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MEMORIA DE TITULO
“EFECTOS DEL ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL SOBRE LA

ARQUITECTURA DEL SUENO EN LA RATA”.

Natalia Duque Wilckens*t

*Departamento de Ciencias Biolégicas, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad
de Chile

1 Laboratorio de Suefio, Programa de Fisiologia y Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile

Autores en los 70’s y 80’s reportaron que el Enriquecimiento Ambiental (EA) aumentaba
selectivamente el suefio REM. Ellos relacionaron estos resultados con los procesos de aprendizaje
gue serian mayores en ratas que tienen EA. Sin embargo, durante los Ultimos afios se ha
propuesto que la relacion entre suefio y aprendizaje podria involucrar factores mucho mas sutiles
que aumentos o disminuciones de cantidad de estados de suefio, tales como la alternancia entre
suefio NREM vy suefio REM o componentes circadianos. Este estudio evalud los efectos del EA
sobre el suefio de la rata usando mediciones tradicionales, como cantidad de estado, y otras mas
sutiles, tales como andlisis de la arquitectura del suefio, transiciones entre estados y mecanismos
regulatorios circadianos y homeostaticos. Para ello se utilizaron dos grupos de 4 ratas Sprague
Dawley cada uno bajo un esquema de luz:oscuridad 12h:12h, que fueron registrados de forma
continua. El grupo control o ratas no enriquecidas (RNE) fue mantenido bajo condiciones
estandares de laboratorio, mientras que el grupo experimental o ratas de ambiente enriquecido
(RAE) fue mantenido en condiciones ambientales enriquecidas, que consistian en cajas de mayor
tamafio con tlneles, material para hacer nido, rueda para correr y comida novedosa. Estas
condiciones se mantuvieron posteriores a la cirugia y durante todo el registro. El diagnéstico de
estados de suefio fue realizado de forma automética por un programa computacional. Se observé
que RAE presentd significativamente mayor cantidad de suefio REM durante la fase de luz y mayor
fraccion suefio REM /No REM. Ademas, en RAE el suefio REM se present6 en fase avanzada y los
episodios de REM fueron mas largos, hubo mas alternancias entre los estados dentro de los
blogues de suefio y la homeostasis de corto plazo de suefio REM fue mas precisa.

Palabras clave: suefio, aprendizaje, memoria, enriquecimiento ambiental, rata.

Authors in the 70's and 80’s reported that Environmental Enrichment (EE) selectively
increased REM sleep, and related it with learning procesess that might be augmented in rats living
in EE. However, during the last years it has been proposed that the relationship between sleep and
learning may involve factors much subtler than increments or decrements of sleep states, such as
the alternation between NREM and REM sleep or circadian components. The present study
assesed the effects of introducing EE on the sleep wake cycle in the rat by using traditional
measures, such as amount of behavioural states, and more subtler ones, such as sleep
architecture analysis, transitions between states and circadian and homeostatic regulatory
mechanisms.Two groups consisting of 4 adult male Sprague-Dawley rats each under a 12:12 light:
dark schedule were continuously recorded. The control group or non enriched rats (RNE) was kept
in standard laboratory housing conditions. The experimental group or environmental enriched rats
(RAE) was kept in enriched housing conditions consisting in larger cages with tunnels, nesting
material, running wheel and novel food items. This conditions were kept after surgery and during
recordings. Sleep-wake states were scored automatically by an off-line system based on clustering
technigues. Results: RAE presented significantly more REM sleep during the light phase and the
fraction REM sleep / Total sleep was also significantly grater in this group. Moreover, REM sleep in
RAE was significantly phase advanced and the REM sleep episodes were longer than in RNE
group. RAE presented also more alternancies between the two sleep states within a sleep epidose
and showed a more precise short term homeostasis of REM sleep.

Keywords: Sleep, memory, learning, environmental enrichment.



1. INTRODUCCION.

El suefio se define como inactividad
sostenida en una postura especie especifica
acompafiada de una disminucién en la
respuesta a  estimulos externos y
rapidamente reversible, lo que lo diferencia
de coma e hibernacién (Zepelin, 1989). En
mamiferos, existen dos estados del dormir
que alternan entre si durante un episodio de
suefio: el suefio de movimientos oculares
rapidos o suefio REM (R) y el suefio quieto o
No REM (N) (Rechtschaffen et al., 1963). El
concepto de estado implica que hay un
namero discreto y limitado de posibles
configuraciones que involucran a mdltiples
variables tanto del sistema nervioso central
como del conjunto del organismo (Pace-
Schott y Hobson, 2002). Las transiciones de
un estado a otro deben ocurrir en un tiempo
relativamente corto y deben ser orquestadas,
probablemente por areas restringidas del
cerebro (Pace-Schott y Hobson, 2002). Si
bien hay mudltiples variables fisiolégicas que
cambian segun el estado, la definicién de R,
N y vigilia (W) se hace considerando el
(EEG), el

electromiograma (EMG) vy, en algunas

electroencefalograma

especies, los movimientos oculares rapidos
(Rechtschaffen y Kales, 1968). W se
caracteriza por tener un patron EEG de baja
amplitud y alta frecuencia, junto con una
marcada actividad de EMG. R se caracteriza
por tener un EEG de baja amplitud y alta
frecuencia, muy semejante al que esta
presente en la vigilia alerta, asociado a
movimientos oculares rapidos y atonia

muscular. En roedores, R estd dominado por

oscilaciones theta de 5-10 Hz de origen
hipocampal. N se caracteriza por tener
oscilaciones de alta amplitud y baja
frecuencia, habiendo dos tipos de actividades
electroencefalograficas principales: los
“husos de sueno” asi llamados por constituir
trenes de ondas de 10-15 Hz (banda sigma)
con envolvente fusiforme y las ondas delta
que son ondas de gran voltaje y frecuencia
inferior a 4.5 Hz. EI N puede ser superficial o
profundo, segun predominen
respectivamente los husos y las ondas delta.
El tono muscular de N esta disminuido
respecto a la vigilia y los movimientos
oculares son lentos o estan ausentes

(Vassalli y Dijk, 2009).

La arquitectura del suefio se refiere a
la estructura y distribucién temporal de los
estados del dormir. En primer lugar,
tipicamente el suefio se concentra en una de
las dos fases del ciclo luz-oscuridad. La
arquitectura del suefio del humano adulto se
caracteriza por lo siguiente: siempre la
transicion es de W a N, N y R van alternando
con un periodo de aproximadamente noventa
minutos, en los primeros ciclos hay un fuerte
predominio del suefio N profundo o rico en
ondas delta, el suefio N superficial predomina
en la segunda mitad y los episodios de R se
van haciendo mas prolongados a lo largo de
la noche. Esta distribucion también es
caracteristica de la rata. En la rata, si bien su
suefio es polifasico, el dormir predomina
netamente en la fase de luz y se observa una
distribucion semejante a la arriba descrita: las
transiciones son siempre de W a N, el N rico

en delta predomina al comienzo del bloque



de suefio y R en la segunda mitad de la fase
de luz (Borbely, 1982; Vivaldi et al., 1994b).

Hay dos procesos basicos que
regulan la arquitectura del suefio: un proceso
homeostatico y un proceso circadiano
(Borbely y Achermann, 1992). El proceso
homeostético se refiere al aumento en la
propension al suefio en funcién del tiempo
que se ha permanecido en vigilia y a la
disipacion de esta propension a lo largo del
tiempo que se permanece durmiendo. Este
proceso se evidencia gracias a dos
manifestaciones claves: durante la privacion
de suefio aumenta la somnolencia y luego de
una privacion hay un rebote compensatorio
de suefio. La variable homeostéatica
originalmente se postulé a partir de la
actividad delta del EEG. La privacion de
suefio aumenta la actividad delta y este
aumento depende de la duracién de la vigilia
previa. Ademas, la actividad delta se ve
reducida en la noche siguiente cuando hay
siestas durante el periodo destinado
normalmente a vigilia. Por esto N, rico en
ondas delta, se considera un indice de
intensidad de suefio (Borbely, 1982; Daan et
al.,, 1984). Sin embargo, también existe una
homeostasis del suefio R, tanto en el largo
plazo (rebote tras privacion especifica
prolongada), como en el corto plazo
(relacion entre duracion de un episodio e
intervalo siguiente) (Vivaldi et al., 1994a,
2005). El proceso circadiano se refiere a la
propensién al suefio que varia como funcién
del momento del dia o fase del reloj
biologico, independiente de la cantidad de

suefio y vigilia experimentada por el individuo

(Borbely, 1982; Daan et al., 1984; Czeisler y
Dijk 2001). La propensién al suefio debido al
proceso circadiano es un ejemplo de una
amplia variedad de ritmos circadianos
fisioldgicos, cuyo principal reloj son los
nucleos supraquiasmaticos del hipotalamo
anterior (NSQ). Las células de los NSQ
contienen relojes moleculares que mantienen
una periodicidad muy cercana a las 24 horas,
a través de la interaccion de controles de
retroalimentaciébn positiva y negativa de
trascripcion y  traslacion de genes
circadianos. La principal clave ambiental que
permite al NSQ sincronizarse es el ciclo luz
oscuridad (Klein et al.,, 1991). El sistema
circadiano genera un ritmo de propension a
suefio que esta en fase opuesta a los
cambios homeostaticos en el manejo del
suefio (Dijk y Czeisler, 1994, 1995). Esto
permite que nos podamos mantener
despiertos y alerta a lo largo del dia, aunque
haya una necesidad en aumento por dormir
(Dijk y Von Schantz, 2005).

