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"Considero que es muy importante detenerse

en el tiempo para decirle y expresarle a la
gente que amas cuanto 1os amas mientras ellos
te puedan escuchar.”

Meredith Grey



iNDICE

RESUIMEN .....uuuiiiieiiiiiiiiiinnneetiiiisisssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssans 7
CAPITULO Lvuvucueerreueneesesesssssseesessssssssesessssssssssssessssssssssestssssssssssestssssssssesessssssssssssesssssssssssssssssssssssessnsssssseses 9
1.1. AINTECEDENTES. ...ceetettietetttetetetetetereteteterererereterereteteterereresereratetatetetetetetetet et atet et ettt e teteteteteteeeteteaeteeeneeanes 9
1.1.1.  ElSuefio y Su funcion €n €l AUMQONO.............cceevcueieiuieeiiiieieeieete ettt 9
1.2.1.  Patron de suefio en distintas eSpecies ANIMAIES.............cccueeecveeeeciieeeeeiiieesiieeeesireeeeeirveaesisens 15
1.3.1. Drosophila melanogaster: SUEMO Y MEMOIIQ............c..ceeeeeuvveeeiieaeeiiieeescieeeecseeeesieaeesesseaessases 20
D T B . [T ¢ T T4 [« P PP PPPPPPPPPPPPPIRt 22
3.3.1.  Suefio: efectos sobre el aprendizaje y memoria en Drosophila melanogaster ......................... 23
CAPITULD Hluceieeeiieieetestttsseesesessssssssssssssssssssasssassstsssstassssssssssesesesessssssssssssssssssssssssssesssssanasasssans 24
2.1. JUSTIFICACION .....ceiiiiiiiiiiieet e ettt e e e e ettt et e e e sttt et e e e s e bbb e e e eeeesessanbbeaeeessesasbaaaeeessesansbanaaaeesenas 24
2.1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS ......uivttiteteteeeiiitteeesesesiittteeeessssaanbataeeessssaasbasaeeeesesasssssaaeeesesassssaaaeesssesssnseeees 24
B O B 1o 1 (=X LSS 24
2.1.2.  ODBJELIVO GENEIQA ...t e et e ettt e e ettt e e e ettt e e e st e e e s aae e e e tsaaeeatsaseesssaaaeasraaaans 24
2.1.3.  ODJELIVOS @SPECIFICOS. ...ueecreeeeeiiie e e e e e e tte e et te e et tte e e ettt s e e ettt e e s ttaaaeestsaaeeastssaesssssasssssnaans 24
CAPITULO Hluuveereeerererseeeesessssssssssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesssessssssssssssssssssssssssssssssssnssssssses 25
3.1. IMIATERIALES Y IMIETODOS .........cvtitieeeeeiiiiiteeeeesesiittteeeeesesaabateeeesessasbatteeeesssenabsbaaeeeeessaassbbaaeesssennsnseaaeas 25
20 B B Vi 11 T ] =X SO PUUUUTUIUOt 25
3.1.1.  Reproduccion de l0S MOSCAS ..........coccueerueeeseieieieee ettt sttt et e st eesaee e 25
3.1.2. Disefo de estudio
3.1.3. Variables............cccccccu......
3.1.4.  MEtodo de PriVACION @ SUBFIO ..........cceccueeeeeeiieeeeiee et eeeeeeeeeee e e et a e e e e e etsaaesssaaeessanaans 28
3.1.5.  RECUPEIACION @ SUBIO .......eeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e ettt e e et e e e st e e e s taaaaesetsaaeestsaaeessssaaeasssnaens 29
I I Y oV T=1 o Yo [ (= [0 Y= g Lo [ 4o | -SSR 30
3.2 WY o] =Ry e [ |y A ol TS 32
CAPITULO IV .ceeeiiiiiettccetss e e sesess s e s ssasssasssass sttt sttt st s e se e e e e s ssssssssssssssssssssssnsssssnasasasasans 33
4.1. RESULTADOS ...ttttteeeeeeeiitt et ee e e e ettt et e e e s e aae bt et e e e seassb et e eeeesaaannbe et eeeeseaannbeeeeeeeeesannbabeeeeeeesannsenenaaeeennn 33
4.1.1. Andlisis e interpretacion de 108 AATOS ............cceccveeeeciueeeeiiieeeecieeeccee e ee e e et e e e e svaeeesraaaeeraeaaas 33
4.1.2.  Adquisicion y consolidacion del Qprendizaje.................cueeeeveeeeeciuieeeiiieeesiieeeecieeeeecieeeesceean 35
4.1.3.  Efectos de la privacion y recuperacion de suefio sobre el aprendizaje...............ccccccvevueeeunenn.. 37
CAPITULO V cceenteeeeecestsaeseseestsssssssestssssssssssstssssssssessstsssssssssssssssssssssessssssssssssestssssssssssestssssssnsssnssssssasnes 41
5.1 DISCUSION ....ucuemimeneneneneenenessnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstsssssssssssssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssses 41
5.2. CONCLUSIONES ......cuuuerriiiiiiiiinsnneeeiinissssssssessssissssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssnns a4
5.3, PERSPECTIVAS.....cciiettiiiiiiiininneetiiiisississssessssisssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssansesssssssssnns 45
6. REFERENCIAS .....ccoiiiiiiiiiuerteiiiiiiiiisnstesisissssssssssssssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssss 46



Resumen

El suefio es considerado un fendmeno complejo y esencial para la vida debido a que
dentro de éste se desarrollan funciones de indole vital para todos los seres vivos,
incluyendo el ser humano. Actualmente, existe un gran numero de investigaciones
dedicadas a estudiar las funciones que desempeiia el suefio, desde invertebrados hasta
los vertebrados. La hipdtesis de algunos de esos estudios se ha enfocado en elucidar el
papel que juega el sueiio en los procesos de aprendizaje y memoria. Aunado a esto,
estudios realizados en la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, han demostrado
como la falta de sueno afecta el aprendizaje en dos de sus etapas, la adquisicion vy la
consolidacién. La tercera etapa del aprendizaje, la recuperacion de la informacién, es decir
la memoria, actualmente esta en investigacién debido a que algunos hallazgos han
mostrado la estrecha relacidn que existe entre el suefio y los procesos de aprendizaje y de
la memoria.

El objetivo del presente estudio fue analizar el efecto de la recuperacién del suefio sobre
la memoria en Drosophila melanogaster mediante una tarea de aprendizaje que consistio
en la localizacion de alimento. Para dicho estudio se utilizaron 100 moscas de la especie
Drosophila melanogaster de la cepa tipo silvestre a las cuales de les privé parcialmente de
alimento; se dividieron en dos grupos: el grupo control (n=50), y el grupo experimental
(n=50), ambos grupos fueron sometidos al mismo protocolo de aprendizaje con la Unica
diferencia de que el grupo experimental se sometié a la privacién de suefio con una
duracion de 6 horas en la segunda mitad de la noche. Todas las moscas fueron entrenadas
de manera individual durante 6 dias consecutivos, la tarea consistio en la localizacién de
alimento utilizando pistas visuales de color (verde y rojo). Al finalizar los dias de
entrenamiento, el grupo experimental fue sometido a la privacién de suefio por 6 horas
mediante estimulacién mecdnica con ayuda de un brazo giratorio en la segunda mitad de
la noche.

Al séptimo dia, ambos grupos realizaron la tarea con la finalidad de registrar los aciertos,
errores y omisiones. En el grupo experimental se observé un aumento en la tasa de

errores, asi como omisiones y en contraste una disminucidén en la tasa de aciertos de
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manera considerable. Posteriormente, a este grupo se le permitié dormir durante la
noche del séptimo y octavo dia, y al noveno dia nuevamente se realizd la tarea de
localizacion de alimento para registrar aciertos, errores y omisiones. Finalmente,
encontramos que con el periodo de reposo se observé una disminucién en la tasa de
errores y omisiones, y en contraste un incremento en la tasa de aciertos, lo que se
consideraria como una recuperacion de los procesos de memoria. Sin embargo, los valores
no retornan a los valores previamente registrados antes de la privacidon de suefo, pero si
existe una diferencia en comparacion con el primer dia de aprendizaje. Con lo cual
podremos concluir que el suefo participa activamente en los procesos de consolidacion y

recuperacién de la informacién en Drosophila melanogaster.



