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Resumen

Dormir es esencial para sobrevivir. Diversos estudios sustentan que la falta de suefio impacta
directamente en los procesos cognitivos. En esta investigacion evaluamos la memoria de
trabajo utilizando la tarea N-Back en dos diferentes niveles de complejidad (1 y 3 Back)
durante 36 horas a dos grupos: uno que durmié normalmente y otro privado de suefio. Las
evaluaciones se realizaron cada 6 horas y al cumplirse 36 horas se les dejé dormir
normalmente y se les aplicé la ultima evaluacion. Ademas, se midid cortisol en saliva para
evaluar los niveles de estrés en ambos grupos cada 6 horas, se tomaron 8 muestras en total.
Los resultados en la tarea 1-Back muestran un deterioro en la ejecucion en el grupo privado de
suefio, en comparacion con el grupo experimental, tras 24 horas de privacion; sin embargo,
esta diferencia se pierde a las 30 y 36 horas sin dormir. En la tarea 3-Back no se observan
cambios. Con respecto a los tiempos de reaccién, el grupo con privacion de suefio fue
significativamente mas lento a las 30 horas de privacién en la tarea 1-Back y a las 36 en la
tarea 3Back, sin que esto repercutiera en su ejecucion. Estos resultados indican que el efecto
de la PS depende de la complejidad de la tarea que se realiza, las tareas sencillas requieren un
minimo de atencion, sin embargo, si aumentamos la complejidad se observa una
compensacion. Por otro lado, existe una contribucién del ritmo circédico, ya que existe una

variacion en la ejecucion de acuerdo al momento del dia en que se realiza la tarea.

Palabras clave: Privacion de suefio, memoria de trabajo, niveles de cortisol, tarea N-Back y

estrés.



Abstract

Sleep clearly influences learning and memory since sleep deprivation and stress impairs both
cognitive processes. Working memory is an essential cognitive process and refers to a short-
term holding of incoming information required to update the long-term mnemonic storage and
to manipulate new elements in order to solve problems and make decisions. Nevertheless, the
influence of sleep deprivation on working memory has scarcely been studied. In this study we
evaluated working memory using the N-back test after increasing periods of wakefulness.
Healthy young males were kept awake for 36 hours and the two N-back tasks with low (1-
Back) and high (3-Back) levels of complexity were applied every 6 hours. Additionally,
salivary cortisol was determined along the study. Unlike the control non-deprived participants,
the sleep deprived volunteers showed a significant decrease in their efficiency to solve the 1-
Back task after 24 hours of sleep deprivation. However, no differences were observed after 30
and 36 hours of sleep deprivation. Concerning the 3-Back task no differences were observed
after sleep deprivation. Regarding reaction time, the deprived group manifested slower
responses for the 1-Back task and for the 3-Back task after 30 hours and 36 hours of sleep
deprivation, respectively. Cortisol levels presented the normal daily oscillation and no
differences were observed between groups. This data suggests that sleep deprivation affects
basal states of attention instead of working memory while performing simple tasks. The
impact of sleep deprivation on the cognitive performance depends on the moment of day when
the task is applied and the complexity of the tests used to assess these mnemonic skills.

Keywords: Sleep deprivation, Working memory, Cortisol levels, N-back task, Stress.



Abreviaturas:

MOR: Movimientos oculares rapidos.

NMOR: Suefio sin movimientos oculares rapidos.

N1: Etapa 1 del suefio sin movimientos oculares rapidos.
N2: Etapa 2 del suefio sin movimientos oculares rapidos.
N3: Etapa 3 del suefio sin movimientos oculares rapidos.
FP1: Region frontopolar izquierda.

FP2: Region frontopolar derecha.

F3: Frontal Izquierda.

F4: Frontal derecha.

F7: Frontal Izquierdo.

F8: Frontal derecho.

C3: Central izquierda.

C4: Central derecha.

P3: Parietal izquierda.

P4: Parietal derecha.

T3: Temporal izquierdo.

T4: Temporal derecho.

T5: Temporal izquierdo.

T6: Temporal derecho.

O1: Occipital izquierdo.



02: Occipital derecho.

EEG: Electroencefalograma.

EOG: Electro-oculograma.

EMG: Electromiograma.

EKG: Electrocardiograma.

NSQ: Nucleo supraquiasmatico.

PPT: Tegmento pedinculo pontino.

LDT: Tegmento laterodorsal.

VIP: Peptido vasoactivo intestinal.

CPF: Corteza prefrontal.

SNS: Sistema nervioso simpatico.

HHA: Hipotalamo hipdfisis adrenales.
CRH: Hormona liberadora de corticotropina.
ACTH: Corticotropina.

PET: Tomografia por emision de positrones.
fMRI: Resonancia magnética funcional.

PS: Privacion de suefio.
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1. Antecedentes
A. Sueno

El suefio es un proceso fisioldgico descrito comdnmente como la disminucién natural,
periddica y reversible de la percepcion del medio externo, conservando cierto grado de
reactividad y de las funciones autonomas (Jouvet, 1964). Dicha definicion se basa en
observaciones conductuales principalmente, sin embargo, desde el surgimiento de la
electroencefalografia, en 1929, cuando Hans Berger describié el ritmo alfa, se fue teniendo
conocimiento de los cambios en la actividad eléctrica cerebral (Dement 2005), lo que
posteriormente dio inicio al estudio de la Medicina del Suefio. Asi, hoy el suefio es

identificado, de acuerdo a sus caracteristicas electroencefalograficas, de la siguiente manera:

Polisomnografia

Este proceso consta de dos etapas principales: el suefio NMOR vy el suefio MOR, que
por sus siglas se refieren al Suefio de Movimientos Oculares Rapidos (Rechtschaffen y Kales,
1968). Para poder cuantificar las diferentes etapas, se realiza una medicion por épocas, una
época es un periodo de tiempo en el registro de 30 segundos y a cada una se le asigna una
etapa de suefio. En el suefio NMOR se describe la etapa N1 (NMOR 1), cuya caracteristica
principal es que se presenta como transicion entre la vigilia y el suefio. Presenta un ritmo theta
predominante, aunque aparecen intromisiones de actividad alfa de manera constante y
grafoelementos como las ondas del vértex, que son ondas agudas que se presentan en la region

central. Esta etapa ocupa alrededor del 5% del tiempo total de suefio (Figura 1).
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Figura 1. Etapa N1 de suefio. Epoca de 30 segundos, en esta fase predomina el ritmo
theta (3.5-7.5 cps) y aparecen eventualmente intromisiones de actividad alfa (8-12 cps). Se
registra la actividad eléctrica cerebral de acuerdo al sistema internacional 10-20, utilizando un
montaje bipolar. Cada letra indica la region de la corteza monitoreada. Los nimeros nones
indican los electrodos colocados de lado izquierdo y los pares los de lado derecho. Ademas, se
registra electro-oculograma de ambos ojos (REOG) registro de lado derecho, (LEOG) registro

del ojo izquierdo, electromiograma de mentén (EMG), y Electrocardiograma (EKG).

Después aparece la etapa N2 (NMOR 2), cuyo ritmo de fondo es la actividad theta, en
combinacion con los husos de suefio, que son brotes de ondas sinusoidales de 12-16 Hz,
definidos asi por su forma y tienen una duracion de 0.5 a 2.5 segundos. Ademas de estos
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grafoelementos, se presentan los complejos K, que son ondas de actividad negativa seguida de
una onda positiva cuya duracion es de 0.5 segundos aproximadamente (AASM, 2007) (Figura
2).

En conjunto, las etapas N1 y N2 suman lo que se conoce como suefio ligero, que se
considera la etapa mas superficial de mayor reactividad a los estimulos externos, pero

fundamental para el descanso del individuo (Rechtschaffen y Kales, 1968).
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Figura 2. Etapa N2 de suefio, en esta época de 30 segundos podemos observar ademas

del ritmo theta de fondo, husos de suefio y complejos K.
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La etapa N3 (Figura 3) (NMOR 3) se conoce también como suefio de ondas lentas
(SOL), ya que en ésta aparecen principalmente ondas delta, cuya actividad es de 0.5 a 3.5 Hz.
Este ritmo se mezcla con actividad theta de bajo voltaje, ocasionalmente pueden aparecer
husos de suefio, pero del 25 al 100% de la época debe estar ocupado por ondas delta para

considerar una etapa N3 (AASM, 2007).
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Figura 3. En esta época podemos observar un ejemplo de la etapa N3 de suefio, cabe

destacar que en mas del 25% de la misma, se presentan ondas delta.

Por dltimo, tenemos al suefio MOR (figura 4), descrito en 1953 por Aserinsky y

Kleitman, cuyas caracteristicas principales son la presencia de movimientos oculares rapidos
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en rafagas, la atonia muscular y la presencia de actividad mixta de bajo voltaje en el registro

electroencefalografico.
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Figura 4. Aqui podemos observar el suefio MOR, la caracteristica mas importante es el
movimiento en espejo que se registra en el EOG. Respecto a la actividad EEG se observa un

ritmo rapido de bajo voltaje y en el EMG vemos atonia muscular.