Estudios sobre suefio y privacién de
suefio han sugerido que las funciones de
éste incluyen conservacion de energia,
restauracibn de componentes claves de
biosintesis macromolecular y facilitacién de
aprendizaje y memoria a través de cambios
en plasticidad cerebral y sinaptogénesis
(Ficca y Salzarulo, 2004; Mignot, 2008;
Siegel, 2005; Stickgold, 2005; Zepelin, 1989).
Entre las multiples funciones del suefio, su
rol en la consolidacién de memoria pareciera
ser de particular relevancia. El término
memoria cubre un amplio rango de tipos de

memoria, que difieren entre si en el tipo de



informacion almacenada, las estructuras
cerebrales involucradas en este
almacenamiento y, en humanos, si la
informacibn es o no asequible a la
conciencia. El término consolidacion de
memoria se refiere a un conjunto de
procesos que toman una representacion
inicial e inestable de la memoria y la
convierten en una forma mas estable y
efectiva. Es aceptado que muchos de los
pasos de la cascada de consolidacion de
memoria ocurren preferencialmente o incluso
exclusivamente durante periodos de suefio

(Stickgold y Walker, 2007).

En el campo de investigacion que
relaciona suefilo y memoria, al inicio la
mayoria de los estudios se enfocaron en los
efectos de R en memoria, ya sea evaluando
si habia una mayor cantidad de tiempo
destinada a R posterior a sesiones de
aprendizaje (Hennevin et al., 1995; Smith,
1995) o privando de R en el suefio
subsecuente al aprendizaje, para luego
evaluar posibles déficits de memoria
(Pearlman, 1981; Smith, 1995). Estos
estudios cayeron en descrédito por cuanto no
controlaban el estrés inherente al proceso de
privacion de suefio. Ademas, diversos
estudios posteriores, tanto en humanos como
en animales, entregaron resultados
inconsistentes entre si respecto al rol de R en
consolidacion de memoria (Allen et al., 1972;
Castaldo et al.,, 1974; De Koninck et al.,
1989; Mandai et al., 1989; Zimmerman et al.,
1978). Entonces el enfoque cambi6 al N de
ondas delta, a la luz de su rol crucial en la

regulacion del suefio en humanos (Borbely,

1982; Feinberg, 1974). Asi emergieron
comparaciones especificas de R versus N.
Mientras que ciertas investigaciones
apuntaban a que el R tenia un efecto
beneficioso mayor que el N sobre la memoria
(Empson y Clarke, 1970; Tilley y Empson,
1978), otros estudios no encontraron
diferencia entre los dos estados (Cipolli y
Salzarulo, 1975;1979), o demostraron un
mejor recuerdo de material verbal asociado a
N predominante comparado con R (Barrett y
Ekstrand, 1972; Fowler et al., 1973; Yaroush

etal., 1971).

Con el objetivo de encontrar modelos
alternativos que pudieran explicar los
resultados tan distintos provistos por la
literatura, se desarrollaron nuevas formas de
abordar el problema de la relacion entre
suefio y memoria. Asi, surgieron 2 hipétesis
para explicar esta relacién. La primera es la
“hipotesis de dos procesos”. Esta plantea que
el efecto de los estados del suefio sobre el
procesamiento de la memoria seria
dependiente del tipo de tarea. Esto es, la
memoria  procedural (inconsciente vy
expresada por cambios en la conducta) se
beneficiaria por R, mientras que la memoria
declarativa (incluye nociones, ideas o
eventos que son recordados de forma
consciente) estaria ligada a N (Fogel et al.,
2007). La segunda es la “hipétesis de dos
pasos”, que sugiere que la consolidacion de
la memoria durante el suefio estaria
intimamente ligada a la arquitectura del
suefio, mas que a la cantidad de tiempo
destinado a uno u otro estado. Asi, la

alternancia regular entre N y R permitiria una



cooperacidon entre ambos estados para la
consolidacion de memoria (Ficca y Salzarulo,
2004).

Uno de los paradigmas que se ha
utiizado como modelo para evaluar
interaccién entre memoria y suefio es el
enriquecimiento ambiental (EA). El EA es un
modelo experimental en el cual los animales
son alojados en condiciones que potencian
las interacciones sociales y la estimulacion
sensorial y motora (Mora et al., 2007,
Rosenzweig y Bennett, 1996; van Praag et
al., 2000). Este incluye el alojamiento en
cajas relativamente mas grandes, en grupos
y la introducciéon continua de nuevos objetos
estimulantes como ruedas para correr,
cuerdas, escaleras, tuneles, material para
hacer nidos y juguetes (van Praag et al.,
2000). Diversos autores como Tagney
(1973), Mirmiran et al. (1982), y Gutwein y
Fishbein (1980), describieron que el EA
producia un aumento en el tiempo destinado
a suefio total debido a un aumento de R, asi
como una aparicion mas temprana del primer
episodio de R dentro de un ciclo de suefio.
En ese momento, estos cambios en el suefio
se asociaron al aprendizaje que conllevaria

vivir en un ambiente con mayor estimulacion.

A pesar de que hoy se postula que la
relaciéon entre suefio y aprendizaje podria no
sélo relacionarse con la cantidad de tiempo
destinado a un estado de suefio u otro, no
se han hecho estudios mas amplios y
sofisticados que permitan detectar cambios

mas sutiles que podria producir el EA sobre

suefio, sobre todo relacionados a la

arquitectura del suefio.

Por lo cual, el objetivo de esta
memoria de titulo fue determinar si el EA
tiene efectos sobre el suefio en la rata
mediante el uso tanto de mediciones
tradicionales, como cantidad de tiempo
destinado a N y R, asi como de aquéllas mas
sofisticadas, como distribucién y localizacién
de estados dentro de las 24 horas,
transiciones entre episodios N y R, duracién
de episodios y mecanismos regulatorios del
suefio circadiano y homeostéatico. Para ello
se compararon estas mediciones entre
animales con y sin  enriquecimiento

ambiental.
2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Animales

Se utilizaron 8 ratas Sprague Dawley
macho, adultas, de 300-350 gr. de peso
corporal. Los métodos de manejo y cuidado
de animales utilizados fueron aprobados por
el Comité de Bioética de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile
(Protocolo CBA 0348 FMUCH). Estas fueron
alojadas individualmente en cajas a
temperatura ambiente (22-23°C), humedad
relativa (55 +10%) vy ciclo luz: oscuridad
(ciclo de 12 h luz/ 12 h oscuridad; luces
encendidas a las 07:00) controlados, con
comida y agua ad libitum. Los individuos
fueron divididos en dos grupos
experimentales de 4 individuos cada uno:
grupo de ratas con ambiente enriquecido y

grupo de ratas con ambiente no enriquecido.



2.2 No Enriguecimiento vs. Enriquecimiento

ambiental

221 Grupo control o ratas no
enriquecidas (RNE): Los animales se
alojaron previo al registro en cajas de plastico
de 16x19.6x33 cm (alto x ancho x largo),
cerrada en su parte superior por una rejilla,
por 10 dias. Para realizar el registro
polisomnografico fue necesario cambiarlas a
las jaulas de registro (Fig. 1a). Estas median
25x30x30 cm, tenian piso grillado y estaban
ubicadas dentro de camaras de aislamiento
de 60x60x70 cm, con iluminacién controlada,
temperatura ambiente de 21-24°C, aisladas
acusticamente, ventiladas y provistas de
espejo en la puerta de la caja para poder
observar a los animales desde fuera y que

estos a su vez no pudiesen ver el exterior.