Capitulo |

1.1. Antecedentes
1.1.1. El Sueio y su funcién en el humano

1. El sueiio

El sueno se caracteriza por ser un fendémeno fisioldgico activo, complejo y fundamental
para los seres vivos, del mismo modo que beber y comer, el suefio mantiene en correctos
niveles los procesos fisioldgicos que son escenciales para la sobrevivencia del organismo
puesto que regula importantes funciones conductuales y fisoldgicas tales como, el
desarrollo, depuracidn de toxinas del sistema nervioso central, conservacion de la energia,
modulacion del sistema inmunolégico, procesos cognitivos entre otros (Siegel, 2008;
Zielinski y Krueger, 2011; Zielinski et al., 2016). Ademas, actualmente se sabe que el suefio
se presenta en todas las especies animales, desde los vertebrados, pasando por los
mamiferos, asi como en organismos simples o invertebrados (Allada et al., 2008).

Hablando especifiamente del humano, el fendmeno del sueifo se caracteriza por
presentar una serie de estados funcionales y conductuales que son controlados por
grupos de nucleos situados en el tronco encefalico que proyectan sus conexiones a zonas
particulares del cerebro nombrado sistema reticular activador ascendente (Ayala-
Guerrero et al., 2008; Torterolo et al., 2010). Dado que las funciones de nuestro cuerpo
varian a lo largo de 24 horas, es decir en un periodo circadiano, el organismo requiere de
un mecanismo natural capaz de medir el tiempo, conocido como reloj biolégico. Por lo
tanto, el suefio pertenece al ritmo circadiano de suefio-vigilia y esta altamente conservado
en los organismos vertebrados, en la mayoria de ellos es evidente la importante
interaccion del suefio con los procesos de aprendizaje y memoria, mientras que en los
invertebrados se le denomina ciclo actividad-reposo partienso desde el punto de vista
evolutivo y la funcidn de éste aln se encuentra en constante investigacion (Miyazaki et al.,

2017).



2. Etapas del sueiio en el humano

En el humano sano el periodo de suefio ocurre en un horario especifico y esta conformado
por tres estados de vigilancia claramente definidos: la vigilia, la etapa de suefio no-MOR
(NMOR), que involucra al sueiio ligero (fase N1 y N2) y al suefio de ondas lentas (fase N3),
y finalmente la etapa de suefio de movimientos oculares rapidos (SMOR).

Ademads, durante una noche normal, se presentan de 4 a 5 ciclos de suefio los cuales se
desarrollan en secuencia a lo largo de 8 horas. Cada uno de estos ciclos tiene una duracién
de 90 a 120 minutos aproximadamente. Por otro lado, se ha observado que durante la
primera mitad de la noche hay mayor porcentaje suefio de ondas lentas, mientras que en
la segunda mitad de la noche con etapas progresivamente mas largas se registra mayor
cantidad de sMOR. Asimismo, en cada etapa de suefio ocurre la activacién o inactivacion
alternada de sistemas neuronales especificos (Martinez-Gonzalez et al., 2004; Ayala-
Guerrero et al., 2010; Berry RB, Brooks R, Gamaldo CE et al., 2015; Zielinski et al., 2016)

(Figura 1).

Vigilia |
Suefio MOR |
N1+

N2+

N3

11pm 12‘.1m 1 ;lm 2 :1m 3 Iil]'l 4 am 5am b am Tam

Horas

Figura 1. Hipnograma donde se representa la aparicion consecutiva de las etapas de suefio en el humano
sano. Iniciando desde vigilia, a los pocos minutos aparecen las fases N1 y N2 de suefio NMOR las cuales
conforman al suefo ligero y posteriormente aparece la etapa N3 de suefio de ondas lentas, finalmente
transcurridos aproximadamente 90 a 120 minutos de haber iniciado el suefio, aparece la etapa de sMOR.
Se observan de cuatro a cinco ciclos de suefio durante ocho horas de suefio continuas. Tomado de Acosta
Pefia E. (2012).
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= Vigilia

Durante la vigilia cuando el individuo estd en interaccidon con el medio que lo rodea, sus
niveles de atencién y alertamiento son elevados. Por ejemplo, el tono muscular es alto y
los movimientos corporales se controlan de manera voluntaria. Por otra parte, también la
actividad respiratoria y cardiaca también se muestran bastante activos.

Durante la vigilia, los parametros del electroencefalograma (EEG) muestran claramente
actividad de baja amplitud y de frecuencia rapida (15-30 Hz) denominada ondas beta,
pero si el sujeto cierra los ojos, destacard la actividad alfa (7-14 Hz) también conocido
como vigilia pasiva con un nivel de alerta intermedio (Berry RB, Brooks R, Gamaldo CE et

al., 2015).

= Sueno no-MOR, N1

Periodo de somnolencia o de suefio ligero donde ocurre la transicion de la vigilia al suefio,
se caracteriza por el ligero incremento de la respuesta a estimulos externos o aplicados,
por ejemplo, los tactiles o auditivos y es muy facil despertar estando en esta etapa. La
actividad muscular disminuye de manera progresiva e incluso pueden aparecer liegras
activaciones musculares conocidas como mioclonias hipnicas. (Ayala-Guerrero et al.,
2010).

En el EEG se observa ritmo alfa, que es sustituido por actividad de frecuencia mixta de
bajo voltaje donde predomina la actividad theta (4-8 Hz) de amplitud regular. El
grafoelemento caracteristico de esta etapa es la aparicion de ondas bifasicas llamadas

ondas agudas del Vertex (Berry RB, Brooks R, Gamaldo CE et al., 2015).

= N2
En esta etapa disminuye la excitabilidad cerebral y se presentan dos grafoelementos
tipicos: el primero, los husos de suefio, que son rafagas de ondas con una frecuencia de 14
a 18 Hz con una duracion de 1 a 2 segundos que aparecen de forma breve e intermitente,
las cuales se observan principalmente en zonas centrales y frontales en el EEG. El segundo,

los complejos K, que son ondas de gran amplitud, compuestas por una fase negativa y
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después una positiva, generalmente aparecen asociados a los husos de suefio. Durante N2
la frecuencia cardiaca, asi como la temperatura corporal disminuyen progresivamente.

(Berry RB, Brooks R, Gamaldo CE et al., 2015).

= N3
Suefo de ondas lentas donde el dormir es mas profundo y el trazo del EEG se caracteriza
por ondas lentas de gran amplitud y baja frecuencia (0.5-4 Hz) llamadas ondas delta, la
actividad cerebral se lentifica de manera significativa. No hay presencia de movimientos
oculares y hay tono muscular, aunque éste es minimo. Esta etapa se presenta
aproximadamente a los 60 minutos de haber iniciado el suefio a partir de N1 (Berry RB,

Brooks R, Gamaldo CE et al., 2015).