Estas etapas se presentan en ciclos que duran alrededor de 90 a 120 minutos y pueden
ocurrir de 4 a 5 por noche (AASM, 2007).
Pero ¢por qué dormimos? Algunos investigadores responden que se trata de una

cuestion homeostatica en la cual la cantidad de suefio dependera del tiempo que hayamos
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pasado despiertos: a mayor cantidad de vigilia y mayor gasto de energia invertida, mayor sera
la necesidad de dormir, para mantener un equilibrio (Borbely, 1982). Sin embargo, no es esta
la Unica razon que nos lleva a la cama cada noche. Otra de las teorias va encaminada a un
patron circadico en el cual completamos un ciclo de suefio-vigilia en un periodo de
aproximadamente 24 horas, estas oscilaciones son orquestadas principalmente por una
estructura ubicada en el hipotalamo, que se conoce como el reloj enddgeno, la cual es el
nucleo supraquiasmatico (NSQ), que recibe proyecciones luminosas desde la retina, a través
del quiasma Optico, determinando asi los ciclos de suefio-vigilia, con los ciclos de luz-
oscuridad (Moore-Ede y cols., 1983). De que este reloj funcione depende la ritmicidad
circadica, no obstante, aunque se destrozara este ndcleo se presentarian el suefio y la vigilia,

ademas de las distintas etapas (Albrecht, 2012).

Neurofisiologia del suefio

Ademas de estos procesos, es necesario que diversas estructuras se activen en cada uno
de los estadios del ciclo (Revisado en: Blanco-Centurion y Shiromani, 2010). Con respecto a
la vigilia, recientemente se han estudiado las neuronas orexinérgicas, también conocidas como
hipocretinérgicas, ubicadas en el hipotalamo lateral (de Lecea y cols., 1998); estas inervan a
diferentes estructuras cerebrales, incluyendo otras cuyas redes neuronales nos mantienen en
estado de alerta, como el locus coeruleus, el cerebro basal anterior, el tegmento mesopontino
dorsolateral, nicleos de Rafé, la region ventrotegmental y la médula espinal (Espana y cols.,

2002). Estas neuronas disparan sélo cuando nos encontramos despiertos o activos, razén por la
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que son consideradas parte fundamental del mecanismo regulador de la vigilia. Otra evidencia
de esto es que su destruccion se asocia con un trastorno de suefio llamado narcolepsia, cuya
caracteristica fundamental son los ataques de suefio (es decir, periodos donde el paciente se
queda dormido subitamente, siendo incapaz de controlarlo), la cataplexia o pérdida subita del
tono muscular en estado de vigilia y trastornos del suefio MOR (Ripley, 2001).

En el hipotdlamo lateral se encuentran también las neuronas histaminérgicas
sintetizadas en el nucleo tuberomamilar, que también reciben proyecciones orexinérgicas y se
activan para inhibir a las neuronas que promueven el suefio (Franco-Pérez, 2012). Esta
activacion aparece cuando el organismo requiere un grado elevado de atencion para realizar
una accion (Franco-Pérez, 2012). Si se aplican antagonistas histaminérgicos se presenta
somnolencia (Huang y cols., 2001).

En el locus coeruleus se encuentran las neuronas noradrenérgicas que disparan en
vigilia, disminuyen su tasa de disparo en SOL y son abolidas en el suefio MOR; su activacion
aumenta durante estados de vigilia atenta, sobretodo antes estimulos novedosos (Takahashi y
cols., 2010). Incluso, existen proyecciones al nucleo supraquiasmatico (NSQ) que podria estar
participando en la transicion de la vigilia al suefio (Takahashi y cols., 2010).

Una de las primeras &reas relacionadas con la vigilia es la formacion reticular, a través
de las neuronas colinérgicas, ya que estas se mantienen activas cuando se presenta vigilia y en
numero menor se activan también durante el suefio MOR. La mayoria de estas neuronas se

encuentran en el cerebro basal anterior (EI Mansari y cols., 1989).
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Las neuronas colinérgicas se encuentran también en el tallo cerebral, especificamente
en el nucleo laterodorsal y en el pedinculo pontino tegmental, mismas que podrian estar
participando en la activacion de los circuitos talamo-corticales, promoviendo asi un estado de
vigilia, pero también suefio MOR, pues su activacion esta relacionada con actividad eléctrica
cerebral desincronizada (Steriade, 2004).

Ademas de activar, es necesario que algunas neuronas inhiban otras redes neuronales,
para mantener al individuo en un estado de vigilia, tal es el caso de las neuronas
serotoninérgicas, que se localizan en el nacleo dorsal del Rafé (Revisado en: Blanco-
Centurién y Shiromani, 2010). Cabe aclarar que existen diversos nucleos del Rafé en el tallo
cerebral y el dorsal es s6lo uno de ellos; estos proyectan a regiones del tdlamo y la corteza
induciendo un estado de vigilia, pero también proyectan al nucleo ventrolateral del area
predptica, inhibiendo a las neuronas generadoras del suefio (Jouvet 1999), las cuales disparan
en vigilia, disminuyen su actividad en SOL y permanecen silentes en suefio MOR (Jouvet
1999).

Por ultimo, las neuronas dopaminérgicas también juegan un papel importante en la
regulacion de la vigilia; su actividad se registra en la sustancia negra en vigilia activa,
principalmente, aunque también se activan en vigilia relajada (Steifels y cols., 1983). Otro
sitio donde se han observado neuronas dopaminérgicas es en el area ventral tegmental, se
activan principalmente en vigilia activa, al igual que las de la sustancia negra (Trulson y
Preussler 1984). Las primeras inervan a estructuras del sistema limbico, como el nucleo

accumbens, el hipocampo y la corteza prefrontal/cingular; mientras que las de la sustancia
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negra inervan estructuras involucradas en el control motor, como el ndcleo estriado (Blanco-
Centurién y Shiromani, 2004).

Las neuronas dopaminérgicas participan en la regulacion del sistema de recompensa
(Salamone y Correa, 2012), placer (Blum vy cols., 2012), memoria de trabajo (DArdenne y
cols., 2012) y en el control motor (Aumann y Horne, 2012), respectivamente, lo que se
explica al observarse un mayor grado de activacion en periodos de vigilia, ya que se requiere
un estado de atencion para realizar estos procesos (Blanco-Centurion y Shiromani, 2004).

Hablando de la regulacion de suefio, a partir de los estudios realizados por Von
Economo (1923) después de una epidemia de encefalitis letargica, se observd que pacientes
infectados presentaban insomnio o somnolencia excesiva diurna. En los estudios post mortem
las lesiones en el hipotalamo anterior se correlacionaban con insomnio, y las lesiones en la
region posterior, con presencia de somnolencia excesiva diurna (Revisado en: Velazquez-
Moctezuma y cols., 2010).

Siguiendo esta linea de investigacion, ahora se sabe que la regulacion del suefio
NMOR, especificamente del SOL, depende de diversas estructuras hipotalamicas (Revisado
en: Veladzquez-Moctezuma y cols., 2010). Una de las méas estudiadas es la region ventricular
del area predptica del hipotadlamo y el hipotadlamo lateral, que inhiben la accion de los ndcleos
que regulan los otros estados y al ser lesionadas se altera o se elimina el SOL (Lin y cols.,
1989). Con respecto a las redes neuronales, se ha demostrado la presencia de neuronas
adenosinérgicas en el area preoptica del hipotalamo y en el cerebro basal anterior, que al

disparar promueven la aparicion de suefio lento y bloquean la actividad de neuronas
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promotoras de la vigilia (Porkka-Heiskanen y cols., 1997). Adicionalmente se ha observado
que las células del area preoptica y del hipotalamo anterior son termosensibles, por lo que el
aumento de la temperatura cerebral induce SOL (McGinty y Szymusiak, 2001).

En lo que respecta al suefio MOR, la region principal involucrada es el area
peribraquial del tallo cerebral, siendo el ndcleo tegmental pedinculo pontino (PPT) y el
tegmento laterodorsal (LDT) los méas estudiados, ya que concentran la mayor cantidad de
células colinérgicas (Jouvet, 1994), las cuales, como mencionamos previamente, disparan
durante la vigilia activa pero también se mantienen activas en el SMOR, incluso la descarga
inicia un poco antes de que aparezca el episodio (Hobson y cols., 1998). Pero también realiza
proyecciones talamocorticales responsables de la desincronizacién que caracteriza al suefio
MOR (McGinty y Szymusiak, 2001).

Sin embargo, no sélo los neurotransmisores regulan la aparicion de suefio MOR.
Drucker-Colin (1975) describio un pico de liberacion de neuroproteinas ligadas a la aparicion
de suefio MOR. Adicionalmente se observo la participacion de péptidos como el vasoactivo
intestinal (VIP), que al administrarse genera suefio MOR (Revisado en: Jiménez-Anguiano y
cols., 2006).