222 Grupo de ratas de ambiente
enriquecido (RAE): Previo al registro los
individuos se alojaron por 10 dias en cajas de
plastico de 27x32x45cm. En su interior se
dispusieron tubos de PVC, material para
hacer nido, una rueda para correr y objetos
novedosos que fueron cambiados cada tres
dias (fruta, nueces, juguetes, pedazos de
madera). Para el registro polisomnografico
los animales se cambiaron a jaulas de
registro (Fig. 1b) de tamafio 30x30x40cm,
ubicadas dentro de cdmaras de aislamiento
de 60x60x70cm, con iluminacion controlada,
temperatura ambiente de 21-24°C, aisladas
acusticamente, ventiladas y provistas de
espejo unidireccional. A estas se les agreg6
material para hacer nido, una rueda para

correr, repisas y objetos novedosos.

M
“ l”|‘|\“

Fig. 1. a: Jaula de registro de grupo RNE. b: jaula de
registro de grupo RAE. Se puede apreciar en esta Ultima
la presencia de rueda para correr, material para hacer
nido, objetos novedosos y repisas que le sirven de
refugio y amplian espacio. En ambas ilustraciones las
ratas se encuentran dentro de las jaulas de registro
respectivas, conectadas al sistema de adquisicion de

sefial polisomnogréfica.

2.3 Cirugia

Luego de vivir 3 dias en sus
ambientes respectivos para adaptacion al
nuevo ambiente, bajo anestesia profunda
Ketamina (5 mg. /100 g. de peso vivo i.p.;
ImalgeneTM, Rhodia Merieux, Santiago,
Chile) y Xilacina (0,4 mg./ 100 g. de peso
vivo i.p.; RompunTM, Bayer, Santiago, Chile),
se implanté epiduralmente un arreglo de 6
electrodos de acero inoxidable para registro
crénico de EEG y cuatro electrodos para

registro de actividad electromiografica (EMG)



en mausculos de la nuca. Dos electrodos
epidurales fueron colocados a 2 mm desde la
linea media cercana a bregma; dos fueron
colocados a 2 mm de la linea media cercano
a lambda y dos fueron colocados a 3 mm de
la linea media y a 5 mm de bregma (Fig. 2).
Todos los electrodos fueron conectados a
una base de circuito integrado fijada
mediante acrilico dental al craneo. Se
administré6 como tratamiento posquirdrgico
Enrofloxacino (0,5 mg/100g. de peso vivo i.p.,
BaytrilTM Bayer)
mg./100 g. de peso i.p., KetofenTM, 0.2 mg/

y Ketoprofeno (0,02

kg) una vez al dia durante tres dias.

Craneal

Fig. 2. Esquema de posicionamiento de electrodos.
Vision dorsal del craneo de la rata. 1 y 2 muestran a
bregma y lamda, respectivamente. a, b y ¢ representan
la ubicacion de los electrodos epidurales para registro
EEG. El punto d representa la ubicacion de electrodos
en musculos nucales para registro EMG.

2.4 Adquisicion y almacenamiento de datos

Una vez conectados al sistema de
adquisicién de datos, se registré la actividad
polisomnogréfica continua (EEG + EMG).

Para esto fueron configurados 3 canales de

EEG y un canal de EMG bipolares. La sefial
proveniente del animal fue amplificada
diferencialmente para cada canal (GRASS®
Technologies, 15LT54 Bipolar Amplifier
U.S.A),

analégicamente filtrada (Pasa-banda 0,3-30

System, West Warwick,
Hz para canales de EEG, pasa-banda 30-100
Hz y banda de eliminacién 50 Hz para EMG),
digitalizada mediante una tarjeta conversora
analogo-digital (National Instruments® PCI-
6220, Texas, U.S.A) a 250 Hz y 16 bits de
precision y almacenada en archivos de 10
minutos para su analisis posterior en un
computador especialmente disefiado para la
adquisicién de datos (National Instruments®
PXl 8176 Controller, Windows 2000 OS,
Texas, U.S.A). Se utiliz6 un conmutador o
conector eléctrico rotativo (Airflyte Electronics
Co. New Jersey, U.S.A.) entre el animal y el
sistema de amplificacion que permitia el libre
transito del animal dentro de su jaula,
impidiendo torsién del cable de adquisicion.
El sistema de adquisicion consta de una
interfaz de visualizacion en linea de la sefial
polisomnografica continua, lo que permite el
ajuste y seleccién de parametros Optimos
para la adquisicion (Fig. 3). El niamero de
dias de registro fue variable entre 3 y 7 dias
por rata, esto debido principalmente a que
muchas ratas perdieron el implante de
electrodos antes de finalizar los 7 dias de
registro. De estos, los dias que se utilizaron
para el analisis fueron seleccionados por

criterios primariamente de calidad de registro.
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plataforma Igor 6.1 (Wavemetrics® Lake
Oswego, Oregon, U.S.A.) un ambiente de
programacion que a la vez funciona como
una herramienta grafica, de analisis de datos
y procesamiento de iméagenes. Esto permitio
desarrollar un sistema mas avanzado que
finalmente entrega un diagndstico de estados

conductuales de CSV altamente confiable

R — R (Bassi et al., 2010). Los datos generados en

el desarrollo de esta memoria de titulo
conformaron la base sobre la que se

Fig. 3. Visualizacién a tiempo real de la sefial al Construyé este nuevo programa.
momento de adquisicién: Los tres primeros canales

corresponden al registro electroencefalogréfico, el cuarto A continuacién se describe

canal despliega la sefial de EMG y el quinto canal brevemente la metodologia del sistema: Los

muestra la sefial EMG amplificada 5 veces. Esta

interfase permite modificar filtros y amplificacion para la poderes espectrales de las sefiales crudas

visualizacién a tiempo real. Las caracteristicas de de EEG y EMG de un dia completo son

almacenamiento de la sefial son definidas desde otra procesados cada 5 seg. mediante la

interfase independiente de las modificaciones realizadas transformacion de Fourier, operaci()n

para la visualizacién. " o

matemética que descompone una sefal
2.5 Sistema de diagndéstico automatico electica en las frecuencias que la
constituyen (Bracewell, 1999; James, 2003).
El laboratorioc de Suefio de la Los espectros del EEG son ecualizados para

Facultad de Medicina de la Universidad de balancear la atenuacion natural de las

Chile, dirigido por el Dr. Ennio Vivaldi, realizé frecuencias mas altas. Utilizando un analisis

de forma pionera estudios automatizados de de  componentes  principales,  método

~ . . . estadistico que reduce la
suefio mediante sistemas computacionales

(Vivaldi, 1986). Este sistema automatico para multidimensionalidad de datos al realizar un

A . S . analisis de covarianza entre factores (Joliffe,
andlisis del ciclo suefio vigilia (CSV) incluye

la extraccion de caracteristicas del EEG y 2010), estos datos se reducen a dos

. o . : _— variables que coinciden con la siguientes
EMG, visualizacion de variables y diagnéstico q 9

de estados conductuales (Ocampo-Garces y bandas espectrales: una representando la
Vivaldi, 2002; Vivaldi y Bassi, 2006; Vivaldi et

al., 2008). Durante los ultimos dos afios,

actividad de las bandas delta + sigma de 1-
20 Hz y la otra representando la actividad de
la banda theta de alrededor 7 Hz. Una

hubo grandes avances, tanto en la calidad de

. L L. tercera variable es extraida del EMG como
diagndstico automatico, como en
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una actividad de banda ancha. Gracias a
esto se genera un espacio 3D en el cual
aparecen tres clusters (grupos de épocas)
bien definidos representando W, N y R
(Fig.4). Esta herramienta de visualizacion
integra ademas la sefial original (Fig.5), los
percentiles de las actividades theta vy
deltatsigma del EEG y de la actividad
muscular en épocas de 5 seg. (Fig. 6) y los
espectrogramas en el dominio de las
frecuencias (Fig. 7). Los clusters son
concebidos como elipsoides con centroides
localizados en sus regiones mas densas. Las
formas elipticas representan la covarianza
dentro de cada cluster. Las épocas son
asignadas a los cluster de estados, de
acuerdo a umbrales definidos por los
minimos intermodales esperados en las
distribuciones de distancias Euclidianas, o
distancia ordinaria entre dos puntos dada por
la férmula de Pitagoras (Deza y Deza, 2009),
a cada centroide. El diagnéstico de estado se
realiza de wuna forma similar utilizando
distancia de Mahalanobis, que se basa en la
matriz de covarianza de cada estado (Deza
y Deza, 2009). Esto ultimo asume elipses
concéntricas mas que esferas concéntricas.
Algunas épocas, generalmente de transicion
de un estado a otro, quedan no clasificadas
y por lo tanto, en una segunda etapa, son
asignadas contextualmente a estados ya
diagnosticados en las épocas vecinas. Los
resultados pueden ser facilmente
comparados en la interfaz visual con opinién
experta. La consistencia de este método
resulta del hecho de que los criterios de
diagnéstico son generados por las

propiedades internas de los mismos datos,

siendo de esta forma inmune a sesgos del
diagnosticador, condiciones de registro
cambiantes o variabilidad intra individuo. El
resultado del proceso es un vector de 17280
épocas de 5 segundos para cada dia
completo de registro, en que cada época esta
en uno de los tres estados posibles (W, N ¢
R). De aqui en adelante, es con estos

vectores diarios con los que se trabajé para

el andlisis.