= Movimientos Oculares Rapidos (SMOR)

También llamada fase paraddjica, debido a que la actividad cerebral es similar a cuando se
esta despierto. En sujetos saludables la fase de SMOR aparece aproximadamente a los 90
min a partir de N1. La actividad del EEG se caracteriza por rafagas de ondas theta que
anteceden a los movimientos oculares y que por su morfologia reciben el nombre de
ondas dientes de sierra (2-6 Hz). Se observa actividad de alta frecuencia y de baja
amplitud que corresponde a las ondas beta (14-35 Hz). En esta fase se presentan cambios
fisioldgicos importantes, por ejempo, el ritmo cardiaco y la respiracion aumentan, el tono
muscular desaparece por completo y se registran movimientos oculares rapidos, por ello
el nombre de Movimientos Oculares Répidos (MOR). La fase tiene una duracién
aproximada de 15 minutos, al finalizar ese tiempo entonces se concluye con un ciclo de
suefio y asi se da inicio al siguiente, comenzando nuevamente con la fase N1 de suefio
noMOR. Es importante mencionar que aperecen en promedio 5 ciclos mas durante la

noche, pero eso varia de un sujeto a otro (Berry RB, Brooks R, Gamaldo CE et al., 2015).
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3. Variaciones fisiologicas y conductuales durante el suefio en el humano

Para el estudio del suefio y de las fases que lo componen es necesario realizar el registro
de distintas variables fisiolégicas como lo son la actividad eléctrica cerebral (EEG), la
actividad muscular (EMG) y el movimiento ocular (EOG), de ese modo se obtiene
informacién acerca del grado de vigilancia y del grado de profundidad de suefio en la que
el sujeto de estudio se encuentra (Ayala et al., 2007). Asi mismo, la temperatura corporal,
la liberacion de hormonas durante la noche y la actividad metabdlica cerebral son otros
parametros fisioldgicos que muestran cambios importantes durante la noche. Por otro
lado, el fendmeno del sueiio se caracteriza por la presencia de estados conductuales
especificos como lo son: a) una postura estereotipica, b) reduccion en la actividad motora
voluntaria y ¢) un incremento en el umbral de la respuesta a estimulos externos, asi como
cambios neuroquimicos que caracterizan cada fase del suefio (GOmez-Gonzdlez et al.,

2012; Franco-Pérez etal., 2012).

4, Funciones del suefio

Actualmente, para el entendimiento de las posibles funciones del suefio, ha sido necesario
el andlisis de los mecanismos conductuales, celulares y moleculares que lo subyacen,
partiendo también de las estructuras cerebrales que participan en la regulacién del ciclo
circadiano vigilia-suefio. El fendmeno del suefio, ademds de modular importantes
procesos fisioldgicos como son el aumento del metabolismo cerebral y de la actividad
neuronal durante el sMOR, funge otros propdsitos vitales para el organismo (Ayala
Guerrero et al., 2015). Por ejemplo, se ha descrito que mientras dormimos se lleva a cabo
un proceso de restauracion fisica durante la fase de suefio de ondas lentas, restauracion
gue desde el punto de vista subjetivo es percibido por el sujeto como descanso (Vassalli et
al., 2009). También se han observado cambios importantes a nivel enddcrino, ya que
durante la primera mitad de la noche los niveles de la hormona del crecimiento

aumentan, observandose un pico maximo de liberacidon especificamente en la fase de
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suefo lento, y en contraste, durante las ultimas horas de la noche se observa un aumento

en plasma de la hormona del cortisol (Steiger., 2003).

Por otro lado, la privacion parcial o total del suefio se ha utilizado como herramienta para
observar las alteraciones y los cambios psicofisioldgicos que ocurren en el organismo, de
ese modo se puede estudiar el papel que juega el fendmeno del suefio en el organismo.
De ese modo, distintos grupos de investigacion trabajan con modelos experimentales en
distitas especies animales (p. ej.: en ratas, ratdn, perros, conejos, gatos, peces e
invertebrados). Es necesario utilizar este tipo de modelos para que pueda ser generado
nuevo conocimiento acerca de las distintas funciones del dormir, debido a que existen
limites de indole bioético que prohiben la aplicacion de estos métodos en el ser humano,
por ejemplo, los experimentos relacionados con la privacion de sueio, sea total o parcial.
En 1995, Rechtschaffen y Bergmann reportaron una cascada de patologias progresivas que
resultaron de la privacién crdnica de suefio en ratas. Registraron la pérdida excesiva de
peso aun cuando habia un alto consumo de alimento, apariencia desalifiada del pelaje y
cambios en el tono de la piel, ésta se torné de una coloracion amarillenta acompanada de
la aparicidén de Ulceras en la zona plantar de las extramidades y cola. Estas observaciones
coinciden con recientes investigaciones en donde la perturbacién o falta de suefo
producen un marcado debilitamiento del sistema innmunolégico (Gast et al., 2012;
Hurtado Alvarado et al., 2013).

También, se ha reportado que durante la fase de sMOR ocurre una elevada sintesis
protéica en distintas regiones cerebrales conocida como plasticidad neuronal dependiente
del suefio (Sossin et al., 2010), esta sintesis es clave para una adecuada ejecucidon de
importantes funciones cerebrales y cognitivas, como lo son el aprendizaje y la memoria
(Kavanu, 1995; McDermott et al., 2003; Hernandez et al., 2008; Cirelli, 2013).

Ahora se ha reportado que el aprendizaje y la memoria se alteran significativamente
post-privacidn o restriccion de suefio, probablemente debido a cambios significativos en la
tasa de la formacién de nuevas neuronas (neurogénesis), dichos cambios son provocandos

por un decremento en los niveles de proliferacién, diferenciacion y sobrevivencia celular
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que ocurre en la zona subgranular del hipocampo de la rata adulta (Guzman Marin et al.,
2003; 2005; 2007; Roman et al.,, 2005). También, la permeabilidad de la barrera
hematoencefdlica en ratas macho adultas sufre cambios importantes, dicha permeabilidad
se ve comprometida después que fueron sometidas a un periodo de privacién de sMOR
durante varios dias, lo cual indica que el fenédmeno del suefio es fundamental para el
mantenimiento fisico de la barrera hematoencefalica y por ende del adecuado control de
los desechos cerebrales (Gomez Gonzalez et al., 2013).

Por otra parte, se ha reportado que el suefio funge como un importante marcapasos de
varios ritmos hormonales, por ejemplo, en ratas macho la privaciéon del suefio modifica
importantes mecanismos regulatorios de la conducta sexual en esa especie (Velazquez
Moctezuma et al., 1996). Finalmente, experimentos realizados en perros, ratas y conejos
qgue fueron sometidos a privacidon de sueiio agudo y crénico (7, 8 y 31 dias), resultd ser
fatal para estos organismos (Everson, 1995; Kleitman, 1963).

En conclusion, el suefio es un fendmeno del cual dependen importantes procesos
cognitivos y sistemas fisioldgicos, como lo son el aprendizaje y la memoria (Axmacher et
al., 2009), asi como para la restauracidon de sistemas neuronales, hormonales y de un
adecuado funcionamiento del sistema inmunoldgico; por consiguiente, si se perturba el
suefo, de manera aguda o crénica, habra fallas en la comunicacién del sistema nervioso, y

en un caso extremo inclusive la muerte.

1.2.1. Patron de sueiio en distintas especies animales

Desde el punto de vista de la filogénesis, los vertebrados e invertebrados estudiados hasta

I o

el momento exhiben el fendmeno del “suefio”, lo cual indica que se ha conservado
evolutivamente, por esa razén se considera como un fendmeno que es universal e innato
de los seres vivos. Es por ello que para el estudio comparativo del suefio entre el ser
humano y de las especies animales, es necesario el analisis de pardmetros conductuales y
electrofisiolégicos especificos como lo son: la inmovilidad conductual, el umbral elevado a

la respuesta ante estimulos ambientales externos, la reversibilidad conductual, un

incremento compensatorio de suefio como consecuencia de la pérdida de este y una
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posicion corporal especifica, organizacién circadiana, registro electroencefalografico
(EEG), electromiograma (EMG), electrooculograma (EOG), entre otros, respectivamente.
(Ayala et al., 2008;-2009). Y finalmente otro punto a considerar tiene que ver con el
numero y duracion de las etapas de suefio que se presentan, puesto que varian de una

especie a otra (Vessalli et al., 2009).

1.2.1.1. Arquitectura de suefio en mamiferos y aves.

Con base en investigaciones, en los vertebrados como lo son los mamiferos y las aves, se
han establecido dos estados de suefio puntuales: el suefo pasivo y el suefio activo.

El suefio pasivo se caracteriza por ser superficial y la respuesta a los estimulos externos es
rapida, mientras que el sueio activo, es mas profundo y se observa inmovilidad corporal y
la respuesta a los estimulos ambientales a diferencia del suefio pasivo, no es rapida (Ayala
etal., 2008).

