocampus is a key
structure for the formation, consolidation and retrieval of memories. In order to
understand the mechanism of memory consolidation, in this work, the electrical
signal of the the intra-hippocampal circuitswas evaluated during the period of
consolidation of a memory task. An array of 8 microelectrodes was implanted in
the right hippocampus of six male ratsin order to record the intra-hippocampal
electrical activity. Rodents were evaluated in the spatial memory task of Morris
maze for 4 days. Immediately after the task, animals were connected to a
polygraph for 5 hours (for the period of consolidation) and electrophysiological
signal was recorded. The pattern of electrical signals and the coupling between
intra-hippocampal circuits was assess by the spectral analyses of power and
coherence during the rapid eye movement sleep (REM). The results showed that
oscillatory activity at baseline (two days before to start the memory task), the REM
sleep state was characterized by prominent oscillations theta (4-12 Hz) with a peak
frequency of 7.5 Hz, while that the acquisition phase of the memory task (training
day one) was characterized by a reduction in oscillatory frequency with a peak
frequency of 7.0 Hz. Interestingly, during the retrieval phase of the task (training
day four) the hippocampal theta activity showed recovery in frequency and an
increase in peak power compared to baseline. Additionally, the coupling of the
internal circuitry of the hippocampus measured by the coherence analysis showed
an increase through of the training days. In conclusion, changes in the electrical
activity (frequency and coherence) during the REM sleep may be associated to

dynamics of hippocampal circuits that favor the consolidation of new memories.
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INTRODUCCION

En los seres humanos como en el resto de los mamiferos, el aprendizaje y la
memoria son mecanismos biolégicos importantes a través de los cuales la
conducta puede ser modificada (Kandel ER, 1982). Ambos fendmenos resultan de
la actividad fisiologica repetitiva de millones de neuronas que forman ensambles o
circuitos neuronales especificos que refuerzan sus conexiones activas por medio
de la plasticidad sinaptica (Bear MF 1998, Leff P, Romo-Parra H 2001, Pujol GX
2006, Vazquez GH 2005). Tal vez la propiedad mas fascinante del cerebro es su
capacidad para almacenar y recuperar informacion de forma deliberada,
igualmente interesante es la capacidad innata para olvidar la informacién
almacenada (Vazquez GH 2005 y Purves D 2001).

El aprendizaje es un proceso a través del cual los organismos modifican su
conducta para adaptarse a las condiciones cambiantes e impredecibles del medio.
Junto a las fuerzas selectivas de la evolucion, el aprendizaje constituye el modo
principal de adaptacion de los seres vivos. Cuanto mas cambiante es el entorno,
mas plastica debe ser la conducta. El aprendizaje puede considerarse como
cambios duraderos en la conducta de los organismos producidos por
modificaciones en la actividad del sistema nervioso como resultado de la

experiencia.

La informacion que se adquiere o se aprende es retenida o almacenada en el
cerebro en forma de memoria. Por definicion, no hay aprendizaje sin memoria, ni
memoria sin aprendizaje. Entonces podemos definir a la memoria como el proceso
por el cual la informacion adquirida se convierte en conocimiento que puede ser
almacenado para utilizarlo posteriormente cuando sea necesario. Asimismo, la
memoria es considerada una funcion intelectual que se sustenta en las
caracteristicas estructurales y funcionales del sistema nervioso central (SNC) y
gue se caracteriza por la adquisicion, el almacenamiento y la recuperacién de la

informacion. Estudios clinicos desarrollados en humanos, y en animales
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experimentales, han identificado diferentes estructuras cerebrales relacionadas
con la memoria, como el hipocampo, el tdlamo, la amigdala, los cuerpos

mamilares y el cerebelo, entre otras.

Aprendizaje y memoria son dos procesos que estdn presentes como parte de
muchas otras funciones cerebrales, como la percepcion sensorial, las emociones
o el lenguaje, por lo que los especialistas tienen dificultades para referirse a
alguno de ellos con independencia del otro o para discernir su presencia y
participacion especifica en una funcion cerebral o conductual. En general, la
memoria acerca de lugares, eventos y personas define lo que cada uno de
nosotros somos y da un sentido de continuidad a nuestra vida.

Diversos estudios electrofisioldgicos y conductuales realizados en las Ultimas
décadas han demostrado que tanto el aprendizaje como la memoria se codifican
mediante cambios en las conexiones nerviosas en una forma dependiente de la
actividad neuronal. El fortalecimiento de las conexiones sinapticas reflejado como
un aumento en la eficiencia sinaptica fue demostrado experimentalmente mediante
el fenomeno de la potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés).
(Milner B, Squire LR, and Kandel ER 1998; Carpenter MB 1994).

Corteza motora
suplementaria Corteza somatosensorial

Lobulo frontal

Neocorteza

Ntcleo anterior
del talamo dorsal

Lébulo oceipital

prefrontal

Corteza
Cuerpo parahipocampica

mamilar

Corteza "
peririnal EIBcampn

Corteza entorrinal
Amigdaia

Figura 1. Regiones encefalicas asociadas con funciones del aprendizaje y la memoria declarativa.
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Tipos de memoria

Existen distintas formas de clasificar a la memoria, por su duracion puede
clasificarse en: memoria de corto plazo y memoria de largo plazo. Por el tipo de
informacion que es procesada, la memoria se categoriza en: memoria declarativa

y memoria no declarativa o de procedimiento (Thompson RF 2005; Eichenbaum H

% s

diencéfolo-medial I '

Figura 2. Clasificacion de los sistemas de memoria de largo plazo (tomado de Carrillo-Mora 2010).

La memoria implicita, procedimental o no declarativa es la memoria que se
expresa en las cosas que hacemos rutinariamente, como el aprender a tocar un
instrumento o a manejar un automovil. Se le considera automatica, inconsciente y
dificil de verbalizar. Su adquisicién es gradual y se perfecciona con la préctica.
Dentro de este tipo de memoria se incluyen a diferentes tipos basicos de
aprendizaje como; la habituacion y la sensibilizacion, el aprendizaje perceptivo y
motor o el condicionamiento clasico e instrumental (Squire LR, Dede AJ 2005).

Anatomicamente, la memoria implicita requiere de la integridad morfolégica y
funcional de diferentes estructuras cerebrales, por ejemplo los ganglios basales
estan involucrados en el aprendizaje procedimental de habitos y habilidades
(Ashby FG1, Turner BO, Horvitz JC 2010), los condicionamientos de respuestas
motoras son dependientes de la integridad del cerebelo, mientras que los

condicionamientos emocionales involucran a la amigdala (Duvarci S. Pare D
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2014). La memoria de estos tipos de aprendizaje se almacena en estructuras
subcorticales y en algunos casos depende directamente de la neocorteza (Sharon
T, Moscovitch M, Gilboa A 2011).

El sistema de memoria explicita, también conocida como memoria declarativa, se
clasifica en dos categorias principales, la memoria seméntica que se refiere a la
informacion de los hechos o conocimiento general acerca del mundo, por ejemplo
el saber que Paris es la capital de Francia y la memoria episodica que codifica
informacion acerca de nuestros eventos autobiograficos, que incluye el recordar
deliberadamente informacion especifica de nuestras experiencias pasadas como,
el lugar, el tiempo y el evento de una experiencia particular (Squire LR, Wixted JT.
2011, Eichenbaum H. 2011; Ullman MT 2004). A diferencia de la memoria
implicita, este tipo de memoria se adquiere en pocos ensayos Yy se distingue por
que se expresa en situaciones y modos diferentes a los del aprendizaje original,
por lo que es considerada como una memoria de expresion flexible. Un tipo de
memoria que codifica el aspecto espacial de la memoria episddica es la memoria
espacial de lugar. Esta consiste en multiples mecanismos especializados en
codificar, almacenar y recuperar informacion acerca de rutas, configuraciones y
localizaciones espaciales creando una representacion interna del ambiente
conocido (O Keefe JO, Nadel L. 1978. Burgess N, Maguire EA, O’Keefe J. 2002
Buzsadki G, Moser El, 2013).El hipocampo es una de las  estructuras
fundamentales para el aprendizaje y la memoria espacial (Morris RGM, y col.
2006; Quiroga RQ. 2012).

Hipocampo

Anatomia y citoarquitectura del hipocampo

El hipocampo es un componente principal del sistema limbico, que ademas
comprende la corteza olfativa, la amigdala, el area septal, los cuerpos mamilares y
los nudcleos talamicos anteriores. El hipocampo es una estructura alocortical

compleja con forma cilindrica y organizada en capas. Su extremo anterior, también
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llamado polo septal, se localiza dorsalmente en el cerebro y es contiguo a su
homologo contralateral. Situandose justo detras de la region septal, encima del
talamo dorsal y por debajo del cuerpo calloso, el extremo anterior del hipocampo
esta bordeado dorsal y lateralmente por la corteza parietal. Desde ahi, el
hipocampo se curva tanto ventralmente como lateralmente hacia el extremo
posterior, también Illamado polo temporal. Este extremo estd separado
anatémicamente de su homologo contralateral, se extiende hasta la region

amigdalina localizada ventrolateralmente (Fig 3) (Cassel y col, 1997).

cerebelo |

FULRIUA” VRLPLD:

polo septal

(rostral)
SRERE TR

hipocampo
izquierdo

Figura 3. Representacion tridimensional del hipocampo de roedor. En esta ilustracion se muestra la posicion
del hipocampo (color azul) en el cerebro de roedor. Forma una estructura alargada y arqueada en forma de C,
con su eje mayor septotemporal extendiéndose desde los nucleos septales, rostralmente, hasta la corteza
temporal, ventrocaudalmente. En amarillo aparece el principal sistema de fibras aferentes y eferentes de la
formacion hipocampal, la fimbria y el fornix (Adaptado de O'Mara y col., 2001).

La formacion hipocampal esta constituida por un grupo de regiones que incluyen:
las cortezas perirrinal, postrrinal y entorrinal, el complejo subicular formado por el
presubiculum, el subiculum y el parasubiculum, el cuerno de Amoén (hipocampo

propio) que esta dividido en tres areas: CAl, CA2 y CA3 y el Giro dentado (Amaral
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DG, Witter MP. 1989, Lavenex P, y col. 2007, Kivisaari SL, y col 2013). En el
presente trabajo, denominaremos hipocampo al conjunto de estructuras

conformadas por del giro dentado y el propio hipocampo.

El hipocampo se origina de la region medial del telencéfalo, forma parte del
sistema limbico y tiene un papel importante en la adquisicion del aprendizaje
espacial y en la consolidacion y recuperacion de la memoria declarativa de largo
plazo. Anatdmicamente, esta organizado en el cuerno de Amoén (hipocampo

propiamente dicho) y el giro dentado.

La mayor entrada de fibras sinapticas que llegan al hipocampo proviene de la
corteza entorrinal, la cual a su vez es la principal via de entrada de informacion
neocortical que proviene de regiones como; la corteza parietal posterior, la corteza
retrosplenial, la corteza prefrontal dorsolateral y la parte dorsal del surco temporal
superior, estructuras estrechamente asociadas en la codificacion de la localizacién
espacial de los estimulos (Witter MP, y col, 2000; Lavenex P, Suzuki WA, Amaral
DG, 2004). Las neuronas de la capa Il de la corteza entorrinal envian sus
proyecciones hacia las células granulares del giro dentado, las cuales proyectan
sus axones hacia las neuronas piramidales de la regién CA3, finalmente estas
células envian sus axones hasta las neuronas piramidales de la regién
CAlmediante los colaterales de Schaffer (Fig. 4). La informacién procesada en el
circuito trisinptico permite relacionar diferentes aferencias sensoriales
pertenecientes a diversos estimulos gracias a que las células piramidales del
hipocampo tienen un alto grado de interconexion, facilitando la relacion entre las

diferentes entradas de informacion (Zhang SJ, y col, 2013).
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Figura 4. Esquema de los circuitos en el hipocampo adulto. La tradicional via excitatoria trisinaptica (Corteza
entorrinal (CE)-giro dentado (GD)-CA3-CA1-CE) es descrita por las flechas de colores (flecha azul: via
perforante; flecha naranja: via de fibras musgosas; flecha verde: colaterales de Schaffer; flecha roja;
proyecciones de CA1 a la CE). Los axones de las neuronas de lacapa Il de la cortezaentorrinal (CE) proyectan
hacia el giro dentado a través de la via perforante (VP), incluyendo la via perforante lateral (VPL). El giro
dentado envia proyecciones a las células piramidales de CA3 a través de las fibras musgosas. Las neuronas
piramidales de CA3 descargan la informacion a las neuronas piramidales de CAl a través de los colaterales
de Schaffer. A su vez, las neuronas piramidales de CAl envian las proyecciones dentro de la capa de
neuronas de la corteza entorrinal. CA3 también recibe proyecciones directas de la capa Il de la corteza
entorrinal a través de la via perforante, mientras que CALl recibe entradas directas de la capa lll de la corteza
entorrinal a través de la via temporoammonica (VP). Las células del giro dentado también proyectan a las
células musgosas del hilus e interneuronas hilares que envian proyeccionesexcitatorias e inhibitorias
respectivamente, hacias las neuronas granulares. Abreviaturas: CE: corteza entorrinal; GD: giro dentado;
Sub:subiculum.

Composicion celular del Hipocampo

Las neuronas principales de las regiones CA1, CA2 y CA3 son las neuronas
piramidales (glutamatergicas), asi llamadas por su morfologia, constituyendo
aproximadamente el 90% de todas las neuronas de las regiones CA de la
formacion hipocampal (Sweatt, 2004). Los cuerpos celulares de las células
principales se disponen en una capa simple de somas densamente agrupados
formando el estrato piramidal (sp). La disposicion de los somas y las proyecciones
dendriticas y axonales en el hipocampo se observa claramente en secciones
transversales del 6rgano, formando capas que se curvan y pliegan unas sobre
otras (Cooper y Lowenstein, 2002). La morfologia de las neuronas piramidales

varia gradualmente a lo largo del hipocampo. Las células de mayor tamafio son
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las que se encuentran en la region de CA3, mientras que las de CA1 son mas
pequefias y estdn mas densamente empaquetadas en el estrato piramidal que en
la region CA2 y CA3. Las células piramidales situadas en CAl1 y CA2 carecen de
grandes espinas y entradas desde las fiboras musgosas de las células granulares
del giro dentado, a diferencia de las células principales de CA3. De las células
piramidales parten los axones que constituyen las aferencias y eferencias dentro y
fuera del hipocampo, permitiendo la interconexiéon de todas las células del

hipocampo con este mismo y con las demas regiones del sistema limbico.
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Figura 5. Anatomia del hipocampo, mostrando la organizacién en capas de las regiones del cuerno de Amo6n
(CA1-CA3) y el giro dentado. La figura muestra el hipocampo y regiones adyacentes tefiidos con violeta de
cresilo, observandose principalmente los somas de células principales la capa piramidal (sp) del cuerno de
Amon (CAL, CA2 y CA3) y la capa granular (GD) del giro dentado.alv, alveus; CA1, CA2, CA3, regiones del
hipocampo (cuerno de Amon); cc, cuerpo calloso; fh, fisura hipocampal; fi, fimbria; so, sp, sr, sl, sim, estratos
oriens, piramidal, radiado, lucidum (solo en CA3) y lacunosum-molecular del hipocampo; m, capa molecular;
sg, hil, estratos granular, e hilo del giro dentado (GD); sub, subiculum.