Fig. 4. Proyeccién 3D de las épocas de un dia. La
flecha roja indica la direccion del eje de la actividad
muscular. La flecha azul indica la direccion del eje de la
banda theta y la flecha verde indica la direccion del eje
de la banda delta + sigma. Asi se genera un espacio 3D
en el que se proyecta cada una de las 17280 épocas de
un dia. Cada una de las épocas se acerca a uno de los
tres ejes de acuerdo a la predominancia de una de las
tres actividades mencionadas, con lo que finalmente se
forman 3 clusters bien definidos representando W
(verde), N (azul) y R (rojo).
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Fig. 5. Visualizacion de sefial cruda en el dominio del
tiempo. Las tres figuras representan un segmento de 25
segundos de sefial cruda EEG (arriba) y EMG (abajo). A,
B y C corresponden a episodios tipicos de W, N y R,
respectivamente. Las dos filas de circulos representan,
en codigo de colores, el diagnéstico automatico para
cada época de 5 seg. (W: verde, N: azul, R: rojo). La fila
inferior puede ser rediagnosticada por el usuario si no
esta de acuerdo con el diagnéstico automatico.

Fig. 6. Percentiles de actividades delta+sigma, theta

del EEG y actividad del EMG. Esta figura muestra los
percentiles de las actividades theta (rojo) y delta+sigma
(azul) del EEG y de la actividad del EMG (verde) en el
dominio del tiempo. El eje y muestra el percentil y el eje

x muestra el tiempo en horas. Cada punto de las lineas

representa una época de 5 seg. Abajo, la primera fila de
puntos representa el diagnéstico automatico inicial. Asi,
azul representa N, rojo R, verde W y gris, indefinido. La
segunda fila representa el diagnéstico luego de una
reasignacion de acuerdo al contexto de estados
indefinidos a uno de los tres estados conductuales
definidos. Finalmente, la tercera fila muestra o mismo
que la segunda, pero esta puede ser modificada por el
usuario si no estid de acuerdo con el diagnostico

automatico.

Tiempo

Fig. 7. Espectrogramas de registro EEG y EMG. Esta
figura muestra la actividad del EEG (arriba) y del EMG
(abajo) de 15 minutos de sefial polisomnogréfica. El eje y
representa la frecuencia, el eje x representa el tiempo en
horas. El espectro de colores representa la intensidad
con que se presenta una frecuencia dada, donde los
tonos azules son baja intensidad y los rojos son gran
intensidad. En esa figura podemos apreciar el
espectrograma de los tres estados conductuales: al inicio
(desde hora 1.5 a 1.55 aprox.) hay actividad intensa del
EEG en todo el rango de frecuencias (deltat+sigma y
theta) y no hay actividad muscular. Esto es tipico de N.
Luego viene un periodo muy corto de R (de hora 1.55 a
1.56 aprox.), en el que se ve un marcado aumento de la
actividad theta (7 Hz) y se mantiene la ausencia de
actividad muscular. Una vez que termina el episodio de
R, viene un episodio de W (de hora 1.56 a 1.59 aprox.),
en el que se ve actividad leve del EEG alrededor de 8 Hz

y actividad muscular aumentada.
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2.6 Metodologia y analisis de datos

A continuacion se sistematiza la
metodologia de cuantificacion y andlisis de
datos utilizada con los objetivos de (1)
realizar una descripcién detallada del CSV en
la rata y (2) detectar diferencias entre
animales sometidos a la variable cuya
relevancia se estd evaluando. Para ello, se
analizd la cantidad total de cada estado en la
unidad natural que es un ciclo luz oscuridad
completo, la distribucién dentro de las 24 h y
la arquitectura interna de la alternancia entre

WySyentre Ny R.

Se realizard un comentario general
sobre las pruebas estadisticas utilizadas.
Hubo dos grupos constituido cada uno por
cuatro ratas con una cantidad variable de
dias por rata. Las cuatro ratas del grupo RAE
tuvieron 3, 4, 5 y 6 dias de registro
respectivamente (18 dias totales por grupo);
las del grupo RNE tuvieron 3, 3, 6 y 7 dias
respectivamente (19 dias totales por grupo).
En muchos casos la variable analizada dio
como resultado un dato por dia, como por
ejemplo cantidad R en las 24 horas, fraccién
de N que ocurre en la fase de luz. En estos
casos se hizo un ANDEVA anidado en donde
el primer nivel era el dia dentro de la rata y el
siguiente nivel era la rata. Esta estrategia
hizo mucho méas exigente el proceso de
encontrar diferencias significativas pues, en
la practica, en vez de 18 y 19 observaciones
habia 4 y 4 sujetos. Un proceso analogo se
hizo en aquellos casos en que el analisis se
referia a mas de un dato al dia. Por ejemplo,

cémo se distribuye un estado en los

cuadrantes que corresponden a la primera y
segunda mitad de la fase de luz y la fase de
oscuridad. Por otra parte, algunos andlisis se
basaron en variables binarias, como la
probabilidad de permanecer o no en un
estado y probabilidad de transitar a alguno de
los otros dos estados. Por ejemplo,
permanecer o no en N después de un
determinado tiempo y en caso de transitar
fuera de N, hacerlo hacia W o hacia R. En
estos casos las pruebas estadisticas se
hicieron mediante chi cuadrado. Finalmente,
en el andlisis de la homeostasis de corto
plazo de R, que se estableci6 analizando las
duraciones de episodios de N posteriores a
episodios de R, se hizo un analisis de

regresion simple.

2.6.1 Fraccién de tiempo del dia completo
destinado a cada estado: para cada dia-rata
se cuantificé la cantidad de épocas
diagnosticadas para cada estado en un ciclo
completo de luz oscuridad (24 h ¢ 17280
épocas de 5 seg.) y se expres6 como
porcentaje del total de épocas de un dia.
Ademas, para cada rata se estableci6 la
proporcién de épocas de R con respecto a N.
Para comparar entre grupos se utiliz6 un
ANDEVA con un nivel adicional de
anidamiento que fue cantidad de épocas de

cada estado en 24 horas.

2.6.2 Distribucion y localizacion de cada

estado dentro de las 24 h.

2.6.2.1 Distribucion de los estados: en este
paso se determino la distribucion de W, Ny R
en el dia completo.: para esto se dividio cada

dia en dos intervalos de 12 horas cada uno
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(fase luz: fase oscuridad), en seis intervalos
de 4 horas (tres sextantes en la fase de luz y
tres sextantes en fase de oscuridad) y por
hora (24 horas), y se estableci6 para cada
intervalo la cantidad de épocas
diagnosticadas para cada estado dado. Asi,
se calcul6é qué porcentaje del total de épocas
gue ocupa cada estado en un dia se destino
a cada intervalo de tiempo recién
mencionado. Ademas, se determind la
proporcién de épocas de R con respecto a N
en la fase de luz. Para comparar entre
grupos para las primeras dos variables
(distribucién luz:oscuridad y segmentos de 4
horas) se utiliz6 ANDEVA anidado con un
nivel adicional de anidamiento que
correspondi6 a cantidad de épocas
diagnosticadas para cada estado en cada
intervalo determinado. La distribucion por
hora sélo se utiliz6 como medida de
evaluacion de la calidad del diagnéstico

automatico (Fig. a de anexos).