Por ejemplo, en roedores se ha establecido que el patrén de suefio se divide en tres fases:
la fase de sueiio de ondas lentas | (SOL 1), suefio de ondas lentas Il (SOL Il) y la fase de
suefio MOR (sMOR). En donde SOL | y |l se caracterizan por una actividad delta de gran
amplitud mientras que el SMOR se observan ondas de frecuencia rapido, pero de bajo
voltaje, muy similar al suefio del humano (Franco-Pérez et al., 2012). Por otro lado, en el
gato se reportd que ademds de las 12.5 horas de suefio que presentan al dia (ritmo
ultradiano) en él también se observa la presencia de SOL | y SOL Il, asi como sMOR
(Ramirez Salado et al., 2007). Finalmente, en las aves se ha descrito la presencia de suefio
lento y de sMOR, este ultimo aparece en cientos de brotes con duraciones variables que

van de los 8 a 10 segundos (Amlaner et al., 1994; Rattenborg et al., 2004).
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1.2.1. Arquitectura de sueiio en reptiles y anfibios

Tanto los reptiles como los anfibios presentan un sistema nervioso primitivo, por lo que la
ausencia de corteza cerebral en estas especies es evidente y, por consiguiente, la mayoria
de los investigadores prefieren referirse al suefio mas como una etapa de reposo (Blanco

Centuridn, 2008).

Asimismo, con base en observaciones conductuales se ha reportado que tanto en reptiles
como en anfibios los patrones de conducta durante el suefio estan presentes. Por otro
lado los registros y monitoreos que se han realizado son de tipo no continuo debido a las
condiciones ambientales en las que se encuentran estas especies, y a pesar de ello se
concluye que los anfibios y reptiles investigados hasta ahora muestran una fase de
inmovilidad acompafiada de una postura estereotipica y también se observa que aquellas
especies con parpados tienden a mantenerlos cerrados durante la fase de reposo, y otros
cambios fisioldgicos reportados son la respiracion y la frecuencia cardiaca con tendencia a

disminuir (Libourel, 2015).

Ademas, otros de los rasgos comportamentales presentes durante el sueifio en estas
especies que se encuentran aun en investigacién son: umbral elevado ante estimulos
externos, compensacion de suefio posterior a la privacién de sueifio (homeostasis del
suefo), activaciones musculares rédpidas durante el suefio activo y finalmente el indice de

movimientos oculares rapidos que, aunque parece ser bajo es evidente (Libourel, 2015).

Por otra parte, con respecto a los patrones electrofisioldgicos, lograr obtener registros
fehacientes de la actividad cerebral de los anfibios y reptiles mientras se encuentran en la
fase de reposo, ha resultado dificil debido a las diferentes metodologias utilizadas, asi
como de las regiones cerebrales registradas. Dichas investigaciones basan sus
proyecciones gracias al andlisis de la frecuencia y amplitud de las ondas cerebrales
registradas, los hallazgos indican que tanto en anfibios como en reptiles la frecuencia del

EEG disminuye durante el suefio, mientras que la amplitud del trazo en los anfibios se
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observa una disminucidn, pero no asi en los reptiles, ya que en esta especie la amplitud es
variable. Finalmente, en los reptiles es poco probable que la atonia muscular ocurra,
aunqgue algunos estudios reportan que conforme se profundiza en la fase de reposo la
inmovilidad corporal se agudiza. Sin embargo, se ha descrito que en algunos reptiles se
genera un patron similar al SMOR, lo cual permanece en debate hasta la fecha; dado que
puede ocurrir en presencia o ausencia de atonia muscular o de movimientos oculares

rapidos (Flanigan, 1973; Ayala et al., 1991; Siegel, 2008; Libourel, 2015).

Otro punto que destacar en los anfibios es que esta especie no presenta una fase de
reposo delimitada, en ellos se genera un patrén de alertamiento constante debido a la
¢c+++alta vulnerabilidad a la que constantemente estan sometidos por sus depredadores,
eso hace que sea la Unica especie en presentar un bajo umbral de respuesta ante

estimulos externos durante los periodos de inactividad (Hobson, 1967).

2.2.1. Arquitectura del sueiio en peces.

Esta especie de vertebrados ha sido también estudiada y el principal sujeto de
investigacion utilizado ha sido el pez cebra (Danio rerio). Los primeros hallazgos reportan
que al igual que en el humano, el pez cebra muestra un desarrollo ontogénico del suefio,
lo que indica que el porcentaje de suefio en el pez joven es mayor y conforme éste
envejece la cantidad de suefo disminuye paulatinamente (Sorribes et al., 2013).

Por otra parte, desde el punto de vista conductual del suefo, el pez cebra cumple con
caracteristicas similares al de los mamiferos: reversibilidad del movimiento corporal,
incremento en el umbral para responder a estimulos ambientales y una clara regulacién
homeostatica, ya que después de una privacion de suefio prolongada, se observd una
compensacion de suefio (Zhdanova et al., 2006).

Finalmente, un grupo de investigadores lograron desarrollar un polisomndégrafo basado en
microscopia de fluorescencia que les permitié medir la actividad cerebral del pez cebra,
aunado al andlisis del movimiento ocular, la activacién de los musculos, asi como la

frecuencia cardiaca, en donde todos estos parametros fisioldgicos sufren cambios durante
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la fase de reposo. Gracias a estas técnicas de imagen avanzada se concluyd que esta
especie muestra el fendmeno del sueifio con caracteristicas electroencefalograficas y
neuroquimicas muy similares a las observadas en el humano, ya que el patrén de ondas
obtenidas es andlogo tanto al suefio de ondas lentas, asi como al suefio MOR (Panula et
al., 2010; Leung et al., 2019). Estas investigaciones ofrecen pistas clave acerca de la

evolucién del suefio y nos ayuda a entender la importante funcidn biolégica del dormir.

3.2.1. Sueiio en invertebrados

Respecto a los invertebrados, en estos organismos también se observa un patrén
conductual de reposo muy similar a lo reportado en vertebrados; en la abeja, el acocil y la
cucaracha, la presencia de una postura caracteristica durante esta fase es evidente, asi
como un aumento en el umbral para responder a estimulos ambientales, ademds de una
inmovilidad corporal prolongada. En estos insectos conforme la fase de reposo se
profundiza, por ejemplo, en las cucarachas las antenas pierden su rigidez y en las abejas
las alas presentan movimientos rapidos durante la noche (Ayala et al., 2008; Seigel, 2008).
Algo muy distinto ocurre con la polilla de la seda, la cudl presenta al menos cuatro estados
de reposo bien identificados desde que se encuentra en estado larvario hasta convertirse
en una crisalida. Y es asi como en aios recientes se ha logrado identificar algunos de los
genes que promueven el estado de reposo en estas especies, uno de ellos es el gen Sik3
gue inicialmente fue identificado en el ratén y cuya funcién es la de promover el sueio
no-MOR (Funato et al, 2016). Es importante mencionar que, con base en estas
investigaciones, se ha descrito que el suefio tiene su origen en especies animales muy
antiguas cuyos sistemas nerviosos se clasifican como primitivos y es por ello que para
continuar con la busqueda tanto de los distintos mecanismos moleculares que subyacen al
suefio, asi como de las posibles funciones de éste, se hace uso de dos especies de
invertebrados que son consideradas por excelencia como modelos genéticos para
distintas areas de estudio: la primera de ellas es la mosca de la fruta Drosophila

melanogaster y la segunda la lombriz Caenorhabdits elegans (Miyazaki et al., 2017).
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Esta evidencia indica que las vias moleculares estdn altamente conservadas en el
fendmeno del sueio, y que ademas existe una gran similitud de los mecanismos tanto en

los mamiferos como en los invertebrados.