Sobre el estrato piramidal se dispone el estrato oriens (so) (capa plexiforme) y
sobre este el alveus, que corresponde a la sustancia blanca del resto de la
corteza. La porcion inferior de la capa piramidal se encuentra constituida por las
dendritas apicales que conforman el estrato radiado (capa plexiforme) y el estrato
lacunosum-molecular, el mas profundo. Solo en el area de CA3 se encuentra el
estrato lucidum (sitio donde llegan los axones procedentes del giro dentado) entre

el estrato piramidal y el radiado. Las dendritas basales de las células piramidales
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se ramifican dentro del estrato oriens, mientras que las fibras axdnicas de estas
neuronas recorren el alveus. La fimbria estd formada por axones del alveus y
forma el inicio del fornix, el principal sistema de fibras eferentes de la formacion
hipocampal. Los componentes de fibras del nucleo septal medial y lateral entran
en el hipocampo a través de esta ruta (Stanfield y Cowan, 1988; Cooper y
Lowenstein, 2002). Las neuronas de la region CA3 presentan axones que se
ramifican extensamente y proyectan dentro del hipocampo, hacia CA3 y CA2

formando la via asociativa, como hacia CA1l formando la via colateral de Schaffer.

Las neuronas piramidales de CAl poseen axones que se ramifican densamente y
proyectan tanto dentro de la formacién hipocampal como hacia el subiculum, la
corteza entorrinal, y hacia regiones mas distantes que incluyen a la corteza
perirrinal, frontal y el septum entre otras (Cooper y Lowenstein, 2002). La
organizacion trilaminar del hipocampo esta constituida por una capa de células
principales (estrato piramidal) situada entre otros dos estratos (oriens y radiado-
lacunoso molecular) que contienen prolongaciones axonicas y dendriticas junto
con otros tipos neuronales (interneuronas GABAérgicas), se ha llegado a
denominar a esta estructura como una arquicorteza, frente a la neocorteza que
esta organizada en seis capas, la cual comprende la porcion mas reciente del

encéfalo en los mamiferos (Stanfield y Cowan, 1988; Cooper y Lowenstein, 2002).

Giro dentado

El giro dentado (o fascia dentata) se extiende a lo largo del borde medio de la
corteza cerebral. Esta formado principalmente por un tipo celular, las células
granulares del giro dentado, que forman una sola capa compacta que recubre el
extremo libre de la region CA3, y estan dispuestas en forma de una V o una U. De
esta forma, a diferencia de otras areas del hipocampo, la capa de células
granulares del giro dentado no es continua con la capa de células principales de la
region adyacente. La porcion del giro dentado contigua a la fisura hipocampal se
denomina borde suprapiramidal, mientras que la opuesta a esta se denomina

borde infrapiramidal. La porcion que conecta ambos bordes se denomina cresta.
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La fisura hipocampal es el limite entre la capa molecular del giro dentado y el
estrato lacunosum-molecular del area de CAl del hipocampo, siendo un espacio
que queda cerrado durante la maduracion de la region hipocampal (Amaral y
Witter, 1989).

Las células granulares generalmente carecen de dendritas basales y, por lo tanto,
reciben la mayoria de sus entradas en las dendritas ascendentes que se ramifican
superficialmente en la capa plexiforme que la recubre, denominada capa
molecular. Las dendritas se bifurcan profusamente tras entrar en la capa molecular
y la mayoria de sus ramas terminales alcanzan su superficie exterior. A lo largo de
la capa granular y en toda su extension, se pueden encontrar interneuronas de

gran tamafio que utilizan GABA como neurotransmisor (Stanfield y Cowan, 1988).

Por debajo de la capa granular se encuentra una zona denominada capa
polimdrfica que incluye una gran variedad de tipos celulares, y que en los roedores
constituye la region hilar o hilus, comprendida entre los dos bordes de la capa de
células granulares del giro dentado y el &rea CA3 del cuerno de Amén. Aunque
algunas de estas células pudieran considerarse como células piramidales
modificadas de CA3, normalmente se incluye a la region hilar junto con la capa de
células granulares dentro de la region denominada area dentada (Stanfield y
Cowan, 1988).La célula principal del hilus es la célula musgosa, de naturaleza
desconocida, ya que no se sabe exactamente si se trata de células piramidales
modificadas o de un tipo celular unico del giro dentado (Harry y d’Hellencourt,
2003). La zona subgranular esta localizada en el hilus, justo por debajo de la capa
granular del giro dentado. Es en esta regién se mantiene la actividad de las células

progenitoras neuronales del animal maduro.

Conexiones del hipocampo

La organizacion funcional basica en el hipocampo es el denominado circuito
trisinaptico, llamado asi porque el hipocampo es considerado como una estructura

gue contiene tres relevos sinapticos excitadores en serie. En el primer relevo, las
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fibras perforantes derivadas de la corteza entorrinal (que atraviesan el subiculum y
la fisura hipocampal en su camino hacia el giro dentado) contactan sobre las
dendritas (estrato molecular) de las células granulares del giro dentado. Esta via
constituye la principal entrada extrinseca e inerva exclusivamente los dos tercios
exteriores de la capa molecular, definiendo asi la capa molecular externa (Amaral
y Witter, 1989; Deller 1998). En esta zona, las fibras entorrinales forman el 80-90
% de todas las sinapsis y terminan sobre las dendritas de las células granulares
en sus porciones distales, y en las de interneuronas de los circuitos locales (Deller
1998).

La mayor parte de las fibras que parten de la corteza entorrinal se originan en las
neuronas de la capa Il, son de caracter glutamatérgico, y constituyen la principal
via excitadora del giro dentado. Asimismo, existe una importante proyeccion
GABAérgica desde las capas I-1ll de la corteza entorrinal hacia el giro dentado, por

parte de células multipolares y de células horizontales bipolares (Deller 1998).

En el borde interno de la capa de células granulares se localizan las “células de
canasto”, una poblacién de interneuronas inhibidoras con arborizaciones axonales
extensas restringidas a la capa granular. Varios subtipos de neuronas
GABAérgicas, morfolégicamente distintas, se encuentran en la capa molecular y
polimorfica del giro dentado. Estas células tienen a menudo arborizaciones
axonales muy extensas y forman sinapsis axo-sdmaticas y axo-dendriticas sobre
las células granulares y otras (Amaral y Witter, 1989; Cooper y Lowenstein, 2002).
La mayoria de las aferencias que llegan al giro dentado terminan dentro de la capa
molecular. Las fibras entorrinales ipsilaterales constituyen la via perforante,
llamada asi porque las proyecciones atraviesan el subiculum y la fisura

hipocampal en su camino hacia el giro dentado.

En el segundo, los axones de las células granulares del giro dentado (las fibras
musgosas), forman sinapsis sobre la region hilar y las células piramidales de CA3.
Cada célula granular posee una sola ramificacibn axonal ubicada en el giro

dentado que se extiende a lo largo de CA3, dentro del estrato lucidum. Los axones
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de las células granulares forman varias ramas dentro del hilus, donde establecen
sinapsis sobre las neuronas del hilus. Estas neuronas incluyen a las células
musgosas, de naturaleza glutamatérgica, llamadas de esta forma porque sus
dendritas proximales estdn densamente cubiertas con grandes espinas de
morfologia irregular. Las células musgosas contactan sinapticamente otras
neuronas del hilus y poseen ramificaciones axonales que contribuyen en la
entrada ipsilateral (asociativa) y contralateral (comisural) de las células granulares.
Las expansiones de las fibras musgosas forman sinapsis muy complejas sobre las

espinas grandes y multi-ramificadas de las células piramidales de CA3.

Finalmente, en el tercer relevo los axones del area de CA3 (las vias colaterales de
Schaffer) conectan sinapticamente la porcién proximal de las dendritas distales
(estrato radiado) de las células de CAl, las cuales proyectan, a su vez, sobre la
capa Il de la corteza entorrinal directamente como indirectamente a través del
subiculum, cerrando de esta forma el circuito (Amaral y Witter, 1989; Cooper y
Lowenstein, 2002).Las neuronas de CA1l también proyectan eferencias
secundarias a través de las neuronas subiculares, hacia regiones subcorticales
incluyendo el estriado ventral (nucleo accumbens) y los cuerpos mamilares
(Sweatt 2004). De esta forma, la informacién sale del hipocampo y finalmente
recae en la corteza en su via principal, siendo devuelta posteriormente al
hipocampo a través de las cortezas entorrinal y perirrinal. Estas regiones corticales
inmediatamente adyacentes a la formacion hipocampal son una extension
funcional del hipocampo. De esta forma, la formacién hipocampal y sus regiones
corticales adyacentes funcionan conjuntamente tanto en la formacion de la

memoria como en el procesamiento cognitivo de esta (Lavenex y Amaral, 2000).
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Figura 6. Diagrama del circuito trisinaptico del hipocampo (circuito intrinseco). 1) Las fibras procedentes de la
capa Il de la corteza entorrinal (CEnt) contactan sobre las célulasgranulares del giro dentado (y CA3),
mientras que las originadas en la capa Ill proyectan hacia CA1(y el subiculum); 2) los axones de las células
granulares, las fibras musgosas, forman sinapsis con las células piramidales de CA3 (formando el estrato
lucidum); 3) los axones de CA3, formando el haz colateral de Schaffer contactan con las células de CAl, las
cuales proyectan, a su vez, sobre la corteza entorrinal tanto directa como indirectamente a través del
subiculum, cerrando el circuito. alv,alveus; CAl, CA2, CA3, regiones del hipocampo (cuerno de Amén); fi,
fimbria; so, sp, sr, sl, sim, estratos oriens, piramidal, radiado, lucidum (solo en CA3) y lacunosum-molecular
del propio hipocampo; m, g, h, estratos molecular, granular, e hilo del giro dentado (GD); Sub, subiculum.

Esto sugiere que el hipocampo forma parte de un sistema que integra la
informacion sensorial multimodal que en diferentes pasos o relevos (Giro dentado,
CA1l, CA2 y CA3) (Sweatt, 2004) participa en diferentes aspectos que constituyen
a la memoria y el aprendizaje (Cooper y Lowenstein, 2002). La memoria de largo
plazo permite fijar, guardar y recuperar diferentes tipos de informacion, esto
propicia el reconocimiento de informacion familiar, asi como la cualidad de evocar
acontecimientos pasados y de mantener la informacion activa para poder utilizarla

de manera inmediata.

Organizacion del sistema inhibitorio del hipocampo (interneuronas)

Las interneuronas, que se encuentran en todas las regiones del hipocampo a
menudo tienen axones que se arborizan ampliamente, lo que da capacidad a
estas interneuronas de inhibir simultaneamente un gran numero de células
granulares y piramidales, jugando por tanto, un papel importante en la

sincronizacion neuronal y en la generacion de actividad ritmica que permite la
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generacion de oscilaciones del potencial de campo como el ritmo theta el cual
puede observarse durante conductas exploratorias en el electroencefalograma
(EEG). En el giro dentado y el hipocampo, las interneuronas constituyen
aproximadamenteell0% del total de células de estas regiones, siendo mucho
menos abundantes que las neuronas principales, sin embargo, a pesar de su
menor numero, existe una gran variedad de clases de interneuronas (Freund y
Buzsaki, 1996).

Ademas de destacar la gran diversidad de interneuronas del hipocampo (Fig. 7),
también llama la atencion la gran complejidad de la organizacion interneuronal.
Asimismo, la existencia de ciertos tipos de interneuronas, como las células
somatostatina-positivas del giro dentado, y las neuronas hipocampo-septales de
CAl, que establecen conexiones colaterales comisurales o incluso proyectan
hacia regiones extrahipocampales, hace que no se pueda definir de forma exacta
a las interneuronas como “neuronas de circuito local” (Turner y col., 1998).

Mientras que en el hipocampo adulto las interneuronas tienen un papel
fundamentalmente inhibidor, la liberacion de GABA durante las fases tempranas
del desarrollo produce una accion excitadora sobre las células principales del
hipocampo (Cherubini y col., 1991), lo que lleva a que los criterios funcionales no

sean completamente excluyentes a la hora de definir a las interneuronas.

L A e
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Figura 7. Interneuronas del hipocampo propio y el giro dentado. Distribuciéon de algunos tipos principales de
interneuronas hipocampales, mostrando la posicion laminar especifica de los axones y dendritas. 1: célula
HICAP; 2: célula HIPP; 3: célula MOPP; 4: célula en cesto VIP-positiva; 5: célula trilaminar de CA3; 6: célula
axo-axonica o en candelabro; 7: célula O-LM; 8: célula biestratificada deCA3; 9: célula en cesto con axon en
CA3 y CAL; 10: célula biestratificada de CA1; 11: célula en cesto de CA1; 12: célula O-LM de CAL; 13: célula
trilaminar horizontal de CA1; 14,15: células 1S-2, VIP positivas. a, alveus; CAl, CA3, regiones del hipocampo
(cuerno de Amoén); so, sp, sr, slm, estratos oriens, piramidal, radiado, y lacunosum-molecular del hipocampo
propio; m, g, h, estratos molecular, granular, e hilo del giro dentado. HICAP: interneuronas del hilo asociadas a
las fibras comisurales de asociacion; HIPP: interneuronas del hilo asociadas a la via perforante; 1S-2:
interneuronas que inhiben (selectivas de) a otras interneuronas, tipo 2; MOPP: interneuronas de la capa
molecular asociadas a la via perforante; O-LM: interneuronas con el soma en el estrato oriens y con el axén
hacia el lacunosum-molecular; VIP: péptido intestinal vasoactivo. (Adaptado de Freund y Buzsaki, 1996).

Se ha demostrado la participacién del hipocampo en procesos de aprendizaje que
incluyen la deteccién de estimulos novedosos, la conducta exploratoria y la
respuesta al estrés (las neuronas hipocampales poseen un abundante niumero de
receptores a esteroides adrenales que participan en la respuesta al estrés). Existe
evidencia que muestra que, durante el estrés, la hiperactividad hipocampo
retrocontralimenta negativamente la secrecion de hormonas adrenales
(Fernandez-Espejo 1996).

Los componentes del sistema limbico son precisamente las areas cerebrales més
susceptibles a los cambios patoldgicos iniciales de la enfermedad de Alzheimer.
Asi, la transferencia de informacion desde las areas sensoriales de asociacion
hacia la corteza prefrontal a través del sistema limbico (hipocampo) se ve afectada

de forma temprana en el curso de la enfermedad (Braak y col., 1999).