2.6.2.2 Medidas de localizacién y dispersion
de las distribuciones de cada estado: esto se
realiz6 considerando cada dia como un
marco circular de un horario de 12:12 horas
luz: oscuridad. Para ello se aplicaron
estadisticas circulares (Batschelet, 1981;
Mardia, 1972). La estadistica circular o
angular busca medidas de localizacion y
dispersion equivalente al promedio y la
desviacion estandar de las distribuciones de
los estados, considerando que el comienzo y
el final de la escala coinciden (00 y 24 horas
se encuentran en el mismo éangulo). El
resultado basico de la estadistica circular lo

proporciona un vector con un angulo y una

dimension escalar. En este caso el angulo
del vector represent6 la hora en la que un
estado tiende a presentarse en mayor
proporcién y la longitud del vector represento
la concentracion de las observaciones en
torno a ese angulo. Si se determinan esas
variables para dos o0 mas grupos se puede,
en seguida, aplicar el test de Mardia-Watson-
Wheeler (Batschelet, 1981) para determinar
si las diferencias entre grupos son

significativas.

2.6.3. Arquitectura del CSV: este analisis se
bas6 en definir el comienzo y el término de
cada episodio de W, N y R. Un episodio se
define como un conjunto de épocas
consecutivas diagnosticadas para cada
estado dado (Fig. 8).

[

Epoca (5 s)

S S S S —
Episodio

Ciclo de suefio

Fig.8. Epoca, episodio y ciclo de suefio. Esta figura
esquematiza los conceptos de época, episodio y ciclo de
suefio. Cada celda corresponde a una época de 5
segundos diagnosticada para un estado. Un episodio
corresponde a un conjunto de épocas consecutivas de
un mismo estado. Un ciclo de suefio se constituye de la

alternancia entre episodios de Ny R.

2.6.3.1 Estadisticas descriptivas de la
duracion de episodios: se determiné el
promedio y el error estdndar de la duracion
(en minutos) de los episodios de W, N y R.
Para comparar entre grupos se utilizd

ANDEVA anidado con un nivel adicional de
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anidamiento que en este caso correspondié a

duracion de los episodios.

2.6.3.2 Alternancias R-N dentro de los ciclos
de suefio: se cuantificd, para cada ciclo de
suefio, el nimero de alternancias N-R dentro
de cada secuencia de estados. Para
comparar entre grupos se utiliz6 ANDEVA
anidado con un nivel adicional de
anidamiento que corresponde al nimero de

alternancias N-R.

2.6.3.2 Interacciones entre las secuencias de

estado.

2.6.3.2.1 Evaluacién de la duracién de los
episodios de N como un analisis de
supervivencia: en funcion del momento en
que empezd un episodio de N, se determiné
en cada época la probabilidad de que ahi
terminara el episodio y la siguiente época
correspondiera a W 6 R o que el animal
permaneciera en el episodio de N. Para
comparar entre grupos se utilizé la prueba

estadistica de Chi cuadrado.

2.6.3.2.2

homeostasis de R: se estudié la homeostasis

Evaluacion de la

de corto plazo del R, que relaciona la longitud
de un episodio de R con la longitud del
episodio de N siguiente. Esto se realizd
determinando la duracion en minutos de los
episodios de R y de los episodios N que los
siguieron. Se esperaba que a mas largo fuera
un episodio de R, el episodio de N siguiente
fuera de mayor duracion. Esto se explicaria
por lo siguiente: al estar una mayor cantidad
de tiempo en un episodio de R, al momento

de salir de ese episodio la necesidad de R ha

disminuido o ha sido satisfecha en mayor
medida, por lo que no seria necesario volver
a entrar a un episodio de R tan pronto
(Vivaldi et al.,, 1994a). La relacién entre las
duraciones de ambos estados se analiz6 con

una prueba de regresion lineal.
3. RESULTADOS

3.1. Fraccion de tiempo del dia completo
destinado a cada estado: los promedios
globales y sus errores estandar expresados
en porcentajes (%) de las 24 horas
destinados a cada estado para RAE y RNE
fueron 45,9+1.7 y 44.8+1.9 para W; 46,3+1,7
y 47,8+1,3 para N; y 7,8+0,6 7,4+0,6 para R.
En ninguno de los casos hubo diferencias
significativas entre RAE y RNE. La
proporcion de R con respecto a N fue
significativamente mayor para el grupo RAE
(p< 0,05) (Figs. 9y 10).

3.2. Distribucion y localizacién de cada

estado dentro de las 24 h

3.2.1 Cantidad de tiempo destinado a W, N y
R por fase de luz/ oscuridad: los promedios
globales expresados como % del total de
estado que ocurrié en la fase de luz y los
errores estandares para RAE y RNE fueron
27,3+2,0 y 30,3+1,6 para W; 68,5+1,7 y
66,4+1,5 para N; y 73,6+5,9 y 63+6,7 para R.
No hubo diferencias significativas en la
cantidad de W y N que ocurri6 en la fase de
luz entre ambos grupos, pero si hubo
diferencia  significativa respecto a R,
habiendo un mayor porcentaje de R en la
fase de luz en las ratas del grupo RAE

(p<0,05). La proporcion R:N durante la fase
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Cantidad de tiempo del dia completo destinado a cada estado. Los ejes y representan el porcentaje de un
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Fig. 10. Porcentaje de R con respecto a N. Cada barra representa el porcentaje

que ocupa R con respecto a N en el grupo RNE (gris) y RAE (amarillo). Se muestra

también el error estandar para cada caso. ** P<0,05
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de luz fue también significativamente mayor
en las ratas del grupo RAE (p<0,05) (Fig. 11

y fig. b de anexos).

3.2.2 Fraccion del total de cada estado en
intervalos de 4 horas: los promedios globales
expresados como % del total de W y errores
estandares que ocurren en el primer,
segundo, tercer, cuarto, quinto y sexto
intervalo de 4 h de un dia para RAE fueron
0,08+0,02, 0,08+0,02, 0,10+0,02, 0,25+0,02,
0,25+0,02 y 0,23+0,02 y para RNE fueron
0,10+0,03, 0,08+0,02, 0,11+0,01, 0,23+0,02,
0,24+0,02 y 0,23+0,03. Lo mismo para N; en
RAE fueron 024+0,02, 0,24+0,02, 0,21+0,01,
0,09+0,01, 0,10+0,02, y 0,11+0,02 y para
RNE fueron 0,22+0,02, 0,23+0,01, 0,20+0,01,
0,11+0,01, 0,11+0,03 y 0,12+0,02.
Finalmente, para R los promedios y errores
estandares en RAE fueron 020+0,05,
0,26+0,04, 0,25+0,04, 0,10+0,04, 0,07+0,05
y 0,08+0,03 y en RNE fueron 015+0,05,
0,23+0,04, 0,25+0,04, 0,18+0,04, 0,11+0,05
y 0,09+0,03. No hubo diferencias
significativas en la cantidad de W y N que
ocurria en cada intervalo de 4 horas en
ambos grupos, pero si hubo diferencia
significativa respecto a R, habiendo un mayor
porcentaje de R en los dos primeros
intervalos de 4 horas de la fase de luz en
RAE (p<0,05) y una menor porcentaje de R
en los dos primeros intervalos de la fase de

oscuridad (p<0,05) (Fig.12, fig. ¢ anexos).