Por otro lado, se ha descrito otro tipo de sustancias como los lipidos en la regulacién
del suefio, especificamente la oleamida, que fue encontrada en el liquido cefalorraquideo de
gatos que habian sido previamente privados de suefio (Cravatt y cols., 1994). Esta sustancia
actla a través del sistema de canabinoides, concretamente en el receptor CB1 (Axelrod &

Felder, 1998). En estudios en ratas se ha observado que la administracion de oleamida induce

21



suefio MOR, esta respuesta se produce en aplicacion tanto aguda como crénica (Herrera-Solis
y cols., 2010). También se ha notado que la administracion de oleamida mejora el tiempo total
de suefio en ratas adultas, esto en un modelo de insomnio desarrollado en ratas (Reyes-Prieto y
cols., 2012).

Toda esta informacion indica que el suefio es un proceso complicado que requiere de la
participacion de diversas sustancias, las lineas de investigacion estan orientadas también a
identificar los genes responsables de la regulacion de éste para comprender mas al respecto
(Revisado en: Prospéro-Garcia y cols., 2009).

Dormir es necesario, pero a pesar de que se han hecho muchos estudios aun no
alcanzamos a comprender del todo la naturaleza del suefio y la funcién del mismo. Una de las
formas en las que se ha obtenido mas informacion al respecto es a través de las diferentes
enfermedades del dormir descritas, asi sabemos como una persona puede deteriorarse
paulatinamente si deja de dormir total o parcialmente. Por lo anterior, resulta un campo de
investigacion cuyo abordaje puede darse desde diversas disciplinas y del que aun queda
mucho por descubrirse.

I. Privacién de suefio

Con el estilo de vida actual, es comdn la privacidn total o parcial de suefio de manera
aguda o crénica. Ante un ritmo de actividad intenso, muchas personas sacrifican su suefio para
poder cumplir jornadas laborales mayores, o bien, por cuestiones sociales y personales. Sin

embargo, no dormir puede generar un impacto importante sobre el estado de salud en general
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y tambien sobre nuestro funcionamiento diario (Monk y cols., 2003, Waterhouse y cols.,
2011).

Pero ¢qué se considera privacion de suefio (PS)? La mayoria de las personas
acostumbran dormir entre 6.5 y 7.5 horas por noche, sin embargo, hay quienes requieren
Unicamente 4 o 5 horas para sentirse descansados; en el otro extremo, existen personas que
necesitan hasta 10 horas de suefio para sentirse bien (AASM, 2005). Lo importante es evaluar
el funcionamiento diurno, por lo tanto, si una persona todas las mafianas despierta cansada,
con somnolencia, sin energia y con una disminucion en su rendimiento o con alteraciones
cognitivas, estos son indicadores de una deuda de suefio importante (Jones y Harrison, 2001).

Ademas de estos ejemplos de restriccion de suefio, también existe la privacion aguda
de suefio que se puede dar frecuentemente, por lo menos en periodos de 24 horas, aunque
puede llegar hasta 36 0 48 horas (Chee 2006, Libedisnsky y cols., 2011).

Para entender el efecto de la PS se han utilizado técnicas como la resonancia magnética
funcional y se ha observado que tras un periodo de privacién aguda de suefio disminuye la
activacion de la corteza prefrontal y del talamo, ambas estructuras involucradas
principalmente en tareas cognitivas (Chee y Choo, 2004).

En pruebas conductuales se observa que las personas privadas de suefio tienen un
tiempo de reaccion mas lento al realizar una tarea, en comparacion con personas que han
dormido adecuadamente, incluso se observa que cometen mas errores en tareas cognitivas,

especificamente relacionadas con la memoria (Chee y Choo, 2004).
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La restriccion y la PS se han asociado con la incidencia de accidentes automovilisticos
(Drake y cols., 2010). En Estados Unidos se considera que el 20% de los percances podrian
estar causados por somnolencia en los conductores (Colten y Altevogt, 2006).

Estudios en animales han aportado también informacion al respecto, en un estudio se
sometio a un grupo de ratas wistar a un periodo de 6 horas de privacion de suefio y
posteriormente realizaron una tarea de memoria de rastreo por condicionamiento, en
comparacion con un grupo de ratas que durmieron normalmente y se observa que el grupo con
privacion tuvo un deterioro cognitivo ya que no mostrd una conducta de aprendizaje que lo
condicionara a explorar los estimulos aunque estos fueran positivos, por lo que se concluye el

efecto negativo de la privacion de suefio en la memoria implicita (Chowdhury y cols., 2011).

1. Privacion de suefio y estrés

El estrés es una condicion fisiologica del organismo en respuesta a una demanda
extraordinaria, o bien una situacion amenazante para el individuo (Vinson, 2009),
considerandose una reaccion natural y fundamental para la supervivencia. Uno de los factores
que genera una respuesta de estrés es la PS (Hellhammer y cols., 2009).

Esta reaccion se da de la siguiente forma: el estrés promueve la activacion del sistema
nervioso simpatico (SNS) y el incremento en la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenales (HHA). La primera respuesta del SNS es mediada por las catecolaminas adrenalina

y noradrenalina (Wolf, 2006). La respuesta se llevara a cabo gracias a la activacion de este
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sistema y a través de la liberacion de distintas hormonas que actdan en relevo: la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), la corticotropina (ACTH) y los glucocorticoides, la
corticosterona en los animales y el cortisol en el humano. La mayoria de las células del cuerpo
humano tienen receptores a cortisol lo que hace que tengan diversos efectos en nuestro
sistema, de tipo metabdlico, cardiovascular y en el sistema inmune (Hellhammer, 2009).

El cortisol regula su propia liberacion a través de una retroalimentacion negativa en el
sistema nervioso central (SNC), donde se une a receptores especificos en todo el sistema
limbico, incluidos el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal (Clow y cols., 2009). Con
respecto al hipocampo se han descrito 4 factores que confirman esta teoria: la primera es que
contiene una gran cantidad de receptores a glucocorticoides, la segunda en que altos niveles de
estrés afectan la memoria declarativa, estrechamente ligada a esta estructura, la tercera es que
altos niveles de hormonas esteroides la atrofian y, por ultimo, que los glucocorticoides pueden
afectar su neurogénesis (Lupien y Lepage 2001).

En condiciones normales, el cortisol sostiene una ritmicidad circadica, manteniendo los
picos de concentracion maxima de 30 a 45 minutos después del despertar y va disminuyendo
poco a poco a lo largo del dia, encontrdndose en los niveles mas bajos aproximadamente 12
horas después (Edwards y cols., 2001). Sin embargo, ante un periodo de PS los niveles de
cortisol se elevan, incluso durante la noche, cuando deberian permanecer bajos (Leproult y
cols., 1997).

En estudios con animales se ha demostrado que la privacion de suefio incrementa los

niveles de corticosterona, sin embargo, este incremento se compard con la valoracion de los
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niveles de corticosterona tras un periodo de estrés por inmovilizacion y es significativamente
mayor ante esta manipulacion, lo que implica que la privacion de suefio, por lo menos en un
periodo de 6 horas no representaria un estresor tan fuerte como el de la inmovilizacion. No
obstante, este periodo de privacion si es suficiente para generar un deterioro cognitivo en
animales al realizar tareas de memoria de reconocimiento (Palchykova y cols., 2006), lo que
abre la posibilidad a una complicada relacion entre la privacion de suefio y los cambios en las

concentraciones de cortisol, y hace necesario ampliar esta linea de investigacion.

B. Memoria

La memoria es la capacidad de retener y evocar eventos del pasado mediante procesos
neurobioldgicos de almacenamiento y recuperacién de la informacion basica en el aprendizaje
(Etchepaborda y cols., 2005). Para que esta memoria pueda darse es necesario, en primer
lugar, tener un mecanismo de atencion, gracias al cual podemos seleccionar de todos los
estimulos que hay a nuestro alrededor, solo la informacion que nos resulta Gtil para las tareas
que desempefiamos (Contreras y Cansino 2005).

La memoria humana ha sido clasificada de distintas formas, siendo mas popular la
distincion hecha por Squire y Zola (1996), quienes la dividen en memoria declarativa o
explicita y memoria no declarativa o implicita.

La primera es el tipo de memoria al que se accede de forma consciente, informacion

acerca de hechos y eventos; se clasifica en memoria episodica (memoria de eventos
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autobiograficos) y semantica (memoria sobre hechos y conocimientos generales del mundo,
Tulving, 1985). La formacion hipocampal regula principalmente la codificacion y la
recuperacion declarativa (Torty cols., 2011).

La memoria no declarativa o implicita almacena informacion de tipo motor, habitos y
procesos de condicionamiento, este sistema funciona junto con la neocorteza para establecer y
mantener una memoria a largo plazo (Squire y cols., 2004).