Funcién del hipocampo en la memoria

La participacion del hipocampo en la memoria explicita ha sido estudiada a
través de tarea de memorias que requieren del procesamiento de informacion
espacial. Esta memoria puede ser evaluada en humanos y en modelos animales,
en los cuales la solucion de la tarea depende de la creacibn de mapas del
ambiente (que requiere de la configuracion de las sefiales espaciales).
Experimentos en roedores han demostrado que las lesiones hipocampales afectan
negativamente la adquisicion y retencion del aprendizaje espacial en ratas

evaluadas en el laberinto acuatico de Morris, donde la tarea consiste en la
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busqueda de una plataforma oculta pocos centimetros por debajo del agua
basandose en sefiales espaciales extralaberinto (Morris RG, 1984; Moser E, y col
1993; Laursen B, y col. 2014). Esto demuestra el papel critico del hipocampo para

codificar y recordar la informacién espacial.

Por otro lado, registros de actividad unitaria (registro de potenciales de accién) han
reportado la presencia de neuronas denominadas de “lugar” en el hipocampo de la
rata, estas células se denominan asi porque disparan sus potenciales de accion
cuando la rata reconoce un lugar en el que previamente se le habia colocado,

estas células de lugar fueron descubiertas por O Keefe y Dostrovsky en 1971.

Otros estudios experimentales han indicado que las lesiones de las estructuras
asociadas, provocan deficiencias graves y permanentes en las habilidades
espaciales y de memoria. La mayoria de datos acerca de alteraciones de memoria
tras lesiones temporales mediales derivan del estudio de pacientes sometidos a
cirugia cerebral para el alivio de una epilepsia que no respondia al tratamiento
farmacolégico. El caso mas famoso es el del paciente HM (Scoville y Milner, 1957;
Milner, 1959), a quien se le extirparon bilateralmente estructuras temporales
mediales (hipocampo, corteza entorrinal, circunvolucién parahipocampica y partes
de la corteza temporal). HM sigui6 manteniendo la inteligencia y la memoria
inmediata normales, aunque era practicamente incapaz de aprender algo nuevo.
Su rendimiento permanecia relativamente intacto en pruebas de memoria
implicita. Podia adquirir nuevas destrezas y respondia al condicionamiento clasico.
Recordaba su infancia y el pasado remoto, aunque se veia muy limitado en el
recuerdo de los 10 afios previos a la operacién. HM ha sido objeto de multiples
investigaciones y estudios sobre las estructuras temporales mediales en el

funcionamiento de la memoria (para una revision: Corkin, 2002).

En conjunto estas evidencias sugieren que el hipocampo es una estructura
cerebral implicada en aspectos cognitivos que involucran el reconocimiento de la
ubicacion espacial, para lo cual los sujetos se ayudan de la estimacion de la

distancia entre un objeto y los estimulos relacionados que lo llevaron a encontrarlo
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(Moser MB, Rowland DC, Moser EI, 2015). Aunque, es claro que el hipocampo
juega un papel critico en el aprendizaje espacial, el mecanismo es complejo y
requiere de la accion coordinada del hipocampo con otras estructuras cerebrales.

SUENO

El suefio se define como un estado natural y reversible en la reduccion de la
capacidad de respuesta a los estimulos externos e inactividad relativa,
acompafada por una pérdida de la conciencia. Se ha demostrado que la privacion
del suefio causa graves problemas cognitivos y emocionales (Brown LK, 2012;
Killgore WDS, 2010; Vandekerckhove M, 2010). Adicionalmente, animales
privados de suefio durante varias semanas muestran desregulacion en su peso y
temperatura corporal que finalmente los conduce a la muerte ocasionada por
infecciones y lesion de tejidos (Rechtschaffen A, 1995). El suefio probablemente
se produce en todos los vertebrados, incluyendo aves, peces y reptiles (Cirelli C Y
Tononi G, 2008).

El suefio es un estado bioldgico presente en animales y en seres humanos que se

define funcionalmente por caracteristicas conductuales vy fisioldgicas.

Las caracteristicas conductuales incluyen, la ausencia o disminucién de
movimientos corporales voluntarios y la adopcién de una postura estereotipada de
descanso (distinta en cada especie animal). Especificamente, antes de dormir, los
humanos buscamos un lugar seguro y tranquilo, adoptando una postura comoda
que nos ayude a conciliar el suefio. Ademas existe una escasa respuesta a
estimulos externos de baja intensidad que es reversible (a diferencia del estado
del coma). (J. L. Velayos, F. J. Moleres, A. M. Irujo, D. Yllanes, B. Paternain,
2007).

Algunas de las caracteristicas fisiologicas pudieron ser observadas a partir del
desarrollo del electroencefalograma (EEG). En 1929 el psiquiatra Hans Berger

obtuvo el primer registro de la actividad eléctrica cerebral sobre el cuero cabelludo

29

——
| —



y sus diversas variaciones (Gais S Et al, 2006). Con base en las caracteristicas del
EEG se han identificado cuatro tipos de ritmos biolégicos de actividad eléctrica
cerebral, los cuales pueden ser diferenciados por su frecuencia, topografia y
reactividad. El ritmo alfa (8-13 Hz) se localiza en las regiones posteriores,
apareciendo durante la condicion de vigilia tranquila y con los ojos cerrados, ritmo
beta (més de 13 Hz) aparece en las areas frontales durante la vigilia activa, las
ondas theta (4-7,5 Hz) se presentan predominantemente durante la conducta
exploratoria activa y el suefio MOR y las ondas delta (< 3,5 Hz), normalmente
estan asociadas con etapas de suefio profundo (Winson, 1974; Kemp y Kaada,
1975; Buzsaki, 2002).

En 1937, Loomis y cols. Observaron cambios tipicos en la actividad eléctrica
cerebral durante el suefio que se caracterizaron por el incremento de la proporcion
de ondas lentas a medida que el suefio se volvia mas profundo, este fendmeno
permitié establecer la primera clasificacion de las fases del suefio (Bergmann TO,
2009). En 1968, Rechtschaffen y Kales establecieron los criterios que facilitaron el
estudio de los cambios de actividad eléctrica cerebral durante el suefio, los cuales
han sido empleados hasta la actualidad en todos los laboratorios del mundo que

estudian el suefio.

Mediante el registro de las sefales bioeléctricas fundamentales EEG
(Electroencefalograma), EMG (Electromiograma) y EOG (Electroocularograma) se

han podido identificar las fases de suefio y los episodios de vigilia.

La mayoria de las funciones en casi cualquier sistema u organismo vivo presenta
un ritmo aproximadamente de 24 horas que se le conoce como ritmo circadiano
(del latin circa que significa «casi», y diez, que significa «dia»). (Moore RY, 1996;
Teclemariam-Mesbah, 1999; Kalsbeek A, 1993). Algunos estimulos ambientales
tienen capacidad para activar los ritmos bioldgicos. La luz, por ejemplo, es el
principal agente externo que puede sincronizar los ritmos, aunque los estimulos
sociales también actian en este nivel. En 1972, Stephan y Zucker, y Moore y
Eichler demostraron que una pequefia region del hipotalamo, el nucleo

supraquiasmatico (NSQ), es donde se localiza el reloj circadiano (reloj bioldgico).
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Estos relojes internos también estan influenciados por sincronizadores o
“zeitgebers” externos (por ejemplo, luz, temperatura, etc.). La luz es el principal
agente modulador del NSQ a través de la melatonina que se sintetiza en la

glandula pineal.

El suefio en los mamiferos consta de dos fases principales: suefio de ondas lentas
(SOL) o suefio no-MOR y suefio de movimientos oculares rapidos (MOR), los
cuales se alternan de una manera ciclica. Durante el suefio nocturno, el SOL
predomina durante la primera parte de la noche y disminuye en intensidad y
duracion a través del periodo de suefio, mientras que el suefio MOR se hace mas
intenso y extenso hacia el final del periodo de suefio (BjorhRasch y JanBorn,
2013).

El SOL se caracteriza por oscilaciones EEG de gran amplitud y actividad lenta
(actividad de ondas lentas, AOL), mientras que el suefio MOR (también
denominado suefio paraddjico) es caracterizado por actividad oscilatoria rapida de
baja amplitud similar a la observada durante la vigilia (predominantemente
actividad theta en la region del hipocampo, y actividad gamma en la neocorteza),
ademas de que el suefio MOR se caracteriza por atonia muscular (McCarley RW.
1995; Steriade M, McCormick,1993;Purves D, 2001).
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A continuacion, se describen brevemente las etapas del suefio en seres humanos:

Suefio no-MOR.

La etapa I, corresponde al periodo de somnolencia o adormecimiento, en el cual
tiene lugar la desaparicion del ritmo alfa del EEG (tipico del estado de vigilia),
ademas de la presencia de tono muscular pero sin movimientos oculares o, si los

hay, son muy lentos.

La etapa Il - Il de suefio ligero, se caracteriza por una disminucién ain mayor del
ritmo electroencefalogréfico, con la aparicién de los tipicos husos de suefio y los
complejos K, fendmenos de los que es responsable el nacleo reticular del tAlamo;

sigue existiendo tono muscular, y no se presentan movimientos oculares.

La etapa IV de suefio profundo, se caracteriza por la presencia de un ritmo
electroencefalografico menor, ademas de que no se producen movimientos
oculares, pero el tono muscular se mantiene o puede estar muy disminuido. En la
instauracion de esta fase del suefio intervienen, entre otras estructuras, la corteza
prefrontal y el nicleo dorsomedial del tdlamo. Esta, es la fase del suefio mas
reparadora, hay movimientos organizados del dorso; el individuo da vueltas en la
cama y cambia de postura. Esta fase dura aproximadamente un 25% del total del
tiempo del suefio (Lugaresi E, Medori R, Montagna P, Baruzzi A, Cortelli P,
Lugaresi A, et al, 1986).

Suefio MOR o suefio paraddjico

Se caracteriza por una actividad EEG que asemeja al estado de vigilia (por eso
se habla de suefio paraddjico). Se observan movimientos oculares rapidos (por lo
cual se le ha denominado como suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) o
suefio REM por sus siglas en inglés (Rapid Eye Movements) que son
dependientes de la actividad de estructuras profundas tales como la formacion
reticular pontina. En esta etapa se produce una atonia (desaparicion del tono

muscular), para lo cual participan estructuras como la formacion reticular bulbar, y
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el locus coeruleus. El musculo diafragma sigue manteniendo el tono, para seguir
contrayéndose, permitiendo la respiracion. La fase de suefio MOR constituye un
25 % del suefio total (Aserinsky E, Kleitman N, 1953).

En el recién nacido, el suefio MOR constituye el 50% del tiempo total de suefio. El
tiempo de vigilia va aumentando con la edad, cada vez se duerme menos, y cada
vez hay menos suefio MOR. Para el establecimiento del suefio MOR se requiere
de la actividad de estructuras del tronco encefalico (el centro nodal es el nucleo
reticular pontino oral, cuyas porciones ventral y paramediana reciben conexiones
de multiples estructuras relacionadas con el control del ciclo vigilia-suefio),
produciendo una activacion de los sistemas colinérgicos. (Velayos J. L, Moleres F.
J, Irujo A. M, D. Yllanes, B. Paternain, 2007).

Las fases de suefio No-MOR y suefio MOR se alternan sucesivamente entre
cuatro a cinco veces por la noche. En total, en promedio, la fase de suefio No
MOR dura unas 6 horas; y la fase de suefio MOR, dos horas. Es mas facil
despertar al sujeto en la fase de suefio MOR que en la fase No-MOR. El
metabolismo cerebral y en consecuencia la temperatura cerebral disminuye con la
profundidad del suefio No-MOR. Sin embargo, en el suefio MOR estas cifras
pueden incrementarse, con respecto al estado de vigilia, ya que hay una
activacion de la corteza cerebral (Velayos J. L, Moleres F. J, Irujo A. M, D. Yllanes,
B. Paternain, 2007).

Se ha propuesto que el suefio cumple diversas funciones tales como el ahorro de
energia (Berger RJ, 1995 y Webb WB, 1988), la restauracion y reparacion del
tejido celular (Oswald I, 1980), la termorregulacion (Rechtschaffen A, 1995), la
regulacion metabdlica (Knutson KL, 2007 y van Cauter E, 2008), y la adaptacién
de las funciones inmunes (Lange T y col, 2010). Aunque también se ha propuesto
que cumple otras funciones, que van desde desintoxicacion del cerebro de los
radicales libres (Inoue S y col, 1995 y Reimund E, 1994), el reemplazo de

glucogeno (Scharf MT, 2008) y una participacién de suefio en la consolidacion de
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la memoria y la plasticidad sinaptica (Diekelmann S y col, 2010 y Tononi G y col,
2006).

El suefio y la consolidacion de la memoria

La participacion del suefio en la formacion de la memoria es una idea que se
remonta a los inicios de la investigacién experimental de la memoria (Ebbinghaus
1885). A medida que la memoria ha sido vista por muchos filosofos y psicologos
COmo un requisito importante para la conciencia, es por supuesto interesante
saber si esta memoria es formada y construida en gran parte durante el suefio, es
decir, un estado del cerebro caracterizado por una profunda pérdida de

conciencia.

Una cuestion basica en la investigacion de la memoria es el dilema de la
estabilidad de la plasticidad, referente a la cuestion de como el cerebro puede
mantener los recuerdos previamente aprendidos mientras continda aprendiendo
cosas nuevas que tienden a anular los viejos recuerdos. ¢COomo previene el
cerebro que las experiencias recién aprendidas sustituyan a los viejos recuerdos?
¢, COmo estas nuevas memorias se incorporan en las redes de recuerdos de largo
plazo?, y ¢como los viejos recuerdos permanecen accesibles en un entorno en
constante cambio? (Carpenter y Grossberg 1988). Por otro lado, muchos aspectos
de los episodios experimentados en el estado de vigilia representan informacién

irrelevante que no necesita ser almacenada a largo plazo.

El modelo estandar de dos etapas de la memoria ofrece una solucién ampliamente
aceptada a estas cuestiones (Marr, 1971; McClelland, McNaughton, y O'Reilly
1995). Asume dos almacenes de memoria separados, uno que aprende a un ritmo
rapido y retiene exclusivamente la informacion temporalmente, y el otro que
aprende a una velocidad lenta pero también muestra una baja tasa de olvido y
sirve como un almacén a largo plazo. La nueva informacion se codifica
inicialmente en paralelo, tanto en el almacén temporal como en el de largo plazo.
En los periodos posteriores de consolidacion, las huellas de memoria recién

codificadas se reactivan en repetidas ocasiones y por lo tanto se reorganizan
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gradualmente de tal manera que las representaciones del aprendizaje lento de
largo plazo se fortalecen. Por lo tanto, para evitar que se produzca interferencia en
la reactivacion y la redistribucién de los recuerdos, la consolidacion tiene lugar
durante los periodos fuera de linea, es decir, durante el suefio cuando no hay

demanda de codificacion.

Como previamente fue mencionado, la memoria declarativa se divide en la
memoria semantica que se refiere al conocimiento general y en la memoria
episodica que se refiere a los eventos individuales conscientemente
experimentados durante la vigilia. Las memorias semanticas, pueden ser
enteramente independientes del hipocampo, en contraste, las memorias o
recuerdos episédicos requieren continuamente de la funcion del hipocampo,
incluso después de afios de consolidacion (Nadel, Samsonovich, Ryan, y
Moscovitch 2000).