3.2.3 Distribucion circular de los estados: el
angulo medio y la longitud del vector de W en
las ratas del grupo RNE fue de 270,2 (que
equivale a las 1:06 horas) y 0,98

respectivamente, y para las ratas del grupo
RAE fue de 264,8 (que equivale a las 00:36
horas) y 0,992 respectivamente. Para N, en
el grupo RNE fue de 82,4 (12:30 horas) y de
0,985 y para el grupo RAE 80.4 (12:22 horas)
y 0,99. Para R 138,3 (16:13 horas) y 0,8 para
el grupo RNE y 107,2 (14:08 horas) y 0,886
para el grupo RAE. No hubo diferencias
significativas  entre las  distribuciones
circulares de W ni N entre grupos, pero si en
la distribucién de R entre grupos (p<0,05)
estando anticipada en las ratas del grupo

RAE con respecto al grupo RNE (Fig.13).
3.3 Arquitectura del CSV

3.3.1 Estadisticas descriptivas de la duracién
de episodios de W, N y R: la duracién
promedio y error estdndar de episodios N en
el grupo RNE fue de 55,7+ 1,2 épocas y en el
grupo RAE de 48,3+ 1,2 épocas (p<0,05). La
duracion promedio y error estandar de
episodios R en el grupo RNE fue de 11,8+
0,2 épocas y en el grupo RAE de 12,7+ 0,3
épocas (p<0,05). La duraci6on promedio y
error estandar de episodios N que transitan a
W en el grupo RNE fue de 51,1+ 2 épocas y
en el grupo RAE de 424+ 1,9 épocas
(p<0,05). La duracion promedio y error
estandar de episodios R que transitan a W en
el grupo RNE fue de 14,9+ 0,8 épocas y en el
grupo RAE de 18,5+ 0,8 épocas (p<0,05). La
duracion promedio y error estandar de
episodios N que transitan a R en el grupo
RNE fue de 58,5+1,5 épocas y en el grupo
RAE de 51+ 1,5 épocas (p<0,05). La
duracién promedio y error estandar de

episodios R que transitan a N en el grupo
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Fig. 11. Promedio de

destinado a cada estado en fase de

tiempo

luz y oscuridad. Cada uno de los

graficos representa el porcentaje
promedio y el error estandar del total
de W (arriba, izquierda.), N (arriba,
derecha) o R (abajo, izquierda) que
ocurre en la fase de luz y en la fase
de oscuridad para cada grupo. El
grafico de abajo a la derecha muestra
la proporcién promedio y el error
estandar de& R:N en fase de luz y

oscuridad para cada grupo. ** P<0,05
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Fig. 12. Distribucién de W, N y R en sextantes de dia por grupo y por rata. Cada grafico muestra los promedios

globales y los errores estandares expresados como % del total que ocupa W (verde) N (azul) y R (rojo) en el primer,

segundo, tercer, cuarto, quinto y sexto intervalo de 4 h de

un dia por grupo y para cada rata. * P<0,05.
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Fig. 13. Distribucién circular de estados. Las figuras muestran los vectores que indican por su orientacién el angulo

medio (hora de maxima concentracién de estado) y por su longitud la concentracién de datos en torno a ese angulo. La

figura de la izquierda muestra los vectores de la distribucién circular de W (verde), N (azul) y R (rojo) para cada dia rata. La

figura de la derecha muestra ademas el promedio de distribucién circular por grupo (lineas més delgadas) y el promedio de

todas las ratas (lineas mas gruesas). ** p<0,05

RNE fue de 11,2+ 0,3 épocas y en el grupo
RAE de 11,4+ 0,4 épocas (p>0,05) (Fig.14).

3.3.2 Alternancias N-R dentro de un episodio
de suefo: en primer lugar se determiné la
cantidad de periodos de W y de dormir
subsiguiente en la fase de luz. El promedio
diario de episodios y el error estandar de W/
Suefio Total fue de 52, 4+0,5 para RAE y de
55,4+0,45 para RNE (p>0,05). En segundo
lugar se determind el nimero de alternancias
N- R dentro de un bloque de suefio (Fig. 15).
Hubo una gran cantidad de bloques de suefio
gue solo alcanzaron a presentar un episodio
de N. Estos representan el 44,4% de los
blogues de suefio de las ratas RAE y el
50,4% de los bloques de suefio de las ratas

de las ratas RNE (p<0.05). En tercer lugar se

investigé la tendencia de ambos grupos a
salir a W desde un episodio N o R. Los
bloques de suefio de las ratas RAE
transitaron a W desde N en un 71,5 % de los
casos mientras que los bloques de suefio de
las ratas RNE lo hicieron en un 77,5% de los

casos (p<0.05).

3.3.3 Interacciones entre las secuencias de

estado.

3.3.3.1 Duracién de episodios de cada
estado como andlisis de supervivencia: el chi
cuadrado que comparoé las salidasaW y R a
distintos tiempos de transcurrido el episodio
de N, indicé que hay mas salidas a W al
comienzo y més salidas a R al final (p<0,05).
Esto fue valido tanto para el grupo RAE como

para el grupo RNE. Sin embargo, luego de
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aplicar la prueba de chi cuadrado, se apreci6
que esta tendencia es mas marcada en el
grupo RNE (chi cuadrado= 21,6 para RAE y
33,1 para los RNE). Para el grupo RNE, el
28,4% de las salidas hacia W ocurrieron en el
primer minuto del episodio de N, mientras
gue solo ocurrieron ahi el 18,7% de las
salidas a R. El porcentaje de las salidas a W
que ocurrieron después de 4 minutos fue de
37,6%, mientras que a R fue de 46,3%. Para
el grupo RAE, el 30,6% de las salidas hacia
W ocurrieron en el primer minuto del episodio
de N, mientras que solo ocurrieron ahi el
21,3% de las salidas a R. El porcentaje de
las salidas a W que ocurrieron después de 4
minutos fue de 34,5%, mientras que a R fue
de 42,3%. Por otra parte, si utilizamos el chi
cuadrado para comparar ambos grupos, la
distribucion de su salida a W no difirid (chi
cuadrado 6,62 p>0,05). Sin embargo, el
curso temporal de la incidencia de las salidas
a R difiri6 significativamente entre grupos (chi
cuadrado 20,83, p<0.05). Esta diferencia se
explica porque las salidas a R ocurrieron mas
tempranamente en el curso temporal en las
RAE que en las RNE. Por ejemplo, en el
primer minuto, ocurrié el 23,2% de las salidas
a R de las RAE, y el 18,7% en las RNE.

Pasados los 4 minutos ocurrio el 46% de las

salidas a R de las RNE y el 42,4% de las
RAE (Fig.16)

3.3.3.2 Homeostasis de corto plazo de R: al
efectuar un andlisis de regresién de la
duracién del segundo episodio de N sobre el
primer episodio de R de un bloque de suefio,
se estableci6 que hay una relacién
significativa entre las dos variables soélo en el
grupo RAE con un coeficiente de 0,04 y un r
cuadrado de 0,04 (p<0.05). La relacion entre
las duraciones del segundo episodio de R del
bloque y el tercer episodio del N del bloque
de suefio también fue sélo significativa en las
RAE con un coeficiente de 0,04 y un r
cuadrado de 0,03 (p<0.05). Por lo tanto, la
homeostasis de corto plazo del R se expreso
mejor en las RAE (Fig.17).
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3. DISCUSION

Estudios anteriores  describieron
efectos del EA en el sentido de producir un
aumento tanto del ndmero como de la
duracién de episodios de R (Gutwein vy
Fishbein, 1980; Mirmiran et al.,, 1982;
Tagney, 1973). Como fue sugerido en la
introduccién, estos resultados se derivaron
de registros polisomnograficos de corta
duracion y las conclusiones relacionaron
estos efectos del EA con el propuesto rol de
R memoria y aprendizaje. Sin embargo,
debe establecerse que los estudios de suefio
en general son sujetos a posible sesgo por
cuanto existe un nimero de épocas de
caracteristicas ambiguas y existe la
posibilidad de utilizar las llamadas reglas de
continuidad o suavizacion que hace que se
incorpore a un episodio de un determinado
estado algunas pocas épocas que podrian
no corresponder exactamente a éste. Es
destacable entonces el valor de que este
estudio sea el primero en evaluar los efectos
del EA sobre el

registros polisomnograficos de larga duracién

suefio basandose en

y libre de toda posibilidad de sesgo, por

3,5

Fig. 17. Homeostasis de corto plazo R por grupo. El
eje x representa la duracion de un episodio de R en
minutos, el eje y representa a duracién del episodio de
N siguiente. La linea amarilla muestra al grupo RAE y

la linea gris a grupo RNE.

basarse en un diagnéstico automatizado de
estados. Por otra parte, este estudio no se
limit6 a evaluar los efectos sobre el suefio
indicando sélo las medidas mas gruesas
como cantidad de cada estado o duracion
promedio de los episodios, sino que abordé
una evaluacion mucho mas refinada a nivel
de arquitectura del suefio, ampliando
entonces las dimensiones en que pueden
evaluarse cambios. Esto resulta
particularmente relevante si consideramos
gue los factores potencialmente importantes
del

aprendizaje, pueden ser mucho mas sutiles

suefio en la relaciébn entre éste y
gue lo que originalmente se suponia (Ficca y
Salzarulo, 2004; Stickgold y Walker, 2005a,
b, y 2007). Asi, la comparacion que aqui se
realizé entre suefio de ratas que viven en un
ambiente estandar de laboratorio y el de
viven en un ambiente

aquellas que

enriquecido, puede ser proyectada con

nuevas perspectivas.