Una vez que la informacion es adquirida, ocurre el proceso de consolidacion, por el
cual la memoria incrementa su resistencia a la interferencia de nueva informacion y se vuelve
mas estable. A través de esta fase el cerebro reorganiza la informacion, siendo necesaria la
activacion de la corteza cerebral y sus proyecciones con el hipocampo (McGaugh, 2000).

En otra clasificacion estd la memoria de trabajo, en la cual se almacena la informacion
por un periodo corto de tiempo, es un tipo de memoria orientada a objetivo y que se encarga
de mantener, manipular y actualizar la informacién (Baddeley, 1992), capacidad que es
fundamental en el desarrollo de distintas habilidades cognitivas, incluyendo la resolucién de
problemas y las habilidades de razonamiento (Baddeley, 1992). La memoria de trabajo se
considera el sistema cognitivo que permite a los individuos mantener y manipular la
informacion de manera temporal, y se puede dividir en procesos separados: los necesarios para
la conservacion de la informacion y los necesarios para la asignacién de atencion y la
coordinacion de la informacion que se mantiene de forma temporal (Repovs y Baddeley,
2006). La capacidad de esta memoria aparece alrededor del afio de edad, y su eficiencia

mejora con la edad hasta los 20 afios, su eficiencia depende directamente de la maduracion
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cerebral (Bunge, 2007); en la vejez la capacidad de memoria de trabajo disminuye por la
degeneracion neuronal, este proceso se ha correlacionado positivamente con un incremento en
la actividad de la corteza prefrontal (CPF) y parietal durante la infancia y un decremento en la
region dorso lateral de la CPF en la vejez (Westerberg y Klingberg, 2007).

Una de las estrategias mas confiables para medir la memoria de trabajo es a través de
la prueba N-Back pues en esta se puede evaluar la actualizacion, manipulacion y
mantenimiento de la informacion (Jaeggi y cols., 2010). Esta tarea se puede hacer desde 0 a 3
back, lo que significa que tiene 4 niveles de complejidad. Se puede realizar de tipo verbal, o
espacial y consiste en pedir a los voluntarios que recuerden si el estimulo que se presenta es
igual al que se presentd N ensayos atras (Jaeggi y cols., 2010). En esta tarea se puede evaluar
el tiempo de reaccién y el nimero de aciertos (Jonides y cols., 1997).

La eficiencia en la memoria de trabajo mejora tras periodos largos de entrenamiento
(Westerberg y Klingberg, 2007,); se ha observado que la activacién en la corteza prefrontal
incrementa tras un periodo de entrenamiento en tareas de memoria de trabajo, sin embargo
para que esta pueda darse se requiere de la ejecucion de diferentes tareas de memoria por 5

semanas 3 0 4 veces por dia (Olesen y cols., 2004).

I. Memoriay estrés

Una de las causas de la controversia surgida respecto al efecto negativo de la PS sobre

el proceso de memoria es que esta técnica se considera un generador del estrés, uno de los
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estados emocionales mas estudiados, en el que se sabe que las hormonas adrenocorticales son
liberadas como respuesta (Meerlo y cols., 2002). Se ha sugerido que estas hormonas estan
involucradas en los procesos de aprendizaje y memoria cuando se utilizan tareas motivadas
por estimulos aversivos (Harvey y cols., 1984), como la prolongacién de la vigilia.

Numerosos estudios han demostrado que el estrés agudo (es decir, el que se presenta
como una agresion intensa limitada en tiempo) o la elevacion de las concentraciones de los
glucocorticoides afecta el aprendizaje (Rozendaal y cols., 2006).

Incluso se han realizado diferentes experimentos donde se observa que un grupo de
sujetos expuestos a estrés tiene una disminucion en la capacidad de memorizar palabras con
distinto contenido emocional, respecto a un grupo de sujetos no expuestos (Kuhlmann y cols.,
2005).

Por otro lado, en tareas de memoria auditiva se observan diferencias respecto al grupo
control, en cuanto a una disminucion en la ejecucion en voluntarios estresados, (Vedhara y
cols., 2000).

En lo que respecta a la memoria de trabajo, Schoofs y cols., en 2008 utilizaron un
modelo de estrés psicosocial en el cual los voluntarios deben resolver un problema matematico
y hacer una presentacion ante un grupo de personas que cuestionan lo que se presenta y
posteriormente midieron niveles de cortisol en saliva. Estos investigadores observaron después
de esta manipulacién un incremento significativo en los niveles de cortisol con respecto a un
grupo control que realizé la misma tarea, pero en una habitacion vacia. Posteriormente, los

sujetos resolvieron la tarea de memoria de trabajo en dos diferentes niveles de complejidad.
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En este estudio se observo que ambos niveles de complejidad fueron afectados negativamente
por el estrés. Sin embargo, se corroboré el hecho de que este deterioro es reversible
aproximadamente 35 minutos después de que cesa el factor estresante. Ademas de incrementar
el nimero de errores, se observa también un decremento en el tiempo de reaccion al elevarse
los niveles de cortisol (Shoofs y cols., 2008).

En otro estudio realizado en adultos sanos también utilizando estrés psicosocial se
evalud la capacidad de los voluntarios para recordar una lista de palabras que contenian
palabras de tipo neutro, 10 negativas y 10 positivas y se observd un deterioro en el grupo
sometido al estrés al recordar palabras con contenido emocional tanto negativo, como positivo,
no asi en las neutras. Ademas de esta prueba se valoré una tarea de memoria de trabajo y de
atencion y en estas tareas no se observaron diferencias entre los grupos, lo que implica que el
estrés afecta principalmente tareas con contenido emocional, especificamente en esta tarea de
memoria declarativa (Kuhlman y cols., 2005). Esto revela que la respuesta al estrés se va a
manifestar de una manera distinta dependiendo del tipo de tarea a realizar y del contexto en el
que se estudia.

B. Suefio y memoria

Ademas de la regulacién de las funciones corporales, el suefio juega un papel

fundamental en el procesamiento de la informacion recientemente adquirida. La elaboracion

de las huellas de la memoria recibida durante el periodo de vigilia, se supone lleva dos etapas
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sucesivas que tienen lugar durante el SOL y finalmente, durante el suefio MOR (Giuditta y
cols., 1995).

Las primeras investigaciones al respecto fueron hechas por los psicologos
norteamericanos Jenkins y Dallenbach en 1924 quienes realizaron un estudio que consistio en
presentar una lista de palabras a un grupo de voluntarios, tras lo cual unos durmieron y otros
no. Al evaluar posteriormente cuantas palabras recordaban, encontraron que los que habian
dormido, recordaban més (Rauchs y cols., 2005).

Sin embargo, desde finales de la década de los 50 se ha investigado si esta relacion
depende del momento del suefio o de las etapas (Walker y Stickgold, 2004). Estos estudios
sugieren que cada etapa de suefio podria estar relacionada con un proceso especifico. Uno de
los primeros hallazgos es que hay un incremento en la proporcion de las distintas etapas de
suefio, si éste se da inmediatamente después del periodo de aprendizaje, a diferencia de cuando
éste se pospone, lo que sugirio que el suefio podria jugar una funcidn activa en el proceso de
consolidacion (Graves, 1936).

A partir de estos conocimientos los estudios se han realizado evaluando los cambios en
el patrén de suefio o el efecto de su privacion en dos tipos diferentes de memoria (declarativa
o explicita y no declarativa o implicita) y al aprender diversas tareas que impliquen sistemas
distintos para tratar de identificar qué funcion ejerce el suefio en estos procesos (Fogel y cols.,
2007).

Con respecto al suefio MOR se han hecho diferentes experimentos para evaluar en qué

tipo de memoria estd mas involucrado. Se ha observado que éste se incrementa
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correlacionandose con el nivel de eficacia en aprender tareas involucradas con el lenguaje,
especificamente, aprender un nuevo idioma (De Koninck y cols., 1989). En un estudio similar
se observd que al evaluar la estructura de suefio después de estudiar para realizar un examen,
los sujetos no presentaron un incremento significativo en el suefio MOR, sin embargo, si se
incrementd el numero de movimientos oculares rapidos (Smith, 1991). Por otro lado,
Stickgold y colaboradores en 2000, refieren que la memoria requiere de tres pasos diferentes
para su consolidacion: el primero se da en la vigilia, el siguiente durante el SOL vy el tercero en
suefio MO, por lo tanto, un sujeto privado total o selectivamente de suefio no concluiria este
proceso. Es decir, cuando estamos despiertos recibimos la informacion y cada etapa de suefio
contribuye en mantener esta informacion en un almacén de memoria a corto plazo o bien
eliminarla (Stickgold y cols., 2000).