La consolidaciéon de la memoria a largo plazo puede ser analizada en dos niveles
de organizacion, consolidacion sinaptica y consolidacion de sistemas; la
consolidacion de sistemas es el proceso mediante el cual las representaciones
inicialmente codificadas en el hipocampo se redistribuyen de forma gradual entre
los diferentes sistemas corticales para la consolidacion de largo plazo. Mientras
que la "Consolidacion sindptica”, que implica el fortalecimiento de las
representaciones de memoria mediante modificaciones a nivel sinaptico, se refiere
a los cambios en las conexiones sinapticas localizados en los circuitos neuronales
gue codificaron la memoria (Dudai, 2004). Se ha propuesto que la consolidacion
de sistemas se lleva a cabo preferentemente fuera de linea durante el suefio,
porque este tipo de consolidacion implica la reactivacion de representaciones
recientes de la memoria para promover su redistribucion y almacén en el largo
plazo (Diekelmann y Born 2007). Por el contrario, la consolidacion sinaptica se

puede producir igualmente durante la vigilia.
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Suefio MOR y la consolidacion de la memoria

La idea de que el suefio es importante para la consolidacion y el procesamiento
de memorias recientes y remotas esta bien establecida. Basado en el trabajo
sobre roedores, la fase de suefio MOR es importante en el proceso de

consolidacion de la memoria.

Existe evidencia muy consistente sobre el papel del suefio MOR en la memoria,
esta evidencia fue proporcionada por estudios en animales (Pearlman C, 1987;
Poe GR, 2010; Portell Cortes, 1988 Smith C; 1985; Smith C, 1996; Smith C, 2011,
Vogel GW, 1975), mediante el uso de una gran variedad de tareas, incluyendo el
condicionamiento clasico (estimulos aversivos) y tareas reforzada con
recompensa. Un gran numero de estudios han revelado consistentemente
aumentos en el suefio MOR después de una sesién de aprendizaje en ratas,
ratones y gatos (Bloch V, 1977; Destrade C, 1978; Fogel S, 2002; Hennevin E,
1974; Lecas JC, 1976; Leconte P, 1973; Lucero MA, 1970; Portell-Cortés, 1989;
Smith C, 1974; Smith C, 1977; Smith C, 1991; Smith C, 1980).

La privacion de suefio parece afectar principalmente la formacion de la memoria
en tareas complejas, como por ejemplo en tareas de evitacion y laberintos
complejos, ya que estas tareas abarcan un cambio abrupto en el ambiente
habitual en que los animales se desenvuelven (Beaulieu I, 2000, Bloch V, 1977,
Dodge AM, 1980, Hars B, 1983, Hawkins J, 1980, Hennevin, 1977)

También se ha observado un aumento de suefio MOR especialmente en las
primeras horas después del aprendizaje, el aumento del suefio MOR se observo
sobre todo en las primeras horas después del aprendizaje, por el hecho de que el
registro era limitado a unas cuantas horas. Con sesiones de registro mas
prolongadas, se pudieron observar periodos de suefio MOR de mayor duracién
gue se produjeron hasta 4-6 dias después aprendizaje, muchas veces siguiendo
un patron ciclico (Ruch S, 2012). Este estudio se realizé en el laberinto acuatico
de Morris, el registro de suefio comenzo 2 h después de aprender y se registro

durante 22 horas continuas (Smith C, 1996). En otras tareas de evitacion, los
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aumentos de suefio MOR eran menos persistentes, en tareas de aprendizaje con
recompensas, los aumentos de suefio MOR comenzaron después de 4 horas y
persistieron durante 12 horas después (Smith C, 1977).

Un amplio ndmero de estudios en este contexto han sido criticados ya que
emplean el método de "maceta"(flower-pot) para privar al animal del suefio MOR.
En este procedimiento, la rata descansa en una pequefa plataforma, rodeada de
agua y, debido a la atonia muscular caracteristica del suefio MOR, el animal cae
en el agua siempre que se inicia esta fase de suefio (Born J, 2000, Fishbein W,
2000, Horne JA, 1984). Estos despertares inducidos son altamente estresantes y
perjudican el rendimiento de la memoria después (Quervain DJ, 2006). Sin
embargo, los efectos de la privacion del suefio MOR en la retencibn de memoria
han sido también demostrados con procedimientos menos estresantes tales como
levantar suavemente la cabeza del animal (Datta S, 2004), tocarlo suavemente
(Ishikawa A, 2006), o después de la supresion farmacolégica de suefio MOR
(Legault G. Y cols, 2004).

Aungue es menos clara que en ratas, algunas pruebas en humanos también han
observado un periodo de tiempo de suefio MOR critico en el procesamiento de la
memoria. En comparacion con los paradigmas de aprendizaje declarativos, tareas
con un fuerte componente de memoria procedimental parecen ser mas sensibles a

los efectos perjudiciales de la privacion de suefio MOR.

La comparacion de los efectos de la privacion del suefio MOR y la privacion del
suefio no-MOR en tareas con fuertes componentes de memoria de procedimiento
(fragmentacion verbal, Torre de Hanoi, bloque Corsitapping) y tareas de memoria
declarativa (reconocimiento verbal de palabras), Smith y Cols, 1993, encontraron
gue la privacion total de suefio MOR o privaciéon de los dltimos dos episodios de
sueilo MOR después del aprendizaje producen un deterioro selectivo en el
rendimiento en las tareas de memoria de procedimiento cuando son evaluadas

una semana después.
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Basandose en estos hallazgos, (Smith C. y cols, 1995) sugiere que en los seres
humanos, el suefio MOR est4 implicado en el procesamiento de la memoria de
procedimiento, mientras que el suefio MOR no juega ningun papel en la formacién
de recuerdos declarativos. Sin embargo, la privacion del suefio MOR tanto en
seres humanos, como en animales, han sido fuertemente criticada debido a los
posibles efectos causados por el estrés de la falta de suefio, en la formacion de la
memoria (Born J, Gais S, 2000).

Actividad eléctrica durante el suefio

Las etapas del suefio se caracterizan por ritmos especificos en los potenciales
de campo de la actividad cerebral. Las oscilaciones lentas neocorticales, los husos
talamo-corticales y SW-R (ondas rapidas asociadas con ondas afiladas) del
hipocampo se han asociado con los procesos de consolidacién de la memoria
durante la etapa de suefio de onda lenta. Adicionalmente existe evidencia de que
estos patrones de actividad podrian apoyar la reactivacion neuronal, asi como
promover la redistribuciéon de las representaciones de la memoria en sitios

neocorticales durante esta etapa del suefio.

Mientras que el ritmo theta y las ondas PGO han sido propuestos como patrones
de actividad implicados en los procesos de consolidacion dependientes del suefio
MOR que podrian participar en los cambios duraderos de la plasticidad sinaptica

durante esta etapa del suefio

Actividad theta

La actividad theta se describe como oscilaciones del potencial de campo local
en un intervalo de 4 a 12 Hz inicialmente observado en roedores, las cuales son
producidas por la actividad sincronizada de poblaciones neuronales (Siapas et al.,
2005). El patron de actividad theta hipocampal se presenta predominantemente

durante la conducta exploratoria activa y el suefio MOR (Winson, 1974; Kemp y
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Kaada, 1975; Buzsaki, 2002). La actividad theta del hipocampo expresada durante
fase de vigilia se le ha asociado con la formacion de la memoria. (Dragoi y
Buzsaki, 2006; Montgomery et al, 2008; Mizuseki et al., 2009).

Estudios en humanos, se ha asumido que el ritmo theta es generado por el
hipocampo (Klimesch W, y cols, 2001; L. Fuentemilla, 2010). Las corrientes
extracelulares que subyacen a las ondas theta son generadas principalmente por
la entrada entorrinal, la actividad propia del area de CA3 y las corrientes de Ca2*
en las dendritas de las células piramidales. Se ha sugerido que este ritmo es
critico para la codificacién / decodificacién temporal de informacion llevada a cabo
por grupos de neuronas activas, ademas de participar en la modificacion de los
pesos sindpticos. Diversas observaciones sugieren la participacion de las
oscilaciones theta en los procesos de plasticidad sinaptica (Buzséaki, 2002).

Por otra parte, en la fase de vigilia y en el sueiio MOR, se ha observado que la
actividad theta puede sincronizar a la actividad eléctrica de diversas regiones
cerebrales (O'Neill et al., 2013; Popa et al., 2010). Aunque los seres humanos
también muestran clara actividad theta hipocampal durante estados activos de
vigilia (Burgess y Gruzelier, 1997; Ekstrom et al, 2005; Lega et al, 2012) (Cantero
et al, 2003) y durante el suefio MOR (también observable en la neocérteza) (Cabo
et al, 2000; Nishida et al, 2009), no aparece existir una sincronizacion entre la
actividad theta del hipocampo y de la neocérteza (Cantero et al., 2003; Axmacher
et al, 2008).

En cambio, una banda més lenta ~ 3 Hz en humanos, referida como actividad
ritmica lenta (RSA) o theta lento se ha propuesto ser mas fisiolégicamente analoga
a la actividad theta de roedores (Moroni et al, 2007; Lega et al, 2012). De manera
similar a la actividad theta observada en roedores, el theta lento en humanos se
produce en el hipocampo durante la vigilia y el sueiio MOR (Moroni et al, 2007,
Lega et al, 2012). Una posible explicacion para la version de actividad theta mas
lenta en los seres humanos es el mayor tamafo del cerebro, ya que este puede
requerir oscilaciones mas lentas para desplazarse a distancias relativamente

grandes entre las distintas regiones del cerebro (Moroni et al., 2007).
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ANTECEDENTES

Se ha planteado la hipétesis de que el suefio MOR (movimientos oculares

rapidos) juega un papel importante en la consolidaciéon de la memoria.

Aunque el suefio es importante para la adquisicién y el rendimiento éptimo de
tareas aprendidas, su papel en la consolidacion de la memoria no esta claramente
comprobado. La funcién y el significado de los suefios siempre ha tenido una
fuente de misterio y fascinacién. Algunas civilizaciones antiguas vieron a los
suefios como una manera de adivinar el futuro. Al principio del siglo pasado fueron
vistos como mecanismos para el cumplimiento de deseos. Los primeros trabajos
llevaron a la sugerencia de que el suefio MOR era necesario para evitar
alucinaciones y enfermedades mentales, una idea inicialmente popular que fue
refutada por trabajos posteriores (Rechtschaffen, J. M, 2000). En la actualidad,
han surgido nuevas teorias y trabajos experimentales que examinan los vinculos

entre el suefio MOR y el aprendizaje.

Una mezcla de resultados positivos y negativos de estudios en seres humanos ha
llevado a muchos investigadores a sugerir que el suefio MOR puede no ser
importante para ciertos tipos de memoria, como la que se ha denominado
"explicita” o memoria "declarativa”. El suefio MOR seria por lo tanto excluido de
tener un papel importante en la consolidacién de la memoria declarativa, por el
contrario, en lo que respecta a la memoria "de procedimiento”, definida como el
rendimiento de habilidades percepto-motoras, se ha sugerido que es alterada por
la interrupcién del suefio MOR (Stickgold R y cols, 2000; Karni A. y cols, 1994; G.
M.y col, 2000).

Sin embargo, otros investigadores sugieren que el suefio MOR tiene un papel
clave en el aprendizaje de idiomas y en el aprendizaje emocional (De Koninck J. y
cols, 1996; Wagner U, 2001; Smith C. y col, 1991). La evidencia relevante para la
hipétesis del suefio- MOR en la consolidacion de la memoria abarca tres aspectos

generales. El primero es la evidencia de que el aprendizaje provoca un aumento
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en la duracion del suefio MOR. El segundo consiste en la evidencia que el
procesamiento de la memoria se produce durante el suefio MOR y el tercero
proviene de estudios que sugieren que, si el suefio MOR es evitado, los recuerdos

no se pueden consolidar. Cada tipo de evidencia es considerado a continuacion.

Evidencia del aumento de suefio MOR después del aprendizaje

La idea de que el aumento en la duracién del suefio MOR es generado por el
aprendizaje, se basa en la hipétesis que el aprendizaje requiere del aumento en la
cantidad de suefio MOR para la consolidacion de las nuevas memorias
codificadas, aunque no hay garantia de que la novedad de una nueva situacion
experimental produzca un aumento global sustancial en el aprendizaje (J. M.
Siegel, 2001).

El supuesto de que los niveles de estrés no estan correlacionados (positiva o
negativamente) con la naturaleza de la tarea de aprendizaje y con el éxito de los
animales en la tarea no esta comprobado en la mayoria de los estudios, ya que se
ha observado que el estrés provocado por las tareas de aprendizaje y la fatiga
debido a la privacion del suefio pueden afectar directamente a las funciones
cognitivas. Esta cuestion es especialmente preocupante, ya que se ha demostrado
que el estrés moderado, en ausencia de cualquier tarea de aprendizaje impuesto,
puede producir un marcado incremento en el suefio MOR (Gonzalez C, 1995.
Rampin C y cols, 1991), mientras que los niveles mas altos de estrés modifican el
suefio. La incapacidad de medir por separado el estrés y otras variables
emocionales hace que sea dificil determinar cual de estas, si las hay, estan

afectando el suefio MOR después del aprendizaje.

Algunos estudios en seres humanos han utilizado las gafas de prisma que
distorsionar el mundo visual. Tales dispositivos realizan una rotacion o inversion
de 90° en el angulo de vision del sujeto. Durante un periodo de dias, los sujetos

aprenden a adaptarse a estas gafas. El ajuste a estos cambios afecta a la mayoria
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de los aspectos de comportamiento en la vigilia, asi como también los
movimientos oculares rapidos, en una aproximacion inicial se llegé a la conclusion
de que tal experiencia producia un incremento en el suefio MOR (Zimmerman J,
Stoyva J, D. 1970), pero un estudio mas profundo usando un paradigma similar no
encontré dicho incremento (Allen S. R, Oswald I, Lewis S., 1972). En otro estudio
usando un diferente reordenamiento espacial se encontré un pequefio efecto en el
suefio, observando un aumento del 19-22% del tiempo total de suefio. A partir de
esta evidencia contradictoria es complicado llegar a una conclusion acerca de
cambios en la cantidad del suefio MOR después de una experiencia de

aprendizaje en los seres humanos.

Procesamientos de la memoria durante el suefio MOR

Varios investigadores han buscado evidencia que apoye la hipotesis de la
consolidacion de la memoria durante el suefio. La reactivacion de la actividad
neuronal observada durante episodios posteriores del aprendizaje podria ser
evidencia de procesos mnemonicos. Sin embargo, una reactivacion de eventos
neuronales en periodos de suefio MOR posteriores podria no ser parte de la
consolidacion. Ciertamente, tal repeticidn podria estar involucrada genéticamente
en el desarrollo neuronal y pueden tener un papel en la extincion de trazos de
memoria (Crick F, 1983; Newman E. A, 1965; Gaarder K., 1966.), o puede no
tener ningun papel en la plasticidad neuronal en lo absoluto.