1.3.1. Drosophila melanogaster: Suefio y memoria

1.3.1.1. Drosophila melanogaster: Generalidades

Drosophila melanogaster conocida asi en el ambito cientifico, también recibe el nombre
de mosca de la fruta o del vinagre, este insecto mide alrededor de 2 a 3 milimetros de
longitud y pertenece al orden de los dipteros (insectos con un solo par de alas), y cuyo
grupo engloba a todas las especies de moscas. Drosophila melanogaster es una especie
con distribucion cosmopolita, se puede encontrar en casi cualquier parte del planeta; esta
especie se alimenta de la levadura que crece en la fruta madura o en descomposicion
(Petitpierre, 1997).

La mosca de la fruta como sujeto de estudio presenta multiples ventajas, entre ellas un
ciclo de vida corto, mantenimiento de bajo costo, elevada descendencia y facil
manipulacién. Esta especie suele vivir aproximadamente 30 dias (un mes) a una
temperatura constante de 25°C y su ciclo bioldgico incluye una metamorfosis ontogénica
completa: huevo, larva, pupa, imago y adulto. Las hembras a las pocas horas de haber
eclosionado son sexualmente maduras por lo que comienzan a poner huevos a partir del
segundo dia. También se ha demostrado que algunos factores como la temperatura, la
humedad vy la iluminacién modifican el desarrollo de esta especie (Petitpierre, 1997;
Alvarado, 2000; Ashburner et al., 2005).

Por otro lado, actualmente es uno de los organismos modelo mas utilizados en la
investigacidon basica, sobre todo en el campo de la genética y en la investigacion
biomédica (Alvarado, 2000; Diaz-Gonzalez et al., 2008). El genoma de la mosca de la fruta
fue completamente secuenciado en el afio 2000 y contiene 180 millones de pares de
bases (Mb) que albergan alrededor de 13,6000 genes, muchos de ellos homdlogos a genes

humanos (Adams, 2000; Greenspan et al., 2001), gracias a esto la mosca de la fruta se
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perfild6 como un modelo animal inferior viable para la genética clasica y moderna, pues es
atil en el andlisis y estudio de enfermedades humanas como el Alzheimer, Parkinson,

cancer, entre otras (Santalla et al., 2016).

1.3.1. Etapa de reposo (sueiio) en Drosophila melanogaster.

Los estudios en este invertebrado han aportado informacion valiosa al campo del suefio
ya que distintos criterios que van desde conductuales, moleculares, farmacolégicos hasta
ontogénicos se han observado en esta especie durante la noche, muy similar a como
ocurre en los mamiferos

La mosca de la fruta tiene un patrén conductual claramente establecido durante la etapa
de reposo: 1) presenta un aumento en el umbral para responder a estimulos externos, 2)
es una especie diurna y 3) muestra un periodo de inmovilidad prolongado durante la
noche (Shaw et al., 2000; Greenspan et al., 2001) (Figura 2).

El periodo de reposo en Drosophila se caracteriza especificamente por periodos largos de
inmovilidad, que puede ir de los 5 hasta los 157 minutos aproximadamente y este periodo
al igual que en los humanos, es regulado tanto homeostatica como circadianamente.
Durante este periodo, a nivel molecular se han encontrado cambios de manera especifica
y de gran importancia puesto que se ha reportado una alta expresion de genes y proteinas
gue participan en la regulacién del ritmo circadiano; period, clock, cycle y PER
respectivamente (Hendrick et al., 2000; Shaw et al., 2000; Liu et al., 2016). Por lo tanto, es
claro que la activacion y expresion de estos genes son dependientes del ciclo actividad-
reposo y estd altamente conservado en esta especie (Greenspan et al., 2001; Cirelli, 2003;

Cirelli, 2008).

Drosophila
melanogaster

16.5h
%

Figura 2. Horas de reposo de la mosca de la fruta.
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2.3.1. Memoria

Las etapas que conforman el aprendizaje estdn claramente establecidas y son las
siguientes: la adquisicidn, la consolidacidn y la recuperacion de la informacion.

La ultima etapa, es el proceso por el cual la informacidn consolidada puede evocarse cada
vez que sea necesaria, a este proceso se le conoce como memoria y no es mas que la
capacidad de recuperar la informacién adquirida (Ortega et al., 2010). Sin embargo, es
importante destacar que los procesos de aprendizaje y memoria no pueden tratarse como
rubros individuales ya que estan estrechamente relacionados (Machado, 2008).

En Drosophila melanogaster estos procesos estan firmemente establecidos, gracias al
desarrollo tanto de pruebas conductuales, especificamente las olfativas y visuales, cémo
de la identificacion de los mecanismos moleculares y celulares. De este modo se ha
logrado profundizar ain mas en el andlisis de los procesos de aprendizaje y memoria en
esta especie (Purves, 2008).

Por otro lado, existen distintos métodos de condicionamiento en la mosca de la fruta, los
cuales se pueden ser aplicados desde que se encuentra en estado larvario hasta la adultez,
entre ellas destacan: la evitacidn o aversién olfativas, aprendizaje visual con simuladores
de luz, condicionamiento olfativo apetitivo, orientacidon espacial, entre otras. Tales
pruebas requieren de aparatos y mecanismos sofisticados. (Pitman 2009).

Actualmente se han identificado en la mosca de la fruta que las areas involucradas en los
procesos de aprendizaje olfativo y visual son los llamados: “cuerpo de hongo” y complejo
central, respectivamente (Kahsai & Zars, 2011). Y de manera mas focalizada, la adquisicién
del aprendizaje olfativo queda establecida gracias a la participacion de las neuronas
gamma del “cuerpo de hongo”, mientras que la consolidacion y memoria a largo plazo
dependen de la activacién de neuronas alfa y beta. Finalmente, las vias de transicién que
van de la adquisicién a la expresion de la memoria aln se encuentran en investigacion
(Guven-Ozkan et al., 2014). Sin embargo, Vogt y colaboradores (2014) sugieren que tanto
el “cuerpo de hongo” como el complejo central, se activan y participan al mismo tiempo

durante las pruebas que utilizan tanto, pistas olfativas como visuales.
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3.3.1. Sueio: efectos sobre el aprendizaje y memoria en Drosophila melanogaster

Como se menciondé anteriormente, algunas investigaciones sugieren que el suefio
participa en la consolidacién de la memoria, pues se han observado importantes cambios
en la plasticidad neuronal en aquellas regiones cerebrales encargadas de los procesos de
la memoria (Abel et al., 2013).

Por consiguiente, diversos estudios se han enfocado en elucidar el papel que juega el
suefo en los procesos del aprendizaje y de la memoria; para lo cual se han realizado
experimentos con Drosophila melanogaster, donde se ha observado que después de la
privacién de suefio, su desempefio en pruebas de memoria decrece significativamente (Li
et al., 2009; Seugnet et al., 2009; Seugnet et al., 2010).

Li y colaboradores (2009) reportaron que la pérdida de la etapa de reposo durante 24
horas continuas altera los procesos de memoria. Dicha alteraciéon perdura hasta por las
siguientes dos horas post-privacion. Por otro lado, experimentos realizados en una cepa
de Drosophila que presentaba hiperquinesia, mostré menos porcentaje de suefio y en
consecuencia se observo un déficit significativo durante la fase de aprendizaje (Seugnet et
al., 2008) y finalmente, otro grupo de investigadores también reporté que cuando se
privan de suefio a las moscas desde el primer dia de adultez, posteriormente hay un
déficit en la memoria a corto plazo (Seugnet et al., 2010). De ese modo, se apoya
nuevamente la idea de la relacion estrecha que existe entre el suefio y los procesos de
memoria y aprendizaje.

Otro de los efectos post-privacidn de suefio es que a la noche siguiente se presenta un
efecto compensatorio de éste, muy similar a como ocurre en el humano, (Hendricks et al.,
2000; Cirelli, 2006; Ayala et al., 2008). Ademas, el periodo de actividad-reposo en esta
especie también puede ser modulado facilmente por algunas sustancias farmacoldgicas
tales como hipndticos y/o estimulantes (Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000; Cirrelli,
2006). Queda claro que la cantidad de suefio y/o reposo es fundamental para las etapas
gue conforman el aprendizaje y el uso de la especie Drosophila melanogaster ha sido un
modelo de excelencia para el estudio de la relacidn que existe entre el suefio y los

procesos de aprendizaje.