La cantidad total de estados por dia
se mantuvo dentro de rangos estrechos y

concordantes con la literatura: 40-50% para
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W, 45-50% para N y 7-10% para R
(Rosenberg et al., 1979). A diferencias de
estudios publicados que indicaban una
mayor cantidad de R, no se encontraron
diferencias significativas entre grupos para la
cantidad total de ningun estado. Tampoco se
encontraron diferencias significativas en la
distribucion luz:oscuridad de W o N, pero si
de R donde, teniendo ambos grupos
predominio diurno, el de RAE resulta ser
significativamente mayor. Relacionado a este
hecho, la razén R/N, esta significativamente
aumentada durante la fase de luz en el grupo
RAE.

Un andlisis més fino de las medidas
de tendencia central y dispersion (hora
promedio y distribucién), mostré un avance
de fase significativo de R, algo mayor que
dos horas de la RAE respecto a las RNE.
Sin  embargo, no hubo diferencias
significativas en las distribuciones circulares
deNoW.

En cuanto a la duracion de episodios
individuales de cada estado, no se
encontraron diferencias significativas para W,
pero si para los estados de suefio, donde el
grupo RAE tiene promedios de duracion mas
cortos para N y mas largos para aquellos

episodios de R que transitaban a W.

Respecto a la arquitectura de los
bloques de suefio se constatd, en primer
lugar, que hubo significativamente mas
alternancias N/R en el grupo RAE que en
RNE. Méas aun, el grupo RAE presenté una
tendencia significativamente mayor que RNE

a terminar los bloques de suefio con un

episodio de R. Ademas de pudo apreciar que
el transito de N a R es significativamente
mas precoz en el grupo RAE que en el grupo
RNE (la duracion de los episodios de N
previos a un episodio de R fueron mas

cortos).

Por dltimo, se estudio la homeostasis
de corto plazo de R, donde se cuantifico la
relacién entre un episodio de R y el episodio
siguiente de N. En ambos grupos se cumplio
lo esperado: a mayor longitud de un episodio
de R mayor fue el episodio de N que lo siguio
y esta relacién fue significativa. Sin embargo,
se observé que en el grupo RAE el grado de
asociaciobn entre ambas variables es

significativamente mayor.

Tomando el conjunto de hallazgos
significativos al comparar el suefio del grupo
RAE y el grupo RNE, lo primero que
sobresale es que las diferencias en gran
medida, si no exclusivamente, se refieren al
suefio R. Por una parte, las diferencias se
relacionan con la distribucion en las 24 horas
del R que podria vincularse al reloj biolégico.
Al respecto, se ha postulado que el
entrenamiento de la memoria podria
funcionar como un sincronizador externo,
capaz de inducir una respuesta inmediata
alterando la fase o amplitud de ciclos de
neuronas hipocampales (Eckel-Mahan vy
Storm, 2009). En este sentido, el mayor
aprendizaje que tendrian las ratas RAE
podria estar cambiando la fase del ciclo
circadiano de las células del hipocampo v,
con ello, la aparicion del ritmo theta

hipocampal, caracteristico de R. Por otra
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parte, lo que puede tener sentido es suponer
que en un ambiente enriquecido el
requerimiento de R se anticipe por su vinculo

con procesamiento de informacion adquirida.

Otra diferencia encontrada tiene que
ver con la secuencia de episodios al interior
del bloqgue de suefio. Los hallazgos
significativos destacados arriba indican no
s6lo una mayor duracién de los episodios de
R, sino una mayor propensién a transitar
mas precozmente desde el N al R (mayores
transiciones entre estados dentro de un
mismo bloque de suefio) y una mejor
homeostasis de R. Esto nuevamente podria
estar relacionado con procesos de
aprendizaje, y podria apoyar la “hipotesis de
dos pasos”, que sugiere que la consolidaciéon
de la memoria estaria relacionada a la
cooperacion entre N y R (Ficca y Salzarulo,
2004). Asi, en las ratas RAE, al tener nuevas
experiencias que aumentan su necesidad de
consolidacion de memoria, la mayor
cooperacion entre estados se veria reflejada
en una mayor cantidad de transiciones entre
ambos. Asi también, podria sugerirse que el
mejor ajuste de la homeostasis de corto
plazo de R en las RAE es un reflejo de una
mejor funcionalidad de la relacion entre

ambos estados.

Uno de los primeros aspectos que se
quiere abordar es la posible relacion
funcional entre el EA y suefio, principalmente
R, considerando por un lado que el EA
conlleva respuestas positivas a nivel de
desarrollo cognitivo y neurologico (Altman y
Das, 1964; Bennett, 1976; Cummins et al.,

1973; Diamond et al, 1966, 1976;
Greenough, 1976; Greenough y Volkmar,
1973; Greenough et al., 1978; Holloway,
1966; Kempermann et al., 1997; Walsh et al.,
1969; Walsh y Cummins, 1979) y, por otro
lado, que en los Ultimos afios se ha
propuesto que el suefio tendria un rol
relevante en la regulacion de la neurogénesis

y aprendizaje (Meerlo et al., 2009).

Se ha establecido que hay al menos
dos regiones en las que hay neurogénesis en
el cerebro adulto de mamiferos: el giro
dentado de la formacion hipocampal y la
zona subventricular alineada a la pared de
los ventriculos cerebrales laterales (Gould,
2007). El término neurogénesis usualmente
se refiere a los procesos combinados de
proliferacion, supervivencia, maduracion y
diferenciacion celular hacia una neurona.
Considerablemente, el indice de
neurogénesis en el cerebro adulto no es
constante. Cada aspecto del proceso de
neurogénesis, desde proliferacion hasta
supervivencia y diferenciacion, puede ser
regulado y modulado. En el giro dentado de
ratas adultas, un nimero estimado de 4000-
9000 nuevas células son generadas
diariamente (Cameron y McKay, 2001; Rao y
Shetty, 2004). Bajo condiciones estandares
de laboratorio, cerca del 60% de las nuevas
células mueren dentro de pocas semanas
posteriores a su generacion. Sin embargo,
tanto el EA como el ejercicio y el aprendizaje
han demostrado afectar positivamente la
proliferacion o la tasa de supervivencia
(Abrous et al., 2005).
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La funcion de neuronas recién
formadas en el cerebro adulto sigue siendo
un tema de intensa investigacion y discusion
(Aimone et al., 2006; Doetsch y Hen, 2005;
Kempermann, 2008; Kempermann et al,
2004; Lledo et al., 2006). La mayoria de los
estudios se han enfocado en nuevas
neuronas en el giro dentado y su posible rol
en la funcion hipocampal. El hipocampo es
una parte importante del sistema limbico
cognitivo que juega un rol central en la
regulacion de funciones cognitivas y
emociones (Bannerman et al.,, 2004; Bast,
2007; Moser y Moser, 1998; Phelps, 2004).
Congruentemente con un rol de Ila
neurogénesis en la funcién hipocampal, hay
una serie de estudios que demuestran que el
aprendizaje y la formacién de memoria
dependiente de hipocampo estan asociados
con una mayor proliferacion celular vy
neurogénesis, mientras que problemas de
aprendizaje estan asociados con una

neurogénesis reducida (Leuner et al., 2006).

En los ultimos afios se ha propuesto
que el suefio tendria un rol relevante en la
regulacion de la neurogénesis en mamiferos
adultos, apoyando la funcién del hipocampo.
Para examinar el rol del suefio sobre la
neurogénesis, varios estudios privaron o
interrumpieron suefio de forma experimental.
Los resultados de éstos han sugerido que el
indice basal de proliferacion celular en el giro
dentado no se ve fuertemente afectado por
privaciones de suefio menores a un dia de
duracion (Guzman-Marin et al.,, 2007,
Mirescu et al., 2006; Roman et al., 2005; van

der Borght et al., 2006). Sin embargo, la

proliferacion celular es suprimida
significativamente cuando la privacién o la
interrupcién de suefio es prolongada y dura
dos dias 0 mas (Guzman-Marin et al., 2003,
2005, 2007, 2008; Mirescu et al., 2006; Tung
et al., 2005). La privacion o interrupcion del
suefio podria no soélo tener un impacto
negativo sobre la proliferacion celular si no
que también sobre la supervivencia,
maduracion y diferenciacién de estas células.
Varios estudios en ratas muestran que la
interrupcién de suefio reduce la fraccion de
nuevas células que mas tarde expresan un
fenotipo neuronal (Guzman-Marin et al.,
2005, 2007, 2008). Este efecto de la
privacién o interrupcion de suefio sobre
neurogénesis podria explicarse por la
reduccion especifica de R (Guzman-Marin et
al., 2008).