Trabajos recientes han estudiado la actividad neuronal en el hipocampo de ratas
durante el suefio MOR en una busqueda de evidencia de su participacion en los
procesos mnemonicos. Uno de ellos (G. R. Poe y cols, 2000) analiz6 el disparo de
grupos de neuronas en el hipocampo. Las células fueron registradas
selectivamente durante la exploracion de un ambiente (el periodo de vigilia), ya
gue se conoce que estas células responden a la ubicacion especifica del animal
dentro de su ambiente (células de lugar) disparando en sitios especificos del

ambiente conocido y durante el periodo de suefio MOR posterior a la experiencia
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de exploracion, en este estudio encontraron una reactivacion durante el suefio

MOR de las neuronas que se habian activado durante la vigilia previa.

Formacién de la memoria en ausencia de suefio MOR

Un gran numero de los estudios han privado a los animales y los seres
humanos de suefio MOR después del entrenamiento. Jouvet descubrio que el
suefilo MOR se caracterizaba por una pérdida completa de tono muscular (M.
Jouvet, 1962), mientras que el suefio no-MOR podia ocurrir sin una completa
relajacion. Esta caracteristica puede ser explotada para privar a los animales de
suefio MOR (Vimont-Vicary P. y cols, 1966), aumentando el estado de vigilia y
perturbando el suefio MOR y permitiéndoles dormir durante el suefio no-MOR. Si
los animales experimentales, por lo general ratas, se limitan a una pequefia
plataforma rodeada de agua, estas empezaran a caer en el agua cuando

adquieran una postura relajada, lo cual obviamente las despierta.

Los animales con privacion de suefio MOR tienen una mayor restriccion en su
actividad motora, que puede ser muy estresante para el roedor (Horne J. A, 1984),
y el estrés por si mismo impide la recuperacién de la memoria (H. B. Cohen vy col,
1965). En la mayoria de los estudios, el seguimiento polisomnogréfico, el cual es
necesario para confirmar el éxito y la selectividad de la técnica de privacion, no se
ha hecho, aunque estudios previos pueden ser una referencia adecuada. La
privacion del suefio MOR tiene muchos efectos motivacionales y conductuales:
hiperfagia, hiperactividad, hipersexualidad, ansiedad, irritabilidad. (H. B. Cohen y
col, 1965), y se han reportado otros cambios (Vimont-Vicary P., 1966, Wyatt R. J y
cols, 1971. Dement W. C., 1960. Morden B., y cols, 1968).

Muchos estudios en animales han hecho uso de la técnica de privacién de suefio
en la plataforma. Algunos de los estudios reportan que la privacién del suefio MOR
bloguea la consolidacion de la memoria, mientras que otros no reportan ningun
efecto (Smith C, 1985, Horne J. A, 2000, Mc Grath M. J., 1978). El fracaso de la
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privacion de suefio y por consecuencia la consolidacion de la memoria se ha
atribuido a la naturaleza de la tarea, algunos autores concluyen que sélo las tareas
méas complejas requieren del suefio MOR para la consolidacion de la memoria. La
mayoria de los estudios han utilizado la privacion del suefio MOR inmediatamente
después de aprender una tarea, incluidos los estudios que tienen tanto un
reforzador positivo, como negativo. Otros estudios han descrito mejores resultados
si la privacion de suefio MOR ocurre en una ventana de tiempo especifica (J. M.
Siegel, 2001), aunque incluso en esta situacion, se han producido tanto resultados
positivos como negativos. Una técnica de privacion menos estresante de suefio
MOR fue desarrollada en la que un suave movimiento de balanceo se utiliza para
interrumpir el suefio MOR en ratas (van Hulzen Z. J. M., 1982). Con este
procedimiento, se utilizd la misma tarea conductual ejecutada con la técnica de
privacion en la plataforma, los resultados obtenidos no mostraron deficiencias en
el aprendizaje, por lo cual se sugirié que el estrés provocado por la pérdida del
suefio MOR, fue la variable critica.

Los primeros estudios de la privacion del suefio MOR y la privacion total de suefio
en los seres humanos se centraron sobre las consecuencias fisiolégicas y
emocionales del procedimiento de privacion de suefio, con pocos informes de
alteraciones en el funcionamiento intelectual (Kleitman N, 1963). El primer estudio
(Karni A., y cols, 1994) mostré que la privacién del suefio MOR impedida el
aprendizaje de la tarea, y que la privacion del suefio no-MOR interferia con el
rendimiento de una tarea previamente bien aprendida. Estos resultados fueron
interpretados como indicativo de que el suefio MOR y no-MOR diferian en su
capacidad para mantener la tasa de mejora que se produce en vigilia y que el

suefio es "absolutamente necesario” para la mejora en el rendimiento.

Durante mucho tiempo la privacion del suefio de movimientos oculares rapidos
(MOR), ha sido utilizada para estudiar el papel del sueiio MOR en el aprendizaje y
los procesos de memoria. Puesto que se ha planteado la hipétesis de que el
sueifilo MOR promueve el aprendizaje y la memoria facilitando la consolidacion de
la informacion recién adquirida en el almacenamiento a largo plazo (Maquet 2001,
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Siegel 2001; Hobson y Pace-Schott 2002). En roedores, la evidencia de esta
hipotesis se basa en observaciones fisiologicas y los hallazgos méas recientes
sugieren que la modulacién del suefio MOR en los procesos de memoria
dependen de los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a formas de
la plasticidad sinaptica, tales como potenciacion de largo plazo (Benington y Frank
2003).

En un estudio reciente, Pascal Ravassard y col (2015) evaluaron el papel del
sueilo MOR en el aprendizaje mediante la tarea de condicionamiento contextual al
miedo (CFC), asi como en los procesos de plasticidad sinaptica como la PLP
(potenciacién de largo plazo) y en la expresion de genes asociados a la plasticidad
como Egrl/zif268 después de 4h de privacion del suefio MOR (PSM).

En el CFC las ratas se colocaron en una camara de condicionamiento (40 x 40 x
60 cm) y se les permiti6 explorar libremente durante 4 minutos antes de la
aparicion del estimulo no condicionado (descarga eléctrica en las patas). EI CFC
se evalué 24 h después del entrenamiento para evaluar la adquisicidon o
consolidacion. Durante la evaluacion del aprendizaje, se re-expuso al animal a la
camara de condicionamiento (contexto), durante 6 minutos consecutivos sin
entrega de descarga. EI comportamiento de congelacién, que se define como una
ausencia total de movimiento, se evalué antes y después del entrenamiento, asi
como durante la fase de prueba. Se encontré que los animales con privacion de
suefio MOR (PSM), mostraron una reduccién significativa en el rendimiento de la
memoria (expresada como el porcentaje de tiempo pasado en congelacion)
cuando se re-expusieron en la camara de condicionamiento 24 h después de la
formacion de la memoria al miedo en comparacion con los animales sin privacion

del suefo.

También se tratd de determinar como el suefio MOR podria regular la plasticidad a
nivel celular. Esto se evalu6 mediante técnicas de inmunofluorescencia que
determinaron la expresién del gen temprano Egrl (también conocido como Zif268,
Krox-24, NGF1-A, Zenk). El gen EQrl/Zif268 se le ha atribuido un papel en la
plasticidad y en la memoria de largo plazo (Bozon et al. 2002), este gen
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incrementa su expresion en el hipocampo y neuronas neocorticales en episodios
posteriores al suefio MOR después de la exploracion de un medio ambiente
novedoso o de la induccién de la PLP hipocampal (Ribeiro et al. 1999, 2002).

Esta bien demostrado que la adquisicién y la consolidacion de CFC requiere del
hipocampo dorsal (Phillips y LeDoux 1992, 1994; Sanders et al. 2003) e implica
mecanismos de la plasticidad sinaptica a largo plazo que requieren la activacion
de las cinasas PKA y ERK-MAPK (efector de la via ERK-MAPK) (Abel et al. 1997;
Sindreu et al. 2007). Por lo cual, Ravassard y col, 2015 examinaron el efecto de
PSM en la induccién de LTP en CAl y expresion del gen Egrl/Zif268. Ellos
encontraron que la induccién de LTP en CA1l se vio muy disminuida después de la
PSM, asi como también la expresién del gen Egrl/Zif268. Este resultado esta de
acuerdo con estudios anteriores que muestran que la prolongacion de PSM
perjudica PLP en CAL en el hipocampo dorsal (Mc Dermott et al. 2003; Ravassard
et al. 2009).

Estos estudios sefialan una funcién especifica del suefio MOR en la memoria y la
plasticidad sinaptica del hipocampo, adicionalmente, encontraron que un aumento
en la cantidad de suefio MOR facilita el rendimiento de la memoria y restaura la
plasticidad sinaptica provocada por la PSM, mientras que una disminucién del

suefio MOR reduce el rendimiento de la memoria y la plasticidad sinaptica.

En general, estos datos sugieren que el deterioro en la consolidacién de CFC visto
después de la PSM es causado por una alteracion de la plasticidad sinaptica del
hipocampo y sus resultados sugieren que el suefio MOR podria ser un regulador
clave de la plasticidad dependiente del hipocampo y la memoria emocional.

En otro estudio aparte, Boyce. (Boyce R. et al, 2016) demostr0 que las
oscilaciones theta del hipocampo son criticas para la formacion de la memoria
durante la fase de suefio MOR. El patron de actividad theta del suefio MOR, en
comparacion con el ritmo theta presente en la exploracién durante la vigilia,
favorece el procesamiento fuera de linea en el giro dentado y las regiones CA3 del

hipocampo, y promueve la sincronizacion de rafagas cortas entre la region CAl y
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las regiones neocorticales (Montgomery S.M, Sirota A, Buzsaki G, 2008). Estos
pequefios momentos de actividad sudper-sincronizado concurren durante la
apariciéon de las ondas pontinas, implicadas previamente en la consolidacion de la
memoria (Datta S, Mavan;ji V, Ulloor J, Patterson E. H, 2004).

Boyce y cols, (2016) utilizaron dos paradigmas de aprendizaje dependientes del
hipocampo para probar el papel de la actividad theta de suefio MOR en la
consolidacion de la memoria. Uno fue el reconocimiento de objetos novedosos,
(prueba que se utiliza ampliamente para estudiar modelos de memoria en el
roedor), la tarea se basa en el impulso natural para explorar la novedad; cuando
un ratén regresa a un ambiente familiar, éste presta mas atencion a objetos
nuevos en comparacion a los objetos familiares que estuvieron presentes en las

visitas anteriores.

Boyce y sus colaboradores usaron técnicas optogeneticas, para silenciar
selectivamente a las neuronas liberadoras de acido y-aminobutirico del septo
medial (MS-GABA) para reducir la potencia theta en el hipocampo. Ellos
encontraron que la supresion de la actividad de las neuronas MS-GABA en todos
los episodios el suefio MOR durante la ventana critica de consolidacion, es decir 4
horas después del entrenamiento afecta la tarea de memoria de reconocimiento
de objetos. Los autores observaron que los animales que recibieron el
silenciamiento de las neuronas MS-GABA en periodos fuera del suefio MOR
mostraron un rendimiento normal, al igual que los ratones en los grupos control,
los cuales no recibieron el tratamiento, en comparacién el grupo tratado con el
silenciamiento selectivo de MS-GABA durante el suefio MOR mostr6 una

deficiencia en la capacidad para reconocer los objetos novedosos.

El otro paradigma utilizado el trabajo de Boyce, se basé en el miedo condicionado
para evaluar el papel de la actividad theta durante el suefio MOR en el
procesamiento de las memorias dependientes de la funcion hipocampal que
incluyen carga emocional (Pace-Schott E. F, Germain A, Milad M. R, 2015). Los
ratones recibieron choques eléctricos de baja intensidad emparejados con

estimulos auditivos de referencia en cadmaras de pruebas distintas, y su tarea
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consistia en recordar las circunstancias de la experiencia negativa un dia después
del entrenamiento. Al regresar a la misma camara o al escuchar la sefial auditiva
en un nuevo entorno al dia siguiente, los ratones normales y lo ratones de los
grupos de control mostraron mayor congelacion. Sin embargo, si las neuronas MS-
GABA fueron silenciadas durante el suefio MOR después del aprendizaje, los
ratones reaccionaron solamente a la sefal auditiva, pero mostraron menos
congelacion en la camara del contexto, lo que indica un deterioro en la

consolidacion de la memoria del hipocampo.

En resumen, estos datos proporcionan evidencia concluyente del papel de la
actividad theta presente durante el suefio MOR en el proceso de consolidacion de

la memoria espacial y contextual.

Como se ha mencionado anteriormente, existe evidencia donde se ha demostrado
que la consolidacion de la memoria es afectada si se interrumpe el suefio MOR o
con los patrones de actividad oscilatoria del hipocampo que ocurren durante el
suefio o estados de vigilia que preceden la experiencia de aprendizaje de tareas
de memoria. En el presente trabajo nosotros nos preguntamos como el patron de
actividad theta generado durante la fase de suefio MOR puede estar
contribuyendo al proceso de consolidacién de las nuevas memorias. Para este
objetivo, se registré la actividad oscilatoria durante suefio MOR a través de los

dias de aprendizaje de una tarea de memoria espacial.

Con base en la evidencia acerca del papel de la actividad theta del suefio MOR en
el proceso de consolidacion, en este trabajo se sugiere que pueden existir
cambios en frecuencia y/o acoplamiento de los generadores theta hipocampales
gue pueden sustentar el proceso de consolidacion de las memorias recientemente
adquiridas. Adicionalmente, de acuerdo a trabajos previos, se espera que el

aprendizaje genere cambios en la arquitectura del suefio MOR.
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HIPOTESIS

La consolidacion de una memoria espacial involucrara cambios en el perfil de la
actividad eléctrica oscilatoria hipocampal. Especificamente, los circuitos intra-
hipocampales expresaran cambios en potencia relativa y acoplamiento en
frecuencia theta (4-12 Hz) durante episodios de suefio MOR presentes en la
ventana temporal critica para la consolidacion de la memoria, ademas los
episodios de suefio MOR sufrirAn cambios en duracién y/o numero de eventos

durante el periodo de consolidacion de la memoria espacial.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Evaluar el perfil de la actividad eléctrica de los circuitos intrahipocampales

durante el periodo de consolidacion de la memoria espacial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la duracién del estado de suefio MOR durante el periodo de

consolidacion de la memoria espacial.
e Determinar los patrones de actividad eléctrica en el estado de suefio MOR

a través del andlisis de potencia y coherencia durante el periodo de

consolidacion de la memoria espacial.
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MATERIAL Y METODOS

Animales experimentales

Se utilizaron seis ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 4-5 meses de
edad con un peso de 450 a 500 gr. Todos los experimentos se realizaron de
acuerdo con la guia y lineamientos del Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos de América; asi como con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
para el mantenimiento cuidado y uso de animales de laboratorio. El protocolo de
este trabajo fue aprobado por el Comité de Investigacién y Etica del Instituto
Mexicano del Seguro Social, México. Las ratas se mantuvieron en condiciones
estandar de bioterio, con ciclos de luz-oscuridad 12 hrs/12 hrs, temperatura
controlada a 22 + 2 ° C, la comida y el agua estuvieron disponibles. Todos los

experimentos se realizaron durante el periodo de luz, a partir de las 9:00 AM.