23



Capitulo Il
2.1. Justificacion

Como consecuencia de la privacion de suefio, procesos como la adquisicién y la
consolidacidon de la informacion se alteran significativamente. Sin embargo, adn hay pocos
reportes cientificos que describan lo que ocurre con la memoria posterior al periodo de
recuperacién de suefo en la mosca de la fruta.

Por lo que, en el presente trabajo, proponemos el estudio del efecto de la recuperacion de
suefo sobre la memoria en Drosophila melanogaster. La informacién obtenida de este
proyecto aportard nuevo conocimiento al campo de investigacidon enfocada a la filogenia
del suefio y ademas establecer en un futuro correlaciones entre el suefio y su regulacion

genética.

2.1. Hipétesis y objetivos

2.1.1. Hipétesis

Conocer si el proceso de memoria en Drosophila se restablece después de la recuperacién

de suefo.

2.1.2. Objetivo general

Analizar el efecto de la recuperacién de suefio por un periodo de 36 horas sobre la

memoria de Drosophila.

2.1.3. Objetivos especificos

e Evaluar como la recuperacién de suefio modifica la tasa de aciertos y errores, asi
como el tiempo de llegada durante la prueba de localizacién de alimento.
e Describir el efecto de la recuperacidon de suefio sobre los aciertos, errores y

latencia de una tarea de memoria en Drosophila melanogaster.
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Capitulo Il

3.1. Materiales y Métodos

3.1.1. Animales

Se utilizaron moscas de la cepa silvestre de la especie Drosophila melanogaster,
proporcionadas por el Banco de Moscas de la Facultad de Ciencias, de la Universidad
Nacional Autéonoma de México (UNAM). Las moscas estuvieron a una temperatura
constante de 25°C y en ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas, donde las luces se
encendieron a las 8:00 am y se apagaron a las 8:00 pm. Se emplearon moscas adultas
(de 1-5 dias de edad) para el grupo control apareadas en edad y sexo con el grupo
experimental, las cuales se seleccionaron de manera aleatoria. Tanto el grupo
experimental como el grupo control aprendizaje contaron con una n=50 moscas; ambos
grupos se sometieron a la prueba de localizacién de alimento basado en pistas visuales,
una vez aprendida la tarea sdlo el grupo experimental fue privado de suefio con ayuda del
brazo movil giratorio y al dia siguiente se valord su nivel de retencién de la informacién de
la tarea que previamente se aprendid. Posteriormente tuvieron un periodo de
recuperaciéon del suefio seguido nuevamente de la valoracion del nivel de informacion

aprendida.

3.1.1. Reproduccién de las moscas

El Banco de Moscas proporciond moscas de mas de 15 dias de edad con alimento y larvas
en un tubo tipo vial de plastico, por lo que las moscas se trasladaron a otro tubo con
alimento con la finalidad de controlar la edad de las moscas que estaban por nacer en el
primer tubo. Una vez que eclosionaron las nuevas moscas, se utilizaron como sujetos de
experimentacion. Las moscas se colocaron en tubos cénicos de 30 ml de largo de manera

individual y se etiquetaron con un niumero asignado y el grupo al que pertenecian.
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También se depositd dentro de cada tubo un poco de comida proporcionada y producida

por el Banco de Moscas (Facultad de Ciencias, UNAM), la cual consiste en una

combinacidn rica en azucar, levadura y harina (Figura 3).
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Figura 3. Contendores de alojamiento y para reproduccion de Drosophila melanogaster. A) Moscas adultas
(hembras y machos) proporcionadas por el Banco de Moscas UNAM. B) Larvas de las moscas del tubo A, se
incubaron con alimento y temperatura adecuada hasta que eclosionen. C) Filial 1 (F1) de las moscas del
tubo A, se iniciara la fase experimental cuando las nuevas moscas tengan 6-7 dias de edad.
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3.1.2. Diseno de estudio

El tipo de estudio fue transversal, debido a que se realizé en una sola fase y tuvo un

disefio de tipo experimental dado que se manipuld solo la variable independiente vy

posteriormente hubo una comparacion de los resultados de la variable dependiente entre

el grupo control y el grupo experimental (Diagrama 1).
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Aprendizaje
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localizacion
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Diagrama 1. Disefio y método experimental del proyecto.
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3.1.3. Variables

Variable independiente: recuperacién del suefio.

Variable dependiente: medidas de aprendizaje; aciertos, errores y latencia en una prueba

de localizacién de alimento.

Definicion conceptual y operacional de las variables.

Aprendizaje - Memoria:

La mosca se dirigié al circulo de color verde con comida la mayoria de las veces
durante los ensayos, entendiendose como acierto; pero si llegé al circulo de color
rojo, se contabilizé como error.

La mosca tuvo que llegar al circulo verde en un tiempo menor a 5 minutos, si
ejecuto la tarea de manera correcta se conté como acierto registrandose el tiempo
de llegada con ayuda de un cronémetro, y se conté como error si llegd al circulo

rojo, anotandose también el tiempo.

Recuperacién de sueio:

Después de la privacion de suefo, las siguientes dos noches (36 horas), a las
moscas se les permitid tener periodos de reposo normal durante las siguientes 36
horas, bajo condiciones de luz y temperatura controladas.

En la noche del octavo y noveno dia, posterior a la privacidon de suefio, las moscas
se videograbaron y se observé un incremento compensatorio de la fase de reposo.
El criterio de medicion para el estado de reposo de las moscas fué permanecer

inmoviles al menos durante 5 minutos o mas.

3.1.4. Método de privacion de sueino

Las moscas del grupo experimental fueron sometidas a 6 horas de privacién de sueno

durante la segunda mitad de la noche por medio de un sistema mecanico de golpeteo,

gue resultd efectivo en experimentos previamente realizados (Cebreros et al. en prensa).
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Este sistema se realizd con un brazo mévil giratorio que golped de manera automatizada
(aprox. cada 30 segundos) una caja de cartén que contuvo en su interior los tubos cénicos
con las moscas individuales.

Por consiguiente, cada vez que el brazo movil golped la caja, impidid que la mosca
adoptara una posicion que le permita descansar y reposar, de ese modo se logré privar de

suefio a la mosca (Figura 4).

Brazo
giratorio

Engranes

Figura 4. Dispositivo con brazo mévil giratorio utilizado para llevar a cabo la privacidon de suefio en la
segunda mitad de la noche.

3.1.5. Recuperacion de sueiio

Una vez finalizada la privacién de suefio, las moscas fueron sometidas a la prueba
conductual descrita anteriormente, con el objetivo de medir la tasa de aciertos, errores y
latencias. Al término de la prueba, fueron devueltas a sus contenedores de manera

individual con alimento, desde ese momento comenzd la etapa de recuperacion.
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Durante el dia se corrobord la presencia de un incremento compensatorio de reposo, la
cual siguid durante el séptimo y octavo dia con sus respectivas noches de sueiio normal.
En la mafiana del noveno dia se llevé a cabo una ultima serie de ensayos para registrar el

nivel de la tarea aprendida previamente.

3.1.6. Prueba de aprendizaje

3.1.6.1. Escenario de la prueba

Se utilizé un recipiente de forma rectangular (frasco de cultivo celular de 25 cm?), en el
cual se colocaron dos circulos de papel de 2 cm de didametro, uno color rojo y otro color
verde, en las paredes internas del recipiente y en posicion opuesta. Estos circulos siempre
estuvieron colocados en el mismo sitio para que las moscas se orientaran espacialmente y
aprendieran a discriminar el color de éstos. Finalmente, el recipiente se forré con cinta
adhesiva color gris y se dejé descubierta la parte superior para observar a las moscas

durante los ensayos (Figura 5).