Actualmente se tiene acceso a otro tipo de técnicas que contribuyen al estudio de la
memoria y el suefio. A partir del afio 2000, Pierre Maquet y un grupo de colaboradores
observaron, durante un estudio de tomografia por emisidn de positrones, que se presentaba una
mayor activacion en las areas asociadas con el aprendizaje visuoespacial en aquellos sujetos
con un entrenamiento en tareas de memoria previo a dormir en suefio MOR. Con la técnica de
resonancia magnética funcional se ha observado el cerebro de un sujeto al realizar una tarea
que implica memoria visual y aprendizaje motor, posteriormente se le deja dormir y al entrar
en esta etapa se observa una réplica de la activacion cortical que se observo durante la vigilia

(Laureys y cols., 2001).
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Sin embargo, a pesar de que el suefio MOR es el principal involucrado hasta el
momento en los procesos cognitivos durante el suefio, se sabe también que mientras dormimos
en suefio NMOR, se llevan a cabo procesos de memoria, involucrados principalmente con la
memoria explicita (Gais y Born, 2004). Uno de los grafoelementos mas estudiados son los
husos de suefio que aparecen principalmente en la etapa 2 de suefio. Después de realizar una
tarea que involucra habilidades motrices se observa un incremento en la duracion de la etapa 2
de suefio y un incremento en el nimero de husos de suefio por minuto (Fogel y Smith, 2006).
Esto se observa incluso en periodos de siesta donde la memoria es facilitada al presentarse el
suefio ligero y también se observa un incremento en el nimero de husos de suefio (Nishida y
Walker, 2007).

En un estudio realizado en Alemania (Drosopoulos y cols., 2005), se explord la
memoria explicita en un grupo de voluntarios a quienes se les presentaron dos listas de
palabras que tenian que memorizar y 3 horas después eran interrogados para saber cuantas
palabras recordaban y en cudl de las dos listas habian aparecido las palabras. Este grupo se
dividid en tres, a uno se le permitié dormir durante la primera mitad de la noche donde
predomina el SOL, a otro durante la segunda mitad donde se presenta principalmente suefio
MOR vy el tercer grupo permanecid despierto. En los tres casos se realizé un interrogatorio
posterior y se observd que quienes retenian mejor las palabras eran aquellos participantes que
pudieron dormir durante el SOL, lo que sugiere mecanismos involucrados con la memoria de
reconocimiento, ligados con esta etapa de suefio en particular. Gais y Born (2004) han

realizado diferentes investigaciones para evaluar el efecto del suefio en la consolidacion de la
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memoria, ademas de la revision de estudios donde se evalla la memoria declarativa en
diferentes momentos del dia y han observado que siempre hay una mejor ejecucion en
aquellos voluntarios que resuelven tareas despues de que se le permite dormir en SOL,
concluyendo que quiza existe informacion almacenada en el hipocampo, y en esta etapa a
través de redes neocorticales se traslada la informacion a un almacén de largo plazo para

consolidarla.

I. Suefio y memoria de trabajo

Con respecto a la memoria de trabajo y su relacion con el suefio, se ha utilizado
principalmente el modelo de PS, pues se sabe que ésta impacta significativamente el
funcionamiento mnemonico humano (Pilcher y Huffcutt, 1996), y afecta negativamente los
niveles de alerta y el rendimiento cognitivo. Se ha demostrado que un individuo privado de
suefio presenta mayor tiempo de reaccién y reduccion del estado de alerta, en relacion con las
personas con periodos de suefio normales (Harrison y Horne, 2000, Thomas y cols., 2000).

Las técnicas de imagen que miden los cambios en el flujo sanguineo cerebral se han
utilizado para demostrar el déficit cognitivo observado durante el suefio (Horne, 1993;
Drummond y cols., 2000). En estudios con tomografia por emision de positrones (PET) (Wu y
cols., 1991, Thomas y cols., 2000) y de resonancia magnética funcional (fMRI; Drummond y
cols., 2001, 2004) se ha demostrado que los cambios en la activacion cerebral que provoca la

PS estan asociados con cambios en el rendimiento cognitivo. En concreto, en los estudios con
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PET, se observa una disminucion significativa en el metabolismo de la glucosa después de 24
h (Thomas y cols., 2000) y 32 h (Wu vy cols., 1991) de privacién del suefio, mismo que se
correlaciona con un descenso en la ejecucion en tareas cognitivas.

La corteza prefrontal que, como se menciond anteriormente es una de las estructuras
responsables de la memoria de trabajo, es afectada tras un periodo de PS (Lythe y cols.,
2012), aunque no es la Gnica. Segun los estudios de Thomas y colaboradores (2000), el talamo
también presenta una disminucion en la activacion en redes tdlamo-corticales, tras un periodo
de 24 horas de privacion. A pesar de estos datos, algunos autores afirman que dependiendo de
la tarea puede no haber cambios o incluso existir una disminucién en la activacion de estas
areas en distintos periodos de PS (Chee y cols., 2006).

En otros estudios, Drummond y colaboradores en 2004 determinaron, tras un estudio
de PS evaluando diferentes tipos de tareas, que los cambios de activacion cerebrales dependen
de la complejidad de la tarea, pues ante un periodo de privacion de una manera compensatoria
se activan areas de la corteza parietal y la regién dorsolateral izquierda de la corteza
prefrontal.

Ante esto podemos concluir que la PS es una situacion que genera cambios
trascendentales en la forma de respuesta de nuestro organismo que pueden cambiar nuestra
gjecucion de manera significativa, dependiendo del tiempo que se prive y de las tareas a

realizar.
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2. Planteamiento del problema

El ciclo de suefio-vigilia es fundamental para la expresion éptima de las funciones
cerebrales, incluidas el aprendizaje y la memoria. Se ha observado que tras un periodo de PS
hay cambios en la activacion de estructuras cerebrales como la corteza prefrontal, parietal y el
talamo, entre otras, lo que podria afectar procesos como la memoria de trabajo que depende
directamente de estas estructuras y sus conexiones. Por otro lado, la PS es considerada como
una situacion generadora de estrés al demandar un gasto de energia extraordinaria en los
individuos.

Asimismo, se ha revelado recientemente que la respuesta de estrés que involucra el
incremento de esteroides de origen adrenal, es capaz de alterar a la eficiencia en memoria. Sin
embargo, no es claro si la afeccién en la eficiencia en memoria de trabajo depende del
aumento de cortisol provocada por la PS. Por lo cual, en este estudio analizamos la eficiencia
de la memoria de trabajo en sujetos sometidos a PS, evaluando simultdneamente la respuesta
de estrés, valorada a través de la medicion de los niveles de cortisol, para buscar relaciones

entre ambos procesos.

Pregunta de investigacion:
¢La privacion de suefio y el estrés que ésta provoca afecta la ejecucion de la memoria de

trabajo y el tiempo de reaccion?
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3. Hipotesis
= La ejecucion en la memoria de trabajo esta afectada por la privacion de suefio y por el
estrés que ésta provoca, sin embargo, este deterioro es reversible tras un periodo de

suefio normal.

4. Obijetivo general
e Evaluar el efecto de la privacién de suefio y el estrés que ésta provoca, sobre la

memoria de trabajo

A. Objetivos especificos:

e Evaluar la ejecucion de la memoria de trabajo a lo largo de diferentes periodos de PS a
lo largo de 36 horas, con la tarea N-Back en dos diferentes niveles de complejidad.

e Determinar el estrés que genera la PS, a través de los niveles de cortisol, cada 6 horas.

e Correlacionar la ejecucion y los tiempos de reaccion con los niveles de cortisol y el
tiempo de PS.

e Evaluar la memoria de trabajo y los niveles de cortisol después de un periodo de suefio.

5. Método
A. Participantes:
Dieciocho voluntarios sanos, diestros y estudiantes de la Universidad Autonoma

Metropolitana. Edad (Media + Desviacion Estandar; 27 + 4).
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Criterios de inclusion:
Voluntarios sanos de 21 a 35 afios de edad que cumplan por lo menos con 14 afios de estudio y
que tengan un coeficiente intelectual (CI) normal (De 90 a 109 puntos), que se evaluara a

través de la prueba de Inteligencia Beta III (=90 puntos) (Kellogg y Morton, 2003).

Criterios de exclusion:
La presencia de trastornos de suefio, médicos, psiquiatricos o neurolégicos. Consumo de
farmacos, drogas ilegales (como por ejemplo drogas sintéticas, inhalantes, marihuana, hongos,

hachis, opio, peyote).

Criterios de eliminacion:
No realizar las 8 sesiones. Quedarse dormido en periodos de privacion de suefio. Abandonar el

protocolo.

Cada voluntario fue evaluado con las escalas de inteligencia y trastornos de suefio,
ademas, se les aplicaron dos inventarios para medir sintomatologia de ansiedad y depresion
(Escala de Hamilton para Ansiedad e Inventario de Depresion de Beck, respectivamente), para
descartar trastornos de suefio, médicos o psiquiatricos y para asegurarnos de que su Cl estaba

dentro del promedio.
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Todos los participantes firmaron una carta de consentimiento informado en la que se
explicaron los detalles del estudio y se especifico que podian retirarse del mismo en cualquier

momento si asi lo decidian.