Figura 8. Rata Sprague-Dawley macho.
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Construccion de electrodos

Para registrar las oscilaciones theta del hipocampo en sus distintos estratos, se
construyo un arreglo de ocho electrodos de alambre de nicromo (25 micrémetros
de diametro) montados dentro de una canula guia. Los electrodos fueron
alineados y sus puntos de registro espaciados 180 micrémetros con el fin de cubrir
los siguientes estratos hipocampales: piramidal de CAl (spCAl), radiado (SR),
lacunosum-Molecular (SML), piramidal de CA3 (spCA3).

Figura 9 - Esquema del arreglo de ocho electrodos implantados en el hipocampo.

Procedimientos quirargicos para el implante de electrodos

Cada rata se anestesio con una solucion de ketamina (50 mg / kg, IM) y
pentobarbital sédico (60 mg / kg, IP) y se colocé en un instrumento estereotaxico
(AnyAngle, Stoelting). El cuero cabelludo fue desinfectado con solucion de yodo y
se aplico el anestésico local (lidocaina) sobre la piel antes de la incision quirargica.
La piel se separ6 suavemente del craneo, con la superficie del craneo expuesta se
realiz6 una craneotomia sobre el hueso suprayacente al hipocampo dorsal
derecho para implantar a permanencia un dispositivo con un arreglo de electrodos
(HPC, 3,8 mm posterior y 2,7 mm lateral al bregma). La matriz de electrodos se
hizo descender lentamente hasta su posicion definitiva bajé a 3,8 mm de la

superficie del craneo.
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Se insert6 un tornillo en el craneo, por encima del cerebelo para ser utilizado como
electrodo de referencia y tierra. Adicionalmente se implantaron dos electrodos en
los masculos profundos de la nuca para registrar su actividad electromiogréfica.
Después de la cirugia las ratas se mantuvieron en una sala de recuperacion bajo

el cuidado estandar durante 15 dias.

Figura 10. Posicion anatdmica de bregma.

Registros polisomnograficos

Una semana antes del inicio de los registros de suefio, las ratas fueron
habituadas en cajas especiales aisladas del ruido y la luz exterior, las cajas se
acondicionaron con una ladmpara para mantener las condiciones estandar de
bioterio luz/obscuridad, también estuvieron disponibles el agua y la comida,
posteriormente hubo otro periodo de habituacién; durante dos dias en los cuales
se conectd un cable de registro al dispositivo con los electrodos en la cabeza del

animal.

Una vez concluida la etapa de habituacion, se iniciaron los registros del suefio
durante seis dias, en el primer dia denominado BASAL 1, se registro la actividad
eléctrica durante 8 horas continuas de 9:15 hrs hasta las 17:15 hrs. Para descartar
efectos en la actividad del suefio MOR asociados con la exploracion de un

ambiente novedoso o al acarreo del animal desde su caja de suefio al cuarto de
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conducta (habitacién en la que se ejecutd la tarea de memoria en los dias
posteriores) se realizo el registro de un segundo dia denominado BASAL 2 en el
que ademas del registro en la caja de suefio se incluy6 una etapa de registro en el
laboratorio de conducta, para lo cual, dos horas después (11:15 AM) del inicio del
registro en la caja de suefio, se desconecto el cable de la cabeza del animal para
transportar al sujeto en una caja individual hacia el laboratorio de conducta donde
se le permitio explorara el ambiente libremente durante 20 minutos, pasado ese
tiempo, se regresé a la caja de suefio y se registro la actividad eléctrica por un
periodo de 5 horas, este periodo, se consider6 como etapa basal post-
exploracion. Los dias 3, 4, 5y 6; todos los experimentos comenzaron a las 9:15
AM (pre-aprendizaje), los animales se llevaron al laboratorio de conducta para que
realizaran la tarea de aprendizaje en el laberinto acuéatico de Morris, dos horas
después del inicio del registro (11:15 AM), una vez terminada la tarea, se
regresaron a sus cajas de suefio para registrar el suefio MOR durante el periodo
de consolidacién de la memoria (5 horas post-aprendizaje). Todos los animales

fueron evaluados de la misma manera para evitar en lo posible variabilidad en los

resultados.

Figura 11- Rata experimental en la caja de
registro de suefio.




PROTOCOLO EXPERIMENTAL

RECUPERACION HABITACION EN HABITUACION AL
CIRUGLA [15 DIAS) LA Cala DE CABLE (2 DIAS)
SUERIO [T DIAS)

DA BASAL 1

REGISTRO BASAL (8 HORAS CONTINUAS)

DIA BASAL 2

PRE-APRENDIZAJE HABITUACION POST-APRENDIZAJE
(2 HORAS) {20 MINUTOS) {5 HORAS)

DIA 3, 4, 5Y & MORRIS

PRE-APRENDIZAJE APRENDIZAJIE POST-APRENDIZAJE
(2 HORAS) (1HORA) (5 HORAS)

Figura 12- esquema del protocolo experimental.

Procedimientos de registro

Durante la fase de suefio, las sefales electrofisioldgicas, provenientes de los
electrodos a través del cable de registro se amplificaron (100x) mediante una
tarjeta preamplificadora de 8 canales, la sefial obtenida fue enviada hacia un
sistema de registro de EEG NEURODATA ACQUISITION SYSTEM, modelo P122,
ASTROMED INC, GRASS. La seial fue digitalizada con un software POLIVIEW.
Todos los eventos de suefio MOR fueron importados y almacenados en MATLAB

(MathWorks, Inc.) (Delorme y Makeig, 2004) para su posterior analisis.

En la fase de ejecucion de la tarea memoria en el laberinto acuético de Morris, la
sefal electrofisiol6gica fue preamplificadas (1X) con un “headstage” Neurotek de 8
canales; para evitar posible cortocircuito al contacto con el agua durante la
ejecucion de la tarea de memoria, los conectores y el “headstage” fueron
protegidos con una capa de silicon y parafilm. La sefial fue enviada a través de un

dispositivo conmutador motorizado (Neurotek - IT) hacia un sistema de registro de
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EEG donde se amplifico (1000X) y se filtro (1-6000 Hz) con un amplificador Grass
modelo 15A54. La sefal fue digitalizada a 25 KHz con un sistema de adquisicion
de datos Datawave Technologies. El potencial del campo local fue sub-

muestreado a 1.2 KHz.

Protocolo de conductay registro

La prueba de conducta se llevo a cabo en el laberinto acuéatico de Morris, en un
tina circular de 1.5 m de didmetro y 50 cm de altura. El nivel del agua fue fijado a
la mitad de la altura total de la tina para que los animales de experimentacion no
pudieran escapar del laberinto trepando por las paredes. El agua fue tefiida de
azul por la adicion de violeta de genciana y mantenida a 25 °C. El laboratorio
donde se encontraba el laberinto contenia sefiales visuales extralaberinto con las
cuales los sujetos podian realizar una representacion del ambiente mediante las
sefales espaciales disponibles. La tina circular fue dividida virtualmente en cuatro
cuadrantes iguales, dentro de uno de los cuales se colocé una plataforma circular
de 9 cm de didmetro sumergida 2 cm por debajo de la superficie. La relacion del
area de busqueda (area de la superficie del agua en la tina) con el tamafio del
objetivo (plataforma) fue de 280, lo que garantiza una dificultad éptima en la tarea
para evaluar la funcion del hipocampo en el aprendizaje espacial (Voorhees y
Williams, 2006).

Camera
Y -

Visual
= / Cue ®

Figura 13- Esquema del laberinto acuatico de Morris.
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La prueba del laberinto acuético se realizé durante cuatro dias, con seis ensayos
por dia. En cada ensayo se le permitio al sujeto experimental buscar la plataforma
un tiempo maximodel minuto, el intervalo inter-ensayo fue de dos minutos.
Inicialmente, el animal fue colocado en el interior del laberinto en un sitio al azar
junto y de frente a la pared, se le permitio nadar libremente hasta encontrar la
plataforma o hasta que transcurra un minuto. Para los ensayos sucesivos, el
sujeto fue liberado desde diferentes sitios del laberinto elegidos al azar, si el
animal logré encontrar la plataforma se le permiti6 permanecer sobre esta durante
15 segundos; si no fue asi, al final del minuto se le sujetd gentilmente y fue guiado
a la plataforma en la que permanecio durante 15 segundos; pasado este periodo,
el animal fue llevado a una caja de mantenimiento durante el inter-ensayo (2
minutos). Se midio la latencia de escape, y la distancia recorrida en la busqueda
y/o localizacién de la plataforma como indicadores de aprendizaje, adicionalmente
se obtuvo la velocidad de nado. Estos pardmetros fueron calculados mediante el

software VideoBench.

Durante la prueba de conducta, los registros electrofisioldgicos se realizaron en
dos condiciones, en periodos cuando el animal caminaba en la caja de
mantenimiento antes de la tarea (grabacién de linea de base) y durante el

desemperio de la tarea en el laberinto acuéatico de Morris (etapa de nado).

Figura 14- Rata en la caja de mantenimiento en el
cuarto de registro.
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Al final de los experimentos, las ratas fueron sacrificadas con una inyeccion letal
(pentobarbital sédico 60 mg / kg, via IP), se extrajeron los cerebros, y la posicion
de los electrodos fue verificada histolégicamente mediante la técnica de tincion

con violeta de cresilo.

Analisis de los datos

Se utilizo el software Poliview para transformar los archivos a formato de texto
(archivos txt) tomando Unicamente los segmentos correspondientes al suefio
MOR. El suefio MOR fue identificado fuera de linea, por la inmovilidad del animal,
las caracteristicas del EMG y de las imagenes en video. Todos los segmentos de
suefio MOR fueron importados en MATLAB (Mathworks, Inc.), para eliminar los
artefactos se utilizo el software EEGLAB (Delorme y Makeig, 2004). El analisis del
potencial del campo local se llevé a cabo utilizando programas personalizados
adaptados de la biblioteca Matlab escrito por Ken Harris, disponible en:
http://osiris.rutgers.edu/Buzsaki/software. La potencia de las oscilaciones theta fue
calculada mediante andlisis de densidad espectral de potencia utilizando el
método periodograma de Welch, los valores de coherencia entre los estratos
intrahipocampicos fueron calculados como la funcibn de la magnitud de
coherencia. Debido a que la funcién de coherencia es una medida que refleja una
asociacion lineal entre dos sefales, esta puede ser considerada como una medida
que proporciona informacion acerca de las interacciones funcionales entre las

regiones del cerebro.

El analisis espectral se llevd a cabo en ventanas de 2 s para garantizar una
resolucién de frecuencia theta de 0.5 Hz. La potencia absoluta de toda la banda

theta (4-12 Hz) se convirtio a potencia relativa (PR) en bines de 0.5 Hz.
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RESULTADOS

Con el objetivo de verificar que la posicion de los electrodos implantados en el
hipocampo derecho de la rata estuvieran en el sitio correcto, se procesaron todos
los cerebros mediante la técnica de inclusion en parafina, una vez que estuvieron
incluidos, estos fueron cortados en un micrétomo con un grosor de 20 micras,
posteriormente todos los cortes fueron tefiidos mediante la técnica con violeta de
cresilo (Fig.15). La posicion del arreglo de electrodos fue verificado mediante un

microscopio optico.

Itrrreral 3 men - " Wi A0 e

Figura 15- Derecha; microfotografia de un corte coronal del hipocampo derecho, nétese el trazo del
electrodo. Izquierda; corte coronal del hipocampo tomado de paxinos y Watson.

A continuacion se muestra un segmento (10 segundos) de la actividad theta
caracteristica del suefio MOR (Fig. 16), en los cuatro estratos hipocampales

analizados.
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Figura 16- trazo de la actividad theta en los cuatro estratos hipocampales registrados durante el suefio MOR.
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Analisis de conducta

Este andlisis se realizé con el objetivo de evaluar el desempefio de los animales
experimentales en la tarea de aprendizaje del laberinto acuatico de Morris. En
cuanto a la distancia se realiz6 ANOVA de medidas repetidas de una via (factor
tiempo) (Fs,15= 62.97, p<0.0001) y un analisis post hoc de Bonferroni, mostro una
disminucién significativa de la distancia a través de los dias de aprendizaje, es
decir, que los animales utilizaron rutas mas directas para llegar a la plataforma de
escape, la disminucion en la distancia recorrida para llegar a la plataforma de
escape indica claramente gque los animales experimentales aprendieron a resolver
la tarea exitosamente. Respecto a la velocidad; también se realizo un ANOVA de
medidas repetidas de una via (F315= 3.361, p=0.2429); un analisis post hoc de
Bonferroni no mostro diferencias significativas a través de los dias de aprendizaje,

la velocidad se mantuvo constante todos los dias de prueba (Fig. 17)
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Figura 17- A) Distribucién de la distancia recorrida para llegar a la plataforma de escape, (cm). P<0.0001. B)
Velocidad utilizada para resolver la tarea de aprendizaje, (cm/s). p=0.2429. (n=6).
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Andlisis de la arquitectura del suefio MOR posterior a la ejecucién de la tarea
de memoria espacial

Con el objetivo de evaluar si la experiencia de aprendizaje modifica las
caracteristicas del suefio MOR a través de los cuatro dias de entrenamiento, se
analizé la duracion total de los episodios de suefio MOR ocurridos dentro de las
primeras 4.5 horas después de la prueba experimental en los dias de
entrenamiento y en la condicion basal. En este analisis Unicamente se incluyeron
aquellos episodios que aparecieron después de someter al animal a la tarea de
aprendizaje, es decir, durante la etapa de consolidacion de la memoria. Para
determinar si existen cambios en la cantidad de tiempo extendido en suefio MOR,
se realiz6 ANOVA de medidas repetidas de una via (factor tiempo) el analisis
mostro diferencias significativas en el tiempo total que el animal permanecio6 en la
fase de suefio MOR (F4,20=6.222, p=0.0020). El analisis de Tukey post hoc mostro
una disminucién en el tiempo total de suefio MOR en el dia uno respecto a la
condicién basal, asi como un aumento el tiempo total de suefio MOR en el dia
cuatro con respecto al dia uno de aprendizaje (Fig. 18).
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Figura 18- Distribucién del tiempo total de suefio MOR durante la etapa de consolidacion. Se muestra el
tiempo total de suefio MOR a través de los dias de aprendizaje y la condicién basal, expresado en minutos. *
p<0.05 (Comparacion entre la condicion basal y el dia uno de aprendizaje). + p<0.05 (Comparacion entre los
dias uno y cuatro de aprendizaje).
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También se realizé un analisis del numero de episodios MOR que aparecieron
después del aprendizaje durante la etapa de consolidacion de la memoria, con el
objetivo de evaluar si en esta etapa se producen cambios en el nimero de
eventos MOR. En este andlisis se incluyeron todos aquellos eventos que
aparecieron durante las primeras 4.5 horas posteriores a la experiencia
conductual. EI ANOVA de medidas repetidas de una via (factor tiempo), mostré
diferencias significativas en el nimero de episodios que aparecieron después del
aprendizaje (Fa20 = 4.881, p=0.0065). El analisis de Tukey post hoc mostré una
disminucién en el numero de eventos de suefio MOR en el dia uno de aprendizaje

respecto a la condicién basal.