Muchos estudios sugieren que el
suefio juega un rol importante en el
aprendizaje y memoria (Graves et al., 2001;
Stickgold, 2005; Stickgold y Walker, 2005a).
El suefio podria estimular la formacion de
memoria al promover la supervivencia e
integracion funcional de nuevas neuronas
hipocampales. Ciertamente, una posible
relacion entre suefio y neurogénesis en el
contexto del aprendizaje se corresponde con
interesantes descubrimientos. El primero es
que el hipocampo es wuna estructura
importante para la formacion de la memoria y
una de las pocas areas cerebrales que
manifiesta una cantidad de neurogénesis
sustancial en el mamifero adulto. Segundo,
tanto la neurogénesis como los procesos de

memoria hipocampal son sensibles a la
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pérdida de suefio. Es mas, la privacién de
suefio altera propiedades moleculares y
electrofisiolégicas de neuronas
hipocampales, como reduccion de la
excitabilidad neuronal e inhibicion de
potenciacion a largo plazo de potencia
sinaptica (McDermott et al., 2003) y tiene un
efecto disruptivo particular sobre formacion
de memoria cuando esta es dependiente de
hipocampo (Graves et al., 2003; Ruskin et

al., 2004).

Asi, los efectos del EA sobre el
suefio podrian tener relaciébn con procesos
de aprendizaje y neurogénesis. El EA es un
modelo experimental en el cual los animales
son alojados en condiciones que potencian
las interacciones sociales y la estimulacion
sensorial y motora (Mora et al., 2007,
Rosenzweig y Bennett, 1996; van Praag et
al., 2000). Ratas enriquecidas exhiben
habilidades aumentadas de aprendizaje y
memoria en relacion a sus comparneros de
camada alojados en ambientes no
enriquecidos (Brown, 1968; Greenough et al.,
1972; Tees, 1999; Woodcock y Richardson,
2000) y este efecto positivo del EA puede
presentarse incluso en la adultez (Green et
al., 1983; Rosenzweig y Bennett, 1996;
Soffie et al., 1999). Mas aun, el EA puede
aumentar la proliferacion de nuevas
neuronas hipocampales en roedores durante
la mediana edad y senectud (Kempermann
et al.,, 1997, 1998). El vivir en un ambiente
gue potencia las funciones cognitivas y la
neurogénesis podria requerir un suefo
distinto a aquél que se presenta en

condiciones estandares de laboratorio, por lo

que los sutiles cambios a nivel de
arquitectura y circadianeidad encontrados en
el grupo de las ratas enriquecidas podrian
ser un reflejo de diferente funcionalidad

cerebral.

Un segundo tema a discutir es la
posibilidad de que procesos relacionados a
estrés sean los que producen estos cambios
en el suefio de las ratas del grupo RAE.
Esto, porque el ambiente de registro
polisomnogréfico presenta condiciones que
podrian causar estrés sobre los animales,
tales como dolor inflamatorio pos quirdrgico,
conexion constante al sistema de registro y

aislamiento social.

La rata es una especie gregaria que
en la naturaleza vive en grupos sociales
(Barnett, 2005). Ha sido ampliamente
observado que el aislamiento social es
deletéreo para ratas, y que el estrés por
aislamiento  altera caracteristicas tanto
fisiolégicas como conductuales (Wiberg y
Grice, 1963). Por ejemplo, el alojamiento
individual impacta sobre la  presion
sanguinea y frecuencia cardiaca (Woodworth
y Johnson, 1988), ritmos circadianos (Greco
et al., 1989), maduracion sexual (Swanson y
Van de Poll, 1983), peso corporal y duracion
de vida (Menich y Baron, 1984; Moon et al.,
2006), respuesta a drogas (Juraska et al.,
1983) y actividad del sistema inmune
(Jessop y Bayer, 1989). También afecta
medidas de conducta sexual (Spevak et al.,
1973; Swanson y Van de Poll, 1983),

autoadministracion de morfina (Alexander et
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al., 1978) y actividad de campo abierto
(Menich y Baron, 1984; Thorsell et al., 2006).

En el grupo RNE, se suman incluso
otros factores que son potencialmente
estresantes para ratas, como la ausencia de
material para hacer nidos y piso grillado
(Baenninger, 1967; Kaliste-Korhonen et al.,
1995; Krohn et al., 2003) y la ausencia de
refugios (Townsend, 1997).

Los efectos del EA sobre la
respuesta a estrés no estan completamente
comprendidos (Benaroya-Milshtein et al.,
2004; Roy et al, 2001). Sin embargo,
pruebas indican que el EA puede proteger
frente a, e incluso revertir, los efectos de
factores negativos como la exposicion
intensa a un estrés. Es asi como estudios
han revelado que el EA sirve para atenuar la
reactividad emocional a estresores
(Chamove, 1989; Chapillon et al., 1999;
Manosevitz, 1970). Los animales que viven
en un ambiente enriquecido han demostrado
en repetidas ocasiones expresar
relativamente menores niveles de conductas
relacionadas a emociones negativas tales
como defecacion y congelamiento
(Escorihuela et al., 1994; Fernandez-Teruel
et al., 1992, 1997; Klein et al., 1994; Larsson
et al., 2002), estar mas relajados y ser mas
faciles de manipular por los
experimentadores (Van de Weerd et al.,
2002), expresar menos conductas anormales
0 no deseadas (Boinski et al., 1999) y ser
mas juguetones (Marashi et al., 2003). Se ha
demostrado reiteradamente que el EA

aumenta el nimero de entradas a los brazos

abiertos y el tiempo destinado en ellos en el
laberinto elevado en cruz, indicando menor
ansiedad (Chapillon et al., 1999; Fernandez-
Teruel et al., 1997; Friske y Gammie, 2005).
Este efecto ansiolitico del EA es duradero y
resistente  a estimulacién experimental
extensa incluso cuando los animales son
expuestos al enriquecimiento sélo durante la
adultez (Larsson et al., 2002). Por lo tanto,
los animales del grupo RAE podrian
presentar menores niveles de estrés que el

grupo RNE.

Se ha descubierto recientemente
que el estrés tiene un efecto prominente
sobre los patrones de suefio, sin embargo,
los estudios del efecto del estrés sobre
suefio han tenido resultados dispares. Por
ejemplo, Meerlo y Turek (2001) describieron
que la cantidad de N de ondas lentas
aumenta luego de estrés de conflicto social
en las seis horas subsecuentes de suefio.
Otros estudios indican que R disminuye en
ratas luego de estrés por miedo contextual
(Jha et al., 2005; Tang et al., 2005) y Gronli
et al (2004) describieron que la exposicién a
estrés suave impredecible por 4 semanas
produjo en ratas un aumento en la
fragmentacién del suefio, asi como en la
cantidad de R. Estas diferencias en los
resultados podrian deberse a que se usaron
diferentes protocolos de experimentacion, lo
gue indicaria que los efectos del estrés sobre

suefio dependen del tipo de estrés.

De cualquier forma, no considerar el
estrés como un factor importante en estudios

de suefio que usan modelos animales podria
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alterar la interpretacion de los resultados. En
este sentido, una proxima aproximacion al
tema de los efectos de EA sobre suefio
podria incluir evaluacién del estrés, ya sea
usando variables endocrinas (ACTH,
corticosterona, etc.) o pruebas conductuales
(laberinto en cruz elevado, campo abierto,

etc.).

Este estudio permiti6 detectar
diferencias entre el suefio de ratas que viven
en un ambiente enriquecido vs. ratas que
viven en un ambiente no enriquecido. Los
cambios  encontrados se  relacionan
principalmente a R. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales el EA genera
cambios en el suefio son adn desconocidos.
En los Ultimos afios se han generado una
serie de avances que relacionan procesos de
aprendizaje y neurogénesis con suefio.
Nosotros creemos que estas relaciones son
las que podrian explicar los cambios
encontrados en este estudio, considerando
que el EA seria un protocolo experimental
que potencia tanto el desarrollo y fisiologia
normal del cerebro, como procesos
cognitivos. Seria muy interesante profundizar
en esta linea de investigacién y evaluar otras
variables que permitieran entender mejor los
mecanismos por los cuales el EA podria
influir sobre suefio, tales como neurogénesis,

aprendizaje y estrés.
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