B. Instrumentos:

a. Evaluacion de inteligencia no verbal Beta Ill: Esta es una escala que evalua
inteligencia no verbal, se puede aplicar de forma individual o grupal en 25 a 30
minutos. La prueba arroja un puntaje que va de 48 a 155 puntos, a partir de los
cuales se asignan valores cualitativos de coeficiente intelectual:

e Puntaje de 69 o inferior: Cl extremadamente bajo.

e 70a79: Limitrofe.

e 80-89: Promedio bajo.

e 90-109: Promedio.

e 110-119: Promedio alto.

e 120-129: Superior.

e 130 0 més: Muy superior
Una ventaja de esta prueba es que los voluntarios que la realizan no requieren un nivel
cultural especifico ni saber leer o escribir.

b. Historia clinica semiestructurada para explorar trastornos de suefio: Es una
herramienta de uso rutinario dentro de la clinica de trastornos de suefio en la que se

evallan antecedentes patoldgicos y no patolégicos de los voluntarios, ademas de
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habitos y signos y sintomas de trastornos neuroldgicos, médicos y psiquiatricos. Con
respecto al suefio se evallan habitos respecto a la hora de acostarse y levantarse,
latencia a suefio, sensacion al despertar, y la presencia de sintomas de algun trastorno
durante el dormir, como insomnio, problemas respiratorios, movimientos anormales o
parasomnias. De esta manera se descartdo a quienes regularmente duermen
adecuadamente de los que no.

c. Escala Hamilton de Ansiedad: Esta escala estandarizada en México explora
mediante 14 preguntas datos que sugieran trastornos relacionados con ansiedad. 13
referentes a signos y sintomas ansiosos y el ultimo que valora el comportamiento del
paciente durante la entrevista. Cada item se valora en una escala de 0 a 4 puntos. La
puntuacion total es la suma de las de cada uno de los items. El rango va de 0 a 56
puntos. De manera orientativa, se propone la siguiente interpretacion: 0 - 5 puntos (No
ansiedad), 6 - 14 (Ansiedad menor), 15 6 mas (Ansiedad mayor). Aungue es muy
importante explorar la presencia d ataques de panico u otros sintomas claros en el
paciente.

d. Inventario de depresion de Beck: Es una prueba también estandarizada en
México que explora, a través de 21 preguntas, sintomas que sugieran depresion. Se
presentan 4 alternativas de respuesta para cada item, que evallan la gravedad /
intensidad del sintoma y que se presentan igualmente ordenadas de menor a mayor
gravedad con la opcidn de contestar de 0-3. El rango de la puntuacion obtenida es de 0-

63 puntos. Los puntos de corte usualmente aceptados para graduar la intensidad/

40



severidad son los siguientes: No depresion: 0-9 puntos, Depresion leve: 10-18,
Depresion moderada: 19-29, Depresion grave: > 30.

e. Escala Universal de Consumo de Sustancias: Valora el consumo de
sustancias de abuso y determina dependencia, es autoaplicable y explora la necesidad
de consumo del sujeto y la presencia de sindrome de abstinencia o incremento del
consumo a pesar de los riesgos que presente a la salud.

f. Inventario de Edimburgo: Evalla la lateralidad dominante a través de 12
preguntas que exploran la preferencia por usar cada mano en distintas actividades, por
ejemplo, qué mano utiliza para escribir, dibujar, encender un cerillo, o bien, con que
pierna patea y que 0jo usa para ver a través de un tubo. Las respuestas van desde
derecha muy preferente hasta izquierda muy preferentes, aunque también existe la
opcién de usar cualquier mano de forma indiferente. Es autoaplicable y permite
conocer el lado dominante para realizar actividades en los participantes.

g. Cuestionario de matutinidad-vespertinidad de Horne y Ostberg: Esta es la
traduccion al espafiol del test reducido de Matutinidad-Vespertinidad de Horne &
Otsberg. Este cuestionario permite conocer el cronotipo de una persona, es decir si es
matutino o0 vespertino. Las personas matutinas tienen preferencia por realizar sus
actividades durante la mafana, mientras que las vespertinas prefieren la tarde. Es
importante conocer la tipologia circadiana o cronotipo de cada individuo ya que
influye directamente en cuestiones como el rendimiento, la atencion, el cansancio o el

bienestar laboral. En 5 reactivos evalla la preferencia para realizar actividades en
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diferentes periodos del dia, es una escala autoaplicable y los valores mas altos

presentan mayor tendencia a la matutinidad.

C. Tarea N-back:

La tarea que utilizamos para medir la memoria de trabajo fue la prueba N-Back, en
version espacial, disefiada con el software E-prime v.1.2 (Psychology Software Tools, Inc.,
Pittsburgh, PA), y ejecutada en una computadora personal. Empleamos una matriz de 8x8 en
el centro de la pantalla, con las siguientes medidas: angulo visual horizontal (4.30°) y angulo
visual vertical (3.60°). La matriz aparecia en color gris y en una de las casillas se presentaba
una cruz de fijacion en el centro de la pantalla con un angulo visual y vertical de: 0.0315°, que
aparecia durante 500 ms, posteriormente aparecia la matriz con un circulo en color negro en
alguna de las casillas. Existen 64 posibilidades, sin embargo, el circulo no aparecié en las
cuatro casillas circundando el punto de fijacion (centro de la matriz).

Para la tarea 1-Back los participantes tenian que apuntar con el dedo indice de una
mano si el estimulo que aparecia se habia presentado en un ensayo anterior, y con la mano
contraria si éste no se habia presentado. Entre cada estimulo aparecia la matriz con el estimulo
y el voluntario tenia 1500 ms para responder, posteriormente aparecia la pantalla con el punto
de fijacion durante 500 ms. Se presentaron un total de 120 estimulos, de los cuales eran 24
target y 96 no target. Las respuestas fueron capturadas con el E-prime software (Psychology
Software Tools, Inc., Pittsburgh, PA). Las variables que se consideraron fueron: precision,

respuestas omitidas y tiempo de respuesta para cada estimulo, toda esta informacion fue
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analizada por el software. Para la tarea 3-Back se llevo a cabo el mismo procedimiento, sélo
que el voluntario tenia que indicar si el estimulo que se presentd era igual o no al que se
presento en el ensayo anterior (ver figura 5).

Antes de comenzar la prueba se explico el procedimiento y se realizaron dos ensayos
por cada tarea de N-Back, para corroborar que los voluntarios entendieran la prueba, sélo que
las tareas realizadas fueron de tipo verbal, es decir, en la pantalla aparecian letras y la

instruccion era presionar el botdn si la letra habia aparecido en N ensayos anteriores

A
= A
B
[ ]
A
1500 ms
e 5 1-Back
A 500 ms
1500 ms
500 ms
_ A 1500 ms
[ - A 500 ms
1500 ms
L]
B
1500 ms
500 ms
1500 ms [
1500 ms
500 ms
1500 ms

Figura 5. Tarea N-Back. En la letra A se presenta el estimulo non-target (estimulo diferente a n ensayos atras)
y en la letra A el estimulo target (estimulo igual a n ensayos atras). En la parte superior se ejemplifica 1-Back
y en la parte inferior se observa 3-back.



Los niveles hormonales de cortisol se midieron a través de una prueba ELISA, de un
kit comercial (Free Cortisol in Saliva ELISA, Inmuno Biological Laboratiroes IBL-America).
La curva estandar tiene un sensibilidad de 00 a 80 ng/ml. Los anticuerpos tienen reaccion
cruzada al compararlos con el cortisol de 29% para Corticosterona, 3% Cortisona, <1% 11-
Deoxycortisol, <0.5 17 OH Progesterona, y <0.1% para Predisona, Progesterona,
Dexametasona, Desoxicorticosterona, dehidroepiandosterona sulfatada, Estradiol, Estriol,
Estrona y Testosterona.

Durante el periodo de evaluacion para medir los niveles de cortisol, cada 6 horas se
tomaron muestras de saliva utilizando un salivette Stardet (se usa un rollo de absorcion que el
voluntario mete en su boca durante 30 segundos hasta que quede impregnado con saliva), para
recolectar de 200 a 300 ml de saliva, mismas que posteriormente fueron analizadas para
determinar el nivel de cortisol por medio de la técnica de ELISA (procedimiento de ensayo
inmunoenzimatico). La prueba ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados
con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto inmunolégica
como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una
enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmuno-absorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo
queda inmovilizada y, por tanto, es facilmente revelada mediante la adicion de un substrato
especifico que, al actuar la enzima, produce un color observable a simple vista o cuantificable
mediante el uso de un espectrofotdmetro o un colorimetro. En este estudio utilizamos un

espectrofotometro, la ventaja que tiene es que nos permite leer la placa
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completa con todos los pozos que tiene al mismo tiempo lo cual nos evita que
haya un error por leer a diferentes tiempos cada muestra.