25~

# de eventos MOR

Figura 19. Distribucion del nimero de eventos de suefio MOR después del aprendizaje. Se muestra el
namero de eventos MOR a través de los dias de aprendizaje y la condicién basal. *p<0.05 (comparacion entre
la condicién basal y el dia uno de aprendizaje).
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Por dltimo, en cuanto a arquitectura global del suefio se refiere, se realizd6 un
andlisis adicional con el objetivo de evaluar si cada uno de los episodios de suefio
MOR que aparecieron después del aprendizaje se modificaba en cuanto a su
duracion. El analisis estadistico utilizado fue un ANOVA de medidas repetidas de
una via (factor tiempo), los resultados no mostraron diferencias significativas en la
duracion de los eventos de suefio MOR a través de los dias de aprendizaje (Fa,20=
2.228, p=0.1024). Por lo cual esta evidencia sugiere que los episodios de suefio
MOR mantuvieron una duracion promedio y el aprendizaje no modific6 su

duracion.

150+

Duracion de evento MOR

Figura 20. Distribucion de la duracién de cada uno de los eventos de suefio MOR, expresado en minutos. No
se encontraron diferencias significativas en la duracion de los episodios de suefio MOR a través de los dias de
aprendizaje, p=0.1024.
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Potencia relativa de la actividad theta en suefio MOR de cinco horas de
registro en la condicién basal

Con el objetivo de determinar si existen cambios en la potencia relativa de la
actividad theta registrada durante el suefio MOR a través de los dias en cuatro
estratos del hipocampo (piramidal CAl, radiado, piramidal CA3 y lacunoso-
molecular) en condiciones basales, se analiz6 la actividad theta del suefio MOR en
dos dias antes de iniciar la prueba de aprendizaje. En el dia dos de la condicion
basal las ratas fueron colocadas en el ambiente donde se llevarian a cabo las

pruebas de aprendizaje.

El ANOVA de medidas repetidas de dos vias con los factores dia y frecuencia no
mostraron cambios en potencia relativa en ningun estrato analizado: St. PirCA1
(estrato piramidal CAl) (Fi668=0.9111, p=0.5602), St. Rad (estrato radiado)
(F16,85=0.3916, p=0.9813), St. Lac-Mol (estrato lacunoso-molecular) (Fie6,85=1.066,
p=0.3998) y St. PirCA3 (estrato piramidal CA3) (F16,85=0.8990, p=0.5726) (Fig. 21).
Lo cual refleja que la actividad oscilatoria no cambia en condiciones basales a
pesar de la manipulacion conductual realizada en el dia dos. Esto demuestra que
la exploracion del ambiente donde se llevaria a cabo la tarea y la manipulacion
conductual no fueron suficientes como para generar cambios en la actividad

eléctrica en los diferentes estratos del hipocampo.
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Figura 21. Distribucién de la potencia relativa de la banda theta registrada en los estratos del hipocampo en

los dias uno y dos de la condicién basal.
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Potencia relativa de la actividad theta de suefio MOR en la condicion de
aprendizaje espacial.

Para evaluar si el aprendizaje espacial genera modificaciones en la actividad
oscilatoria del hipocampo durante el periodo de consolidacién posterior a la tarea
de aprendizaje, se analizo la actividad theta del suefio MOR que ocurrié después
de la ejecucion de la tarea de aprendizaje durante los cuatro dias de la prueba. Se
realiz6 ANOVA de medidas repetidas de dos vias (factores dia x frecuencia) para
cada estrato. Los resultados mostraron diferencias significativas en todos los
estratos hipocampales; St. PirCALl (F so,340= 2.789, p < 0.0001), St. Radiado (F
go.425= 1.564, p = 0.0029), St PirCA3 (F so425= 2.783, p=0.0003) y St lacunoso
molecular (Fso,425= 1.945, p < 0.0001), (Fig. 22). La potencia relativa de la banda
theta en los cuatro estratos hipocampales sufri6 modificaciones a través de los

dias de aprendizaje.

El andlisis pos-hoc mostr6 modificaciones en la PR de las diferentes frecuencias
de la banda theta a través de los dias de aprendizaje; en el St. PirCAL, en el dia
uno de la tarea de aprendizaje las frecuencias rapidas (7.0-8.0 Hz) disminuyeron
su PR en comparacion con el dia cuatro (p< 0.05). Respecto a la condicion basal,
el dia uno de la tarea de aprendizaje expresé una disminucion en la PR de las
frecuencias 7.5-8.0 Hz (p< 0.05), asi como también en el dia cuatro se observo
una diminucién en la PR de la frecuencia 8.0 Hz (p< 0.05). Lo cual demuestra una
disminucién en la PR de frecuencias rapidas en la fase de adquisicion temprana
de la tarea de aprendizaje con respecto a la condicion basal y a la fase de

aprendizaje tardio expresado en el dia cuatro (Fig.22)

En el St. Radiado, el dia uno de la tarea de aprendizaje las frecuencias rapidas
(7.0-8.0 Hz) disminuyeron en PR en comparacion con el dia cuatro (p<0.005).
Respecto a la condicion basal, el dia uno expreso una disminucion en la PR en la
frecuencia de 8.0 Hz (p<0.005), mientras que en el dia cuatro un incremento en la
PR en la frecuencia de 7.0 Hz fue observado (p<0.005).Los cambios en PR

durante el aprendizaje son marcados como un predominio de frecuencias lentas
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en el dia uno y de frecuencias rapidas en el dia cuatro respecto a la condicion
basal (Fig. 22).

En el St. PirCAS3, el dia uno se presentd una disminucion de la PR en las
frecuencias rapida de 7.5-8.0 Hz en comparacion con el dia cuatro (p<0.005).
Respecto a la condicién basal, el dia uno de la tarea de aprendizaje mostro una
disminucion en la PR en las frecuencias 7.5-8.0 Hz (p<0.005) y una disminucién

en la PR en la frecuencia de 8.0 Hz durante el dia cuatro (p<0.005) (Fig. 22).

El estrato Lacunoso molecular fue la region que expresd los cambios mas
notables; en el dia uno de la tarea de aprendizaje un incremento en la PR en la
frecuencia lenta de 6.0 Hz y una disminucion en la PR en las frecuencias rapidas
de 7.0-8.0 Hz (p<0.005) fueron expresados respecto al dia cuatro. En los cambios
con respecto a la condicion basal se observé una disminucién en la PR de las
frecuencias de 7.5-8.0 Hz en el dia uno, y un aumento en la PR en las frecuencias
de 7.0-7.5 Hz (p<0.005) en el dia cuatro de la tarea de aprendizaje (Fig. 22).
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Figura 22. Distribucién de la potencia relativa de la banda theta registrada en los estratos del hipocampo en la
fase de suefio MOR durante cinco horas posterior a la ejecucién de la tarea conductual en los dias uno y
cuatro de la tarea de aprendizaje y en la condicidn basal, (*= p<0.05 Dia uno vs dia cuatro de aprendizaje), (&
= p<0.05 dia uno de aprendizaje vs Condicion basal), (+ = p<0.05 dia cuatro de aprendizaje vs Condicién

basal).
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Potencia relativa de la actividad theta de suefio MOR en la condicién de
aprendizaje espacial correspondiente a la primera ventana temporal de
suefio

Con el objetivo de evaluar si los cambios observados en la PR se mantuvieron
estables durante toda la ventana de suefio MOR, es decir durante las cinco horas
de registro, tiempo en el cual se ha reportado que ocurre la consolidacion de la
memoria, el registro del suefio MOR expresado después de la ejecucion de la
tarea de aprendizaje fue dividido en tres ventanas temporales de 100 minutos para
su andlisis. Se observo que los cambios en la PR méas prominentes se expresaron
en la primer ventana temporal de suefio, para tales efectos soldé describimos el
primer periodo de registro que corresponde al suefio MOR expresado en los

primeros 100 min de registro posterior a la tarea de aprendizaje.

Se realiz6 ANOVA de medidas repetidas de dos vias (factores dia x frecuencia)
para cada estrato. Los resultados mostraron diferencias significativas en todos los
estratos hipocampales; St. PirCAl (Fea272= 1.902, p <0.0002), St. Radiado
(Fe4,320= 1.832, p<0.0003), St PirCA3 (Fes340= 2.579, p<0.0001),y St lacunoso
molecular(Fss,320= 3.321, p < 0.0001), (Fig. 23). La PR de la banda theta en los
cuatro estratos hipocampales sufri6 modificaciones a través de los dias de

aprendizaje.

El andlisis pos-hoc mediante el método de Bonferroni, mostr6 cambios en la PR en
las distintas frecuencias en la banda theta a través de los dias de aprendizaje; en
el St. PirCA1L, en el dia uno de la tarea de aprendizaje las frecuencias de 7.0-8.0
Hz disminuyeron su PR en comparacion con el dia cuatro (p< 0.05). Respecto a la
condicion basal, en el dia uno de la tarea de aprendizaje se expresé un aumento
en la frecuencia lenta de 6.5 Hz (p< 0.05) y una disminucion en la PR de las
frecuencias 7.5-8.0 Hz. Adicionalmente, un aumento en la PR en las frecuencias
rapidas de 7.0 y 8.0 Hz (p< 0.05) fue observado en el dia cuatro respecto a la
condicion basal (Fig. 23).
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La actividad oscilatoria del St. Radiado también disminuyé su PR en frecuencias
rapidas 7.0-7.5 Hz, el dia uno en comparacion con el dia cuatro (p<0.005).
Respecto a la condicion basal, el dia uno de la tarea de aprendizaje expresé un
incremento en la PR en la frecuencia baja de 6.5 Hz, aunado a una disminucion en
la frecuencia de 8.0 Hz (p<0.005), del mismo modo en el dia cuatro se present6 un

incremento en la PR de la frecuencia de 7.0 Hz (p<0.005) (Fig. 23).

En el St. PirCAS3, el dia uno se presentd una disminucion de la PR en las
frecuencias rapidas de 7.0-7.5 Hz en comparacion con el dia cuatro (p<0.005).
Respecto a la condicidn basal, en el dia uno de la tarea de aprendizaje la actividad
theta mostré una disminucion en la PR en las frecuencias 7.5-8.0 Hz (p<0.005).
Mientras que en el dia cuatro se expresé un aumento en la PR en la frecuencia de

7.0 Hz y una disminucién en la PR en la frecuencia de 8.0 Hz (p<0.005) (Fig. 23).

Finalmente, la actividad theta del St. Lacunoso molecular expres6 los cambios
mas prominentes a través de los dias de la tarea de aprendizaje; en el dia uno, un
incremento en PR en la frecuencia de 6.0 Hz (p<0.005) a la par con una
disminucion en la PR en las frecuencias de 7.0-8.0 Hz fueron observados en
comparacion con el dia cuatro. La comparacion de actividad theta entre los dias
de aprendizaje respecto a la condicion basal mostré un aumento en la frecuencia
de 6.0 Hz en el dia uno y una disminucién en la PR de las frecuencias de 6.5, 7.5,
8.0 Hz en el dia uno, y un incremento en las frecuencias rapidas de 7.0-7.5 Hz
(p<0.005) en el dia cuatro (Fig. 23).
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Figura 23. Distribucion de la potencia relativa de la banda theta registrada durante la fase de suefio MOR en
los estratos del hipocampo en los dias uno y cuatro de la tarea de aprendizaje y la condicion basal,
equivalentes a la primera ventana temporal de suefio (100 min posteriores al entrenamiento de la tarea). (* =
p<0.05, Dia uno vs dia cuatro de aprendizaje), (&= p<0.05, dia uno de aprendizaje vs condicion basal), (+=
p<0.05, dia cuatro de aprendizaje vs condicidn basal).
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Coherencia de la banda theta registrada durante el sueiio MOR en la
condicion de aprendizaje espacial

Para evaluar si el aprendizaje espacial genera modificaciones en el
acoplamiento entre los circuitos del hipocampo durante el periodo de consolidacion
posterior a la tarea de aprendizaje, se analizd la coherencia de la actividad theta
entre los estratos que presentan relaciones anatomicas entre ellos (St. PirCA1 vs St.
Radiado, St. Radiado vs St.PirCA3 y St. PirCA1 vs St. PirCA3) durante el suefio
MOR posterior a la evaluacion conductual durante los cuatro dias de la prueba de
memoria. Desde el punto de vista practico, la coherencia se interpreta como una
forma de medir la semejanza entre dos sefiales. Funcionalmente la coherencia mide
el grado de acoplamiento entre sefiales, de tal manera que un valor de coherencia
alto (maximo “uno”) indica una fuerte sincronizacion entre regiones, mientras que un

valor bajo (minimo “cero”) indican una débil o nula sincronizacion entre regiones.

La comparacion de valores de coherencia entre los diferentes estratos fue realizado
a través de ANOVA de una via para medidas repetidas (factor tiempo). El andlisis
mostré diferencias significativas en todas las comparaciones analizadas; St. PirCAl
vs St. Radiado (Faes= 417, p<0.0001), St. Radiado vs St.PirCA3 (Faes= 82.83,
p<0.0001) y St. PirCAL vs St. PirCA3 (Faes= 288.3, p<0.0001) (Fig. 24).

Se realizd un analisis pos-hoc para una descripcibn mas detallada de los cambios en
la coherencia de la banda theta a través de los dias de aprendizaje en los diferentes
estratos hipocampales, la comparacion entre los St. PirCA1 vs St. Radiado mostr6 un
aumento en la coherencia en los dias uno, dos, tres y cuatro de la etapa de
aprendizaje con respecto al dia basal (p<0.005). Los resultados también mostraron
un aumento en la coherencia de la banda theta en los dias dos, tres y cuatro con
respecto al dia uno de la tarea de aprendizaje en el laberinto acuatico Morris
(p<0.005) (Fig. 24).

En la comparacion efectuada en los St. Radiado vs St.PirCA3 también se observo

aumento en la coherencia de la banda theta durante los dias uno, dos, tres y cuatro
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de la tarea de aprendizaje respecto a la condicion basal (p<0.005), la comparacion
entre coherencia entre dias de aprendizaje, el aumento significativo en coherencia se

presentd en los dias dos y cuatro (p<0.005) (Fig. 24).