Laterales Ventana de
forrados ) observacion
Circulo * P Circulo
rojo verde
(2 cmde (2cmde
diametro ) didmetro )

\ / Figura 5. Caja de cultivo pequefia

ﬁ Orificio de modificada para realizar los ensayos
ingresode la de localizacién de alimento.
mosca
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3.1.6.2. Procedimiento de la prueba

Se utilizé a cada mosca de manera individual durante las sesiones experimentales a lo
largo de 6 dias. El principal motivador durante la prueba fue el alimento, y con el fin de
generar hambre se le retird el alimento a cada mosca 16 horas antes de cada ensayo de
prueba de localizacién de alimento. Al finalizar el tiempo de restricciéon de alimento, se
colocd un poco de comida sobre el circulo de color verde dentro del recipiente designado
para la prueba. Dado que ambos circulos son de la misma forma y dimensidn, el circulo de
color rojo tiene como objetivo distraer y despistar a la mosca durante el ensayo.

Es importante recordar que éstos estuvieron colocados en las paredes del contenedor de
manera opuesta uno del otro.

Una vez colocado el alimento, se procedié a colocar a la mosca en la entrada del
recipiente para dar inicio al ensayo, e inmediatamente con un crondmetro se contabilizd y
registrd el tiempo que tarda la mosca en llegar a la comida que se encuentra en el circulo
de color verde (latencia). Si llegd a este circulo se tomd como un acierto y se le permitid
comer durante 10 segundos; y, por el contrario, si la mosca llegd por equivocacion al
circulo rojo, se contabilizé como error midiendo el tiempo requerido por la mosca para
rectificar su error con la finalidad de que la mosca llegara a la comida y también pudiera
alimentarse durante 10 segundos. Si la mosca no llegd al circulo verde o al rojo en un
tiempo de 5 minutos, se registré6 como una omisidn y se finalizé el ensayo.

Los ensayos de esta prueba se realizaron siempre a la misma hora y bajo las mismas
condiciones; ademas, cada mosca realizd cuatro ensayos continuos por dia. Ambos grupos
(experimental y control aprendizaje) realizaron esta prueba durante 6 dias consecutivos,
con la unica diferencia de que el grupo experimental se sometid a la privacion de suefio en
la noche del sexto dia, y después de la recuperacién de suefio, al noveno dia se realizd

nuevamente la prueba (Figura 6).
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b)

Latencia

Acierto
Error c)

5 minutos

3.2. Analisis estadistico

Figura 6. Diagrama y escenario
de latencia en la prueba de
localizacién de alimento.

A) Con el ingreso de la mosca al
contenedor se da inicio a la
prueba. B) Si la mosca en un
tiempo de 5 min elige circulo de
color rojo es error o si elige el
de color verde es acierto.

C) Finalizados los 5 minutos se
retira a la mosca del
contenedor y termina la
prueba.

Los datos de las latencias se analizaron usando la prueba t de “Student” para muestras

relacionadas con el fin de analizar las diferencias significativas presentes en cada grupo,

tanto en el experimental, como en el grupo control aprendizaje. Mientras que, para el

analisis de los aciertos, errores y omisiones de ambos grupos, se utilizé la prueba de Chi-

cuadrada. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a un valor de

p<0.05.
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Capitulo IV
4.1. Resultados

4.1.1. Analisis e interpretacion de los datos

Para realizar el andlisis de los datos se tomaron sélo los valores del primer ensayo de los
cuatro que se realizaron durante cada dia de experimentacidn, tanto para la latencia al
circulo verde, como para los aciertos y errores en ambos grupos, control y experimental.
Se tomé esta consideracion debido a que sélo en el primer ensayo se observd una alta
motivacion en las moscas, conforme transcurren los ensayos, ésta disminuye

notablemente (Figura 7) (Figura 8).

Grupo Control
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Figura 7. Histograma que muestra el decremento de la motivacidn (rectangulo de color azul o acierto) de la
mosca a lo largo de los ensayos realizados por dia durante los seis dias de prueba de localizacidn de alimento
(aprendizaje) en el grupo control - aprendizaje.
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Figura 8. Histograma que muestra el decremento de la motivacién (rectdngulo de color azul o acierto) de la

mosca a lo largo de los ensayos realizados por dia durante los seis dias del aprendizaje, después de la

flo en la prueba de localizacién de alimento en el grupo control

privacién y de la recuperacion de sue

aprendizaje.
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4.1.2. Adquisicion y consolidacion del aprendizaje

Transcurridos seis dias de aprendizaje se observd que la latencia de llegada al circulo
verde disminuyd (0.34 seg) indicando consolidacidn de la informacién durante los dias de
ensayo (d1: 1.23 £ 0.11 min; d6: 0.89 + 0.01 min). Existe una tendencia a la disminucién en
el tiempo de llegada al circulo verde, sin embargo, la diferencia entre el primer y sexto dia
no fue significativamente diferente en el grupo control aprendizaje (t-student pareada,

p=0.093) (Grafica 1).

Grupo Control Aprendizaje
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Gréfica 1. Comparacion en el tiempo de las latencias del dia uno y dia seis. Se muestra el decremento en el

tiempo de llegada al circulo verde durante la prueba de localizacion de alimento después de una semana de

entrenamiento.
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Por otro lado, se observd un incremento y una disminucion significativa en el nimero de
aciertos y errores respectivamente entre el primer y sexto dia de aprendizaje

(Chi Cuadrada, p=0.000) (Grafica 2).

Grupo Control Aprendizaje

go
8o

40

30

% de Aciertosy Errores

ra )

o

Aciertos Ermrores

Control (C) Dn - w Control (C) D6

Gréfica 2. Porcentaje de aciertos y errores en el primer y sexto dia. En la grafica se observa un bajo numero
de aciertos en el primer dia, asi como un alto porcentaje de errores, en contraste en el sexto dia después
una semana de entrenamiento en la prueba de localizacién de alimento el nimero de aciertos se
incrementa y los errores disminuyen. Es de notar que el cambio es significativo en dichas comparaciones

(p<0.001).
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4.1.3. Efectos de la privacion y recuperacion de sueio
sobre el aprendizaje

Los tiempos de llegada del grupo experimental al circulo verde disminuyeron
significativamente al comparar el primer y el sexto dia (d1: 1.51 + 0.27 min; d6: 0.67 + 0.08
min; t-student pareada, p=0.016) indicando que hubo adquisicién y consolidacion del
aprendizaje, similar a lo observado en el grupo control-aprendizaje.

Posterior a la consolidacion del aprendizaje, entre el sexto y séptimo dia se llevé a cabo la
privacion de suefio para determinar su efecto sobre el aprendizaje. Se analizaron las
latencias del sexto y el séptimo dia, antes y después de la privacion de suefio
respectivamente. Los resultados arrojaron un incremento significativo en la latencia de
llegada al circulo verde (d6: 0.67 £ 0.08 min; d7: 1.58 + 0.37 min; t-student pareada,

p=0.0007) lo que sugiere un déficit en la memoria.

Para determinar el efecto de la recuperacién de sueiio se dejé dormir a las moscas del
grupo experimental las noches del séptimo y octavo dia de experimentacion.

Posteriormente, en el noveno dia nuevamente se llevd a cabo el registro de las latencias,
éstos nuevos datos se compararon con los tiempos del séptimo dia (privacién de suefio),
se observd una tendencia al decremento en el tiempo de llegada de la mosca al circulo
verde, sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (d7: 1.58 + 0.37
min; d9: 1.40 + 0.17 min; t-student pareada, p=0.278). Este resultado sugiere que la

memoria (recuperacion de la informacién) se altera y se evoca parcialmente. (Grafica 3).
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Gréfica 3. Comparacion de las latencias durante la prueba de localizacidn del circulo verde del dia uno y seis
(aprendizaje), dia siete después de la privacion y del dia nueve después de la recuperacion del suefio. En la
grafica se observa que después de una semana de entrenamiento, del primer al sexto dia, el tiempo de
llegada al circulo verde decrece de manera significativa (p=0.016). Mientras que en el dia nueve, después de
la privacion de suefio el tiempo se incrementa significativamente en comparacion con el dia seis (p=0.0007).
Finalmente, tras dos noches de recuperacion de suefio, el tiempo de llegada al circulo verde en el dia nueve

disminuye ligeramente (p=0.278).