Las muestras, curva estandar y controles fueron determinados por duplicado. Para los
resultados se calculd el promedio tanto de la curva estandar, como de las muestras y controles.
Se construy6 una curva a partir de los valores y, utilizando el valor medio de absorcion de
cada muestra, se determind la concentracion correspondiente. (Hellhammer y cols., 2009,

Inder y cols., 2012).

E. Disefio experimental:

Se formaron dos grupos, uno experimental y un grupo control, cada uno con 9 sujetos.
Cabe mencionar que tuvo que mantenerse una N pequefia debido a las dificultades técnicas
para conseguir a los voluntarios, esto porque en muchos casos era dificil que accedieran
participar en el protocolo y, por otro lado, pocos de los voluntarios cubrian los criterios de
inclusion.

A todos los participantes se les pidié6 mantener un horario regular de suefio (es decir, una
cantidad diaria de suefio de 6.5 a 7.5 horas), evitando desvelos una semana previa al estudio
para evitar el efecto de la privacién crénica. Fueron monitoreados través de un diario de
suefio, validado por la Fundacion Americana de Suefio, en el que se detallaron los habitos y

horarios de cada voluntario. En dicha bitacora se especifico la hora de acostarse, hora de
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levantarse, horas de suefio, latencia a éste, consumo de sustancias con cafeina, ejercicio previo
y despertares nocturnos.

A continuacion se describen los grupos:

Grupo Control: Durante un periodo de 36 horas se mantuvo a este grupo de sujetos en
el laboratorio, pero durante la noche se les permitié dormir normalmente.

A los voluntarios se les evalu6 la memoria de trabajo con dos niveles de complejidad
(1 Back y 3 Back) y se adquirieron muestras de saliva cada 6 horas. Sin embargo, sus periodos
nocturnos de suefio fueron respetados, con el objetivo de mantener su suefio regular.

Al despertar de la segunda noche de suefio, aproximadamente a las 8 a.m., se realizo
una ultima evaluacién de memoria de trabajo y se tomd la Gltima muestra de saliva (ver figura
6).

Grupo Experimental: Se realiz6 un estudio de privacion de suefio total de 36 horas de

forma natural, sin utilizar estimulantes. Cada 6 horas a los voluntarios se les tomé una muestra
de saliva y se les aplicd la tarea N-Back con dos niveles de complejidad: 1-Back y 3-Back, que
tiene una duracion aproximada de 5 minutos cada una. En cada ocasion en que se evaluaron
las tareas N-Back, se emplearon estimulos diferentes. EI orden de aplicacion de estas tareas se
contrabalance6 entre sujetos.

En el intervalo entre una y otra medicion, los sujetos pudieron realizar diversas
actividades para mantenerse despiertos, como ejercicio leve, ver television, jugar videojuegos,

etc., todo esto con el fin de evitar que se quedaran dormidos, ya que mantenerse en el
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laboratorio representa un estresor. Para alimentarse, se les proporcionaba comida de la

cafeteria de la Universidad y en ocasiones se les permitia salir a comer lo que prefirieran.

Después de las 36 horas de vigilia prolongada, a los voluntarios se les permitié dormir

libremente por un periodo aproximado de 10 horas, que fue el tiempo que en promedio

durmieron, despertando de manera espontanea.

Al despertar, aproximadamente a las 8 de la mafiana, se les aplicé a los voluntarios una

ultima evaluacion de la tarea N-Back y se les tomo la Gltima muestra de saliva (Ver figura 6).

1° Eval. de
memoria 'y
cortisol
8:00
2° Eval. de
memoriay
cortisol
14:00
1° Eval. de
memoria 'y
cortisol
8:00
2° Eval. de
memoria 'y
cortisol
14:00

Figura 6. Descripcion del disefio experimental utilizado.
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F. Analisis de datos:

La base de datos fue realizada y ejecutada en el programa estadistico SPSS version 12.
La variable analizada fue el indice de ajuste de ejecucion, que se realiza para saber si los
participantes discriminan eficientemente entre los estimulos target de los no target. (AHR por
sus siglas en inglés) Este indice se calcula restando la tasa de error (ER) a la tasa de aciertos
(HR). La HR se calcula dividiendo el nimero de respuestas correctas de los estimulos target
entre el nimero total de estimulos target, mientras que la ER se calcula dividiendo el nimero
de errores de los estimulos non target entre el total de los estimulos non target. EI AHR nos da
entonces un valor que va de -1 a 1. Un AHR = 0 indica que las respuestas fueron dadas al azar,
un AHR = 1 indica que no hubo errores, y un AHR = -1 indica que todas las respuestas fueron
incorrectas y el voluntario quiza no entendié la prueba (Abi-Dargham y cols., 2002, Ruiz-
Conteras y cols., 2012).

Se realizd una prueba de medidas repetidas para calcular las diferencias entre grupos
(experimental contra control) entre sesiones (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8) y entre complejidad de la
tarea (1-Back contra 3 Back). Las variables evaluadas fueron las medias de AHR, para medir
la ejecucion en cuanto a la proporcién de aciertos; la media el tiempo de reaccion en
milisegundos y las medias de las concentraciones de cortisol en ng/ml.

Ademas de considerar las variables intra e inter grupos se realizé un analisis con el coeficiente
intelectual como covariable y con los valores de cortisol para cada sesion. En ningln caso se
encontraron diferencias significativas.

Los resultados se consideraron significativos con una P<0.05.
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6. Resultados

Se obtuvieron los siguientes resultados en las mediciones de

tablal, 2,3y 4):

Tabla 1. Estadisticos descriptivos por grupo.

cada variable (ver

Grupo control Grupo experimental | P

Media + EEM Media £+ EEM
Edad 27.2+1.1 27.4 %15 P=.1
Coeficiente intelectual | 103.78+4.4 101.11+3.0 P=4
Cronotipo 17.0£1.0 16.7+.9 P=.8
Lateralidad 16.1+1.7 16.3+1.7 P=.8
Depresion 2.4+.8 5+1.9 P=.1
Ansiedad 5.4+2.0 3.7£1.8 P=.5
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Tabla 2. Eficiencia en la ejecucion de la tarea N-Back por grupo y por sesion.

Eficiencia N-Back Grupo control Grupo experimental
AHR + EEM AHR + EEM
Sesion 1 1-Back 744 (.06) 727 (.09)
3-Back 242 (.04) 198 (.05)
Sesion 2 1-Back 842 (.03) 820 (.03)
3-Back 390 (.05) 303 (.07)
Sesion 3 1-Back 840 (.03) 860 (.03)
3-Back 331 (.07) 377 (.07)
Sesion 4 1-Back .855 (.04)
3-Back .330 (.03)
Sesion 5 1-Back .894 (.02) 722 (.08)*
3-Back 305 (.07) 282 (.06)
Sesion 6 1-Back .907 (.05) .801 (.06)
3-Back 465 (.06) 350 (.07)
Sesion 7 1-Back .864 (.04) .844 (.05)
3-Back .356 (.06) 305 (.06)
Sesion 8 1-Back .936 (.02) .857 (.05)
3-Back 324 (.05) 314 (.05)

Tabla 3. Tiempo de reaccion en la tarea N-Back por grupo y por sesion.

Tiempo de N-Back Grupo control Grupo experimental
Reaccion TR + EEM TR + EEM
Sesion 1 1-Back 547.6 (.05) 591.6 (54)

3-Back 636.5 (65) 647.1 (78)
Sesion 2 1-Back 470.4 (32) 561.7 (45)
3-Back 552.9 (46) 568.4 (63)
Sesion 3 1-Back 462.1 (18) 529.7 (55)
3-Back 453.6 (31) 526.4 (53)
Sesion 4 1-Back 500.8 (29)
3-Back 488.9 (47)
Sesion 5 1-Back 434.6 (20) 500.3 (50)
3-Back 446.7 (32) 497.9 (57)
Sesion 6 1-Back 415.9 (13) 514.7 (45)*
3-Back 423.5 (30) 505.1 (65)
Sesion 7 1-Back 434.3 (19) 454.8 (28)
3-Back 412.1 (21) 492.3 (56)*
Sesioén 8 1-Back 439.6 (17) 486.6 (35)
3-Back 478.7 (36) 455.6 (48)




Tabla 4. Niveles de cortisol por grupo y por sesion.

Niveles de Grupo control Grupo experimental
Cortisol ng/ml £ EEM ng/ml £+ EEM
Sesion 1 5.8 (.7) 4.3 (.6)
Sesién 2 3.6 (.6) 2.9 (.3)

Sesion 3 2.1(.4) 2.6 (.5)
Sesion 4 3.3(.7)
Sesion 5 5.1(.9) 5.4 (1)
Sesion 6 3.7(.8) 3.9 (.8)
Sesién 7 2.7 (.4) 2.3(.4)
Sesion 8 7.9 (1) 7.2 (15)

En la comparaciéon del AHR entre el grupo con privacion de suefio y el grupo de suefio
normal por cada sesion se observo una disminucién en las respuestas correctas en la tarea 1-
Back despues de 24 horas de privacion (Sesion 5) (F (1, 16)= 5.85, p = 0.03) (ver Figura 7). En
la tarea 3-Back no se registran diferencias entre los grupos.