Finalmente, el analisis de la comparacion entre los St. PirCA1 vs St. PirCA3, mostro
una disminucién de la coherencia en el dia uno de aprendizaje asi como un aumento
en los dias dos y tres de aprendizaje respecto a la condicion basal (p<0.005). La
coherencia expresada en los dias de aprendizaje mostré un incremento durante los

dias dos y tres respecto al dia uno (p<0.005).
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Figura 24. Distribucién de las coherencias de la banda theta registrada durante la fase de suefio MOR a través
de una tarea de aprendizaje. p<0.0001.

——

73

'



DISCUSION

Aunque dormimos alrededor de un tercio de nuestra vida, las funciones del
suefio aun siguen siendo desconocidas. En este trabajo hemos sugerido que una
de las funciones primarias de suefio es su participacibn en los procesos de
memoria, especialmente en la consolidacion de la memoria durante la fase de
suefio MOR. Lo cual concuerda con evidencia que muestra que durante el suefio
se lleva a cabo la reactivacion de las redes neuronales que fueron activas durante
la codificacion de las nuevas experiencias codificadas durante la etapa previa de
vigilia (Crick F G. 1983. Newman E. A, 1965. Gaarder K., 1966).

La codificacion y la recuperacion de la informacién son procesos que se producen
principalmente durante la vigilia cuando el organismo tiene que hacer frente a una
gran diversidad de factores estresantes. En contraste, la consolidacién de la
memoria recientemente adquirida se lleva a cabo preferentemente durante el
suefio, cuando el desafio a estresores agudos es minimo, por esta razén nosotros
sugerimos que los procesos de consolidacion se desplazan a la fase de suefio,

principalmente a la etapa de suefio MOR.

En los dltimos afios, la opinion de que el suefio sirve para la consolidacion de la
memoria ha recibido un importante apoyo de un creciente nimero de estudios
realizados en varias especies y en diferentes niveles de andlisis, que comprende
experimentos a niveles de organizacion conductuales, celulares y moleculares
(Born et al 2006; Frank y Benington 2006; Joiner et al. 2006; Tononi y Cirelli 2006;
Hennevin et al. 2007).

Arquitectura global de suefio MOR

Con base en los resultados obtenidos en el analisis del suefio MOR, se observo
una disminucion en el tiempo total de suefio MOR, asi como una reduccion en el

namero de episodios de suefio MOR en el primer dia de aprendizaje respecto a la
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condicion basal. Adicionalmente se observo que el tiempo total en suefio MOR fue
gradualmente incrementando a través de los dias de aprendizaje, nuestros
resultados apoyan las ideas de varios autores que sugieren que el aprendizaje
aumenta la cantidad de suefio MOR, lo cual precede a una mejora en el
rendimiento durante el aprendizaje asociado con la adquisicion de una tarea
(Lucero, 1970; Hennevin et al, 1974; Fishbein et al, 1974; Smith et al, 1980;
Portell-Cortes et al, 1989; Smith y Wong, 1991; Bramham et al, 1994; Smith y
Rose, 1996) (Hennevin et al, 1995; Datta, 2000). En los seres humanos, el suefio
MOR aumenta justo después de ensayos intensivos de aprendizaje (De Koninck,
1989; Mandai et al, 1989; Smith y Lapp, 1991; Smith, 1995). El aprendizaje puede
prolongar o bien intensificar el suefio MOR (Smith et al, 1980; Dujardin et al, 1990;
Guerrien et al, 1989; Mandai et al, 1989). En conjunto, esta evidencia sugiere que
el aumento en la cantidad de suefio MOR es un fenbmeno generalizado que

puede jugar un papel importante en el proceso de consolidacién de la memoria.

En cuanto a la duraciéon promedio de los eventos de suefio MOR, los resultados no
mostraron ninguna diferencia, puesto que los periodos de suefio MOR se
mantuvieron con la misma duraciébn a través de los dias de aprendizaje.
Probablemente se necesita un numero mayor de sujetos para poder apreciar

cambios en la duracion de los episodios de suefio MOR.

El enfoque del suefio MOR como la etapa del suefio que apoya a la memoria
también ha sido criticado por varios estudios que revelan incrementos selectivos
en el suefio no-MOR después de la exposicion del animal a entornos novedosos o
enriquecidos (Fishbein W; 1974), Gutwein BM, 1980; Hanlon EC 200; Hellman K,
2007; Hennevin E, 1974; Kiyono S, 1981; Smith C, 1985; Smith C, 1977; Tagney J,
1973). El suefio no-MOR se ha llegado a proponer como un factor que podria
explicar las deficiencias de memoria inducidas por la privacion del suefio MOR
(Rideout BE, 1979).

Ademas, en algunos casos el suefio MOR posterior al aprendizaje disminuyd
(Marshall L, 2004; Sanford LD, 2003; Smith C, 1996), y esto podria ir acompafiado

de un aumento simultdneo en el suefio no-MOR (Magloire V, 2009), en los
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presentes resultados no fue posible determinar si existio un aumento de suefio no-
MOR ya que el objetivo principal de este trabajo se centro en los cambios
provocados en la arquitectura del suefio MOR a través del aprendizaje. En
comparacion con los resultados en ratas, la evidencia de un papel del suefio MOR
en el procesamiento de la memoria en los seres humanos es sorprendentemente

inconsistente.

Actividad theta de suefio MOR en la condicion de aprendizaje espacial.

Con base en los resultados obtenidos en los registros polisomnograficos
durante la etapa de consolidacién, se encontré6 una disminucién en la PR de la
banda theta de alta frecuencia (especificamente en las frecuencias de 7.5-8 Hz)
durante el primer dia de entrenamiento en la prueba de memoria con respecto a
su condicién basal; se ha considerado al dia uno como una etapa de codificacion
de la informacion en la cual el animal forma un mapa de navegacion espacial que
le permita resolver la tarea de aprendizaje de manera eficiente. Por el contrario,
durante el dia cuatro de aprendizaje; dia que ha sido considerado como una etapa
de recuperacién de la informacion, se puede observar un aumento significativo de
la PR de la banda theta de alta frecuencia (7-8 Hz) con respecto al dia uno de

aprendizaje.

Actualmente es aceptado que un aumento en el poder de la PR de la banda theta
es requerido durante la expresibn de procesos cognoscitivos como: 1) la
codificacion exitosa de informacion en tareas de memoria (Berry & Thompson,
1978; Seager, Johnson, Chabot, Asaka y Berry, 2002; Nokia, Penttonen, Korhonen
& Wikgren, 2008), 2) durante la navegacion espacial (Vanderwolf, 1969; Buzsaki,
2005; Olvera-Cortez, Guevara & Gonzales-Burgos, 2004) y 3) durante el
almacenamiento y recuerdo de elementos o items en tareas de memoria de
trabajo (Givens, 1996; Jensen & Colgin, 2007).

Resultados similares han sido observados anteriormente en trabajos realizados en

nuestro laboratorio durante la ejecucién de tareas de aprendizaje (Olvera-Cortés,
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Cervantes & Gonzalez-Burgos, 2002; Olvera-Cortés, Guevara & Gonzales-Burgos,
2004), por el contrario, en el presente trabajo los cambios en la PR se expresaron
durante el suefio, especificamente durante la fase de suefio MOR, etapa en la cual
se ha sugerido se lleva a cabo la reactivacion de los trazos de memoria

aprendidos durante la etapa de la vigilia.

Actividad theta de suefio MOR en la condicion de aprendizaje espacial
correspondiente a la primera ventana temporal de suefio

Como se menciono anteriormente el analisis de la actividad eléctrica registrada
durante el suefio fue dividido en tres ventanas temporales, con base a los
resultados, Unicamente se mostré el analisis de la primera ventana temporal de
suefio, ya que es precisamente en las primeras horas después del aprendizaje
donde se encontraron los cambios mas prominentes en cuanto a la PR se refiere,
esto podria sugerir que las primeras horas después de realizar una tarea de
aprendizaje son de suma importancia para el proceso de consolidacién de la

memoria.

Nuestros resultados apoyan a los trabajos realizados por Pavlides y Winson
(1989) quienes fueron los primeros en mostrar una mayor activacion de las
neuronas del hipocampo en el suefio MOR que habian estado activas en la vigilia
previa. Adicionalmente otros estudios han demostrado que las células de lugar
disparan de una manera ordenada y demuestran mas activacion durante la
actividad irregular de gran amplitud (LIA) en el hipocampo fuera de linea, que se
produce durante el suefio no-MOR y durante periodos de reposo en la etapa de
vigilia (Wilson y McNaughton, 1994). Esta misma repeticion estructurada de las
secuencias que se ejecutan durante la etapa de vigilia se observaron también
durante el suefio MOR (Louie y Wilson, 2001).
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Coherencia de la banda theta registrada durante el sueiio MOR en la
condicion de aprendizaje espacial

Las oscilaciones neuronales surgen de las fluctuaciones sincronicas en las
corrientes ionicas y ayudan a coordinar la actividad de las redes neuronales
mediante la modulacion de la plasticidad sinaptica (Buzsaki y Draguhn, 2004;
Buzsaki et al, 2012). Las oscilaciones en frecuencias theta (6-12 Hz) y gamma
(30-90 Hz) han sido ampliamente estudiados en el hipocampo de la rata, y estos
estudios han proporcionado informacion sobre como estas oscilaciones pueden
coordinar procesos celulares relacionados con la memoria (Buzsaki, 2002, 2005;
Csicsvariet al. 2003; Harris et al, 2003; Colgin y Moser, 2010; Jutras y Buffalo,
2010; Fell y Axmacher, 2011).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron cambios en la
coherencia de la banda theta registrada durante el suefio MOR en los dias de
entrenamiento en la tarea de aprendizaje, expresando un aumento en el
acoplamiento entre el estrato piramidal y el estrato radiado. El aumento en la
coherencia se mantuvo en gran medida durante los cuatro dias de aprendizaje,
pudimos observar que este acoplamiento fue aumentando a través de los dias de
entrenamiento de la tarea, un incremento en el acoplamiento también fue
observado entre el estrato radiado y piramidal de CA3, aunque en esta asociacion,
los valores de coherencia variaron a través de los dias de aprendizaje. Del mismo
modo también se observo este incremento en acoplamiento entre el estrato
piramidal de CA1l y piramidal de CA3, que de acuerdo a evidencia anatomica
sabemos que el estrato piramidal de CA1 recibe una proyecciéon directa desde
CAS3 a través del estrato radiado (Amaral y Witter, 1989; Cooper y Lowenstein,
2002).

Estos resultados son consistentes con la idea de que la dinamica de los ritmos
pueden reflejar los cambios en la coordinacién de la actividad dentro de los

circuitos locales durante el procesamiento de la informacién. Los cambios en la
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actividad oscilatoria del hipocampo (estructura cerebral importante para la funcion
de memoria) se producen a medida que se procesa la informacién que recibe de
multiples regiones del cerebro (Buzsaki y Draguhn, 2004; Cannon et al, 2014;
Colgin et al, 2009; Schomburg, et al, 2014; Lee et al, 1994, Igarashi et al, 2014).

Los cambios en frecuencia y coherencia pueden reflejar procesamiento de
informacion relacionado a la consolidacion de la memoria ya que se ha reportado
que la interrupcion de ritmo theta hipocampal durante este mismo periodo (suefio
MOR) produce deficiencias en el recuerdo de la informacion recientemente
aprendida. Esto fue demostrado en un estudio en el que la interrupcién del ritmo
theta hipocampal durante la fase de suefio MOR produjo deficiencias en pruebas
de memoria, lo cual sugiere que estas oscilaciones son criticas para la

consolidacion de la memoria durante la fase de suefio MOR (R. Boyce et al, 2016).

El patron de actividad theta del suefio MOR, en comparacion con la exploracion
durante la vigilia, mejora su procesamiento fuera de linea en el giro dentado y las
regiones CA3 del hipocampo, y promueve la sincronizacién de rafagas cortas con
la regibn CAl1l con el objetivo de promover la comunicacion neocortical
(Montgomery S.M., Sirota A., Buzsaki G., 2008). Aunado a esto, diversas
observaciones sugieren la participacion de las oscilaciones theta en los procesos
de plasticidad sinptica (Buzsaki, 2002).

La fase del ritmo theta controla el disparo de las neuronas del hipocampo durante
la vigilia y suefio MOR, por lo que cambios en la frecuencia theta durante MOR,
como los encontrados en el presente trabajo, pueden modificar la actividad de las
neuronas del hipocampo para favorecer el proceso de la consolidacién de las
memorias recientemente adquiridas, ya que se ha sugerido que las oscilaciones
en rangos theta (6-12 Hz) y gamma (30-90 Hz) coordinan procesos celulares
relacionados con la memoria (Buzsaki, 2002, 2005 ; Csicsvari et al., 2003;. Harris
et al, 2003; Colgin y Moser, 2010; Jutras y Buffalo, 2010; Fell y Axmacher, 2011).
Por ejemplo, las interacciones entre los ritmos theta y gamma favorecen distintos
aspectos de la funcion hipocampal. En particular en la region CAl, diferentes

frecuencias de la actividad gamma permiten el acoplamiento selectivo entre CA3 o
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corteza entorrinal de manera independientes, lo cual se ha sugerido que facilita la

codificacion o la recuperacion (Colgin y Moser, 2010).

Finalmente, un aumento en el acoplamiento entre CA3 y CA1l encontrado en el
presente trabajo, también ha sido descrito durante la ejecucién exitosa de tareas
de memoria (Montgomery y Buzsaki, 2007), lo cual puede implicar que un
incremento en la comunicacion de estas dos regiones facilite el proceso de
recuerdo de informacion aprendida. Ademas de que la interrupcibn en la
comunicacién afecta drasticamente la ejecucion de tareas de memoria (Brun et al.,
2002; Nakazawa et al, 2002; Florian y Roullet, 2004; rolls y Kesner, 2006). Por lo
cual el incremento en la coherencia encontrado en la etapa de suefio durante los
ultimos dias de entrenamiento coincide con la etapa en la cual los animales ya
habian aprendido la tarea por lo cual es posible sugerir que puede contribuir al

recuerdo de informacién que ya ha sido aprendida.
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CONCLUSION

De acuerdo a la evidencia encontrada en este trabajo queda demostrado que la
consolidacion de la memoria es afectada si se interrumpe el suefio MOR y que los
patrones de actividad oscilatoria del hipocampo que ocurren durante el suefio o
estados de vigilia que preceden la experiencia de aprendizaje de tareas de
memoria que juegan un papel critico en la consolidacion de la memoria. En el
presente trabajo se encontrd que el patron de actividad theta generado durante la
fase de suefio MOR puede estar contribuyendo al proceso de consolidacion de las
nuevas memorias. Por lo tanto se sugiere que debido a los cambios observados
en la frecuencia y/o acoplamiento de los generadores theta hipocampales estos
pueden sustentar el proceso de consolidacion de las memorias recientemente
adquiridas. Adicionalmente, también se encontré un aumento en el tiempo de
suefilo MOR después del aprendizaje, asi como también en el numero de
episodios de suefio MOR, es decir que el suefio MOR juega un papel critico en la
ventana temporal de suefio requerido para la consolidacion de la memoria, ya que

estos cambios generaron modificaciones en la arquitectura global del suefio MOR.
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