Asi mismo, después del entrenamiento en la prueba de localizacion de alimento, se
observé un incremento en el niumero de aciertos y una disminucién en el niumero de
errores entre el primer y sexto dia de experimentacién, estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (Chi Cuadrada, p=0.000). Posteriormente tras la privacion
de sueio (dia siete) el numero de aciertos decrecid significativamente y en contraste, la

cantidad de errores aumentaron (Chi Cuadrada, p=0.000) lo que sugiere déficit en la
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consolidacion del aprendizaje. Finalmente, tras la fase de recuperacion de suefio (dia
nueve), hubo un incrementd en el nUmero de aciertos y disminuyd el nimero de errores,
aunque sin llegar a una total recuperacidon, no hubo diferencias significativas (Chi

Cuadrada, p=0.093) (Gréfica 4).
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Gréfica 4. Porcentaje de aciertos y errores antes de la privacion, post privacion y después de la recuperacién
de suefio. En la grafica se observa que después una semana de entrenamiento en la prueba de localizacion
de alimento hay un incremento en el nimero de aciertos, asi como un decremento en el nimero de errores
al sexto dia en comparacién con el dia uno (p=0.0003). Es de notar que después de la privacién de suefio
hubo un cambio significativo en la tasa de aciertos y errores, observandose un decremento y un aumento
respectivamente (p=0.000000000037). Mientras que, para el noveno dia, post recuperacién de suefio, la

tasa de aciertos se observa un ligero incremento sin llegar a ser estadisticamente significativo (p=0.093).
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Gréfica 5. Comparacién de aciertos y errores entre el dia uno y nueve. Se muestra el incremento entre el
numero de aciertos y el decremento en el numero de errores al dia uno y post recuperacion del suefio (dia
9). Es de notar que las diferencias son significativas (p=0.19) lo que sugiere que la memoria prevalece sin

afectacion.
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Capitulo V

5.1. Discusion

Investigaciones en modelos animales y en humanos han demostrado que un adecuado
periodo de sueiio permite que se lleven a cabo funciones importantes para el organismo,
por ejemplo, ayuda a la restauracién cerebral, al buen funcionamiento de varios sistemas
como el inmunolégico y el enddcrino, asi como a la regulacion de procesos cognitivos

como el aprendizaje y la memoria (Everson et al., 1989; Purves, 2008).

Con base en las variables que se consideraron durante los ensayos: latencia, aciertos y
errores, se logré describir nuevamente el aprendizaje y memoria en la mosca de la fruta.
De acuerdo con los objetivos del presente trabajo, a lo largo de los ensayos las moscas
mostraron una disminucion en la latencia de llegada al alimento (circulo verde) asi como
un aumento y un decremento en la tasa de aciertos y de errores respectivamente.
Durante la prueba de aprendizaje las moscas localizaron el circulo verde (pista visual) con
ayuda tanto de informacidn olfativa (comida) como de pistas espaciales ubicadas en el
entorno durante las pruebas experimentales. Las moscas consolidaron de manera
importante la informacién puesto que se combinaron dos métodos importantes de
condicionamiento en Drosophila (Pitman et al., 2009), para lograr un mejor desempefio y
por ende una mejor consolidacién de la informacién durante las sesiones experimentales,
durante esta fase la retroalimentacién visual es un punto clave debido a que se ha
descrito que la mosca de la fruta la utiliza de manera importante durante la busqueda de

alimento en condiciones normales (Frye et al., 2003).

En este estudio corroboramos que la privacién de suefio en Drosophila melanogaster
posterior a un periodo de aprendizaje, tiene como consecuencia un déficit en la
consolidacién de la informacién lo cual coincide con lo reportado anteriormente en los

trabajos de Li y colaboradores (2009) y Seugnet y colaboradores (2009, 2010).
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El segundo objetivo fue evaluar el efecto de la recuperacién de suefio sobre las variables
antes mencionadas (latencia, aciertos y errores) en la memoria al noveno dia. La latencia
de tiempo de llegada al alimento tiende a disminuir sin ser significativamente diferente,
en comparacion con el dia seis antes de la privacion de suefio. Por otro lado, se observo
un ligero aumento en la tasa de aciertos, mientras que la tasa de errores disminuye,
ambos cambios no muestran una diferencia estadisticamente significativa (tendencia).
Con ello demostramos que después de un periodo de 24 horas de recuperacién de suefio,
la memoria se restablece parcialmente, lo cual es similar a lo reportado por otros grupos
de investigacion, Li y colaboradores en el 2009 mencionan que despues de de un dia
completo de privacién de suefio, la memoria se restaura posterior a un periodo de cuatro
horas de recuperacién de suefio, permaneciendo asi sin cambios incluso hasta después de
7 horas post privacidén de suefio. Asi mismo observamos un decremento en la actividad
nocturna de la mosca, hecho conocido como efecto compensatorio de suefio, estos datos
concuerdan con lo reportado por otros autores (Hendricks et al., 2000; Cirelli, 2006; Ayala

etal., 2008).

Las dareas involucradas del porcesamiento de la informacion visual y la olfativa son el
complejo central y el cuerpo de hongo respectivamente, este ultimo tiene la capacidad de

procesar ambos tipos de informacién (Vogt et al., 2014).

En conclusion, nuestros datos indican que la privacién de suefio altera de manera negativa
el proceso de aprendizaje, posiblemente debido a cambios en las areas en las que se lleva
a cabo la consolidacion de la informacién. Por otra parte, la recuperacién de suefo
favorece parcialmente la recuperacién de la informacién (memoria) en Drosophila
melanogaster. Queda claro que las alteraciones antes mencionadas sobre el aprendizaje y
memoria son totalmente dependientes del tiempo y cantidad de la restriccidon de sueio
que se llevd a cabo en esta investigacidn basandonos en la evidencia de que la privacién
de suefio conlleva efectos negativos en el organismo dependiendo de la cantidad vy

duracién de ésta (Kleitman, 1963; Everson, 1995; Veldzquez Moctezuma et al., 1996;
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Roman et al., 2005; Guzman Marin et al., 2003, 2005, 2007; Havekes et al., 2012 y Gast et
al., 2012).

Aun con esta informacién, se requiere contunuar investigando aquellas vias que pudieran
estar siendo modificadas por el efecto de la privacion y/o restriccion de suefio y en
consecuencia alterar procesos tan importantes y complejos como lo son el aprendizaje y la

memoria en Drosophila melanogaster.
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5.2. Conclusiones

e La mosca de la fruta es capaz de adquirir nueva informacién durante los primeros

tres dias de ensayo en la prueba de localizacién de alimento.

e La consolidacion de la informacion ocurre después de seis dias consecutivos de

entrenamiento visual y olfativo.

e El efecto sobre el aprendizaje y memoria es dependiente de la cantidad y duracién

de la privacién de suefio.

e Después de un periodo de seis horas de privacién de suefio durante la segunda
mitad de la noche, se observa un decremento significativo en el aprendizaje de la

mosca de la fruta en la prueba de localizacién de alimento.

e La memoria de la mosca de la fruta se reestablece parcialmente después de un

periodo de 24 horas de recuperacion de suefio.

e La tasa de aciertos y errores post recuperacion de suefio se observan favorables y

con diferencias significativas en comparacién con el dia uno.

e El periodo de reposo de Drosophila melanogaster es vital para la correcta
formacién, almacenamiento y evocacion de la informacién en los procesos de

aprendizaje y memoria.
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5.3. Perspectivas

e Determinar si el impacto de la privacién y recuperacion de suefio estd influenciado

por el sexo de la mosca.

e Estudiar el impacto de la privacion de sueio por dos noches consecutivas sobre el

aprendizaje y memoria en la mosca de la fruta.

e Determinar si el efecto de la privacién de suefio sobre el aprendizaje y memoria es

debido a la edad de la mosca de la fruta o por la privacién de suefio per se.

e Registrar si la recuperacion de suefio se lleva a cabo también durante el periodo de

luz.

e Determinar si el efecto de la recuperacién de suefio se muestra influenciado por la

edad de las moscas.
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