Por otro lado, se observaron diferencias intragrupos en la sesion 5 (24 horas de
privacion), con respecto a la sesion 3. Se observa una disminucién significativa en el namero

de aciertos.
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Figura 7. En esta figura se observan las diferencias entre grupos en la tasa de ajuste de
ejecucion (AHR) £ EEM. En color blanco se muestra el grupo control (SN) y en color gris
grupo con privacion de suefio (PS), Las mediciones se refieren a cada una de las sesiones
evaluadas. En la grafica A se presentan los datos de la tarea 1 Back y se observa una
diferencia significativa en el grupo experimental con respecto al grupo control en la sesion 5
*p=0.03. En la grafica B se observa la tarea 3Back, donde no se presentan diferencias. Por otro
lado, en la figura A se observan las diferencias intragrupos en el grupo experimental, ya que se
observa una disminucion en el nimero de aciertos en la sesion 5 tras 24 horas de privacion de

suefio con respecto a la sesién 3 "p=0.01.
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Los resultados en el tiempo de reaccion indican un tiempo de respuesta menor en el
grupo experimental en todas las sesiones: esta diferencia fue significativa Unicamente a las 30
horas de privacion (sesion 6) en la tarea 1-Back (F (116= 7.40, p = 0.01) y después de 36

horas de privacion (Sesion 7) en la tarea 3 Back (F (1,165= 7.5, p = 0.01) (ver Figura 8).
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Figura 8. Tiempo de reaccion por nivel de complejidad en cada grupo. El tiempo es evaluado
en milisegundos, Media + SEM. En color blanco el grupo control y en gris el experimental. En
la figura A se observa una diferencia significativa p<0.01en la sesidn 6, donde se observa que
el grupo experimental contesta méas lento que el grupo control. En la figura B se observa una
diferencia significativa p<0.01 en la sesion 7, igualmente, los voluntarios del grupo
experimental tardaron mas tiempo en responder que los del grupo control.
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Con respecto a las concentraciones de cortisol, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos a lo largo de las 8 sesiones Es importante mencionar que ambos
grupos mantienen las variaciones circadicas, es decir, los niveles mas altos se presentan al

despertar, sesiones 1, 5y 8 (ver figura 9).

Concentraciones de cortisol
10 -

Mailin

08:00 14:00 20:00 02:00 08:00 14:00 20:00 08:00 Grupo control []

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Grupo exp.
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ng/ml

Figura 9. Niveles de cortisol en ambos grupos en las diferentes sesiones, en color negro el
grupo control y en gris el experimental. Media £+ EEM. No se observan diferencias
significativas entre los grupos.

Los resultados de covarianza con el factor coeficiente intelectual como covariable no
cambiaron con respecto a los previamente aqui descritos.
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7. Discusion

De acuerdo con reportes previos (Kuriyama y cols., 2008, Owen vy cols., 2005,
Libedinsky y cols., 2011), la PS o vigilia prolongada genera un deterioro progresivo en el
desempefio de tareas de memoria de trabajo y atencion, deterioro que va aumentando en la
medida en que se prolonga la privacion. Sin embargo, en el presente estudio se observé una
disminucion significativa en el nimero de respuestas correctas a las 24 horas de privacion y
ésta no se volvio a presentar al aumentar las horas sin dormir a 30 y 36. Aunqgue el grupo
control siempre tuvo un nimero mayor de respuestas correctas que el experimental. Por otro
lado, los tiempos de reaccidn solo se modificaron en dos momentos, y el tiempo de respuesta
siempre fue mayor en el experimental en comparacion con el grupo control. Estos resultados
indican la importancia de dormir una noche completa para resolver eficazmente las tareas
cognitivas que requieren los procesos de memoria de trabajo (Reuter-Lorenz, 2000, Kuriyama
y cols., 2008).

Para determinar si existia estrés evaluamos los niveles de cortisol y no se observaron
diferencias significativas entre grupos ni intragrupos. Es importante sefialar que ambos grupos
presentaron una oscilacién normal manteniendo los niveles mas altos por la mafiana (Leproult
y cols., 1997, Dedovic y cols., 2009), esto se puede deber a que la PS de 36 horas en
circunstancias artificiales no genera el nivel de estrés necesario para observar cambios en
niveles de cortisol. Por tanto, en este estudio no se observaron niveles de estrés que afectaran
los resultados, como un factor que determinara las diferencias en los procesos cognitivos. Es

importante sefialar la participacion de las hormonas esteroides secretadas por la corteza
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adrenal, se ha reportado que ante la elevacion de éstas se presenta un deterioro en la memoria
(de Kloet y cols., 1999, Schoofs y cols., 2008). Algunos estudios sefialan que los errores
cometidos en las pruebas podrian estar asociados al momento del dia en que se aplica la tarea.
Una investigacion sefiala que durante las primeras horas del dia disminuye la eficiencia debido
a que en este momento la concentracion de glucocorticoides es mayor de por si y con la
privacion, esta aumenta (Maheu y cols., 2005), lo que afecta directamente el resultado. Asi
que los resultados no se explican por cambios en los niveles de cortisol, sino por la falta de
suefio. Aunque, por otro lado, es importante considerar el contexto para considerar el efecto de
los glucocorticoides, pues se sabe que dependiendo del tipo de tarea que se realiza podemos
ver 0 no los cambios en la respuesta al estrés, dependiendo de los receptores que se activen (de
Kloet y cols., 1999). En estudios con animales se ha observado que son los dos tipos diferentes
de receptores a glucocorticoides y mineralocorticoides los que modulan la respuesta al ejecutar
las tareas, seleccionando la respuesta mas oportuna de adaptacion para el organismo (de Kloet
y cols., 1999).

Otro aspecto a valorar es que la privacion se considera un estresor agudo y existen
distintos estudios en animales que sefialan el efecto del estrés crénico mediado por la relacion
de la corteza prefrontal con el hipocampo, siendo el efecto en la corteza la clave del deterioro
en tareas de memoria (Cerqueira y cols., 2007).

Aunque lo esperado seria que en ambas tareas encontraramos diferencias, pues al
incrementar la complejidad los voluntarios requieren mas atencion y una mejor ejecucion en la

memoria de trabajo, vemos que la tarea en su nivel de complejidad mayor no presenta
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diferencias (Maheu y cols., 2005). Quiza esto no se observd en nuestro experimento porque la
funcién frontal pudo haberse mantenido intacta y no influenciada por la PS, ni por estrés que
dificulte la ejecucion en una tarea 3 Back méas compleja. La influencia de la PS en 1 Back se
podria deber a que los niveles de atencion basal necesarios para la tarea si se afectan por la
privacion (Lim y Dinges, 2008). Entonces, la PS parece no afectar en si la memoria de trabajo
sino que, posiblemente afecta la atencion en vigilia basal que requiere el sistema de
orientacion frontal dorsal-.parietal del sistema de orientacion, pero no la orbital frontal-cinglar
del sistema ejecutivo (Petersen y Posner, 2012). Tal vez ante una tarea mas complicada los
voluntarios requieren invertir mas atenciéon y eso haga que compensen la falta de suefio, o
bien, que utilicen una estrategia distinta para realizar cada tarea (Chee y Choo, 2004). De
hecho hay cambios en otras estructuras asociadas a estos procesos cognitivos. Se sabe que al
realizar tareas de memoria de trabajo hay una activacion de la corteza prefrontal y parietal,
ademas de conexiones a otras areas como el hipocampo, la amigdala y el hipotdlamo (Yoo y
cols., 2007). También se ha observado que tras la PS hay cambios en el grado de activacion en
la corteza prefrontal, principalmente en la region ventromedial (Libedinsky y cols., 2011). Por
otro lado, hay estudios en los cuales se ha ligado el efecto de la PS con la complejidad de la
tarea. En un estudio de 35 horas de privacion total de suefio, se observé por resonancia
magnética funcional un incremento proporcional a la complejidad de la tareas en regiones
como la corteza parietal y la corteza temporal bilateral, asi como la corteza prefrontal

izquierda inferior y dorsolateral (Drummond y cols, 2004).
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Nuestros resultados ofrecen orientaciones futuras para el estudio de la influencia de la
privacion del suefio sobre la memoria de trabajo. En lo que respecta a la tarea N-back, los
resultados sugieren que una tarea mas sensible debe ser desarrollada para diferenciar y evaluar
la atencion y la memoria, a fin de evaluar correctamente los efectos de la prolongada vigilia, o
la PS.

Por otro lado la PS aguda en condiciones artificiales no genera suficiente estrés para alterar la
ejecucion de la memoria de trabajo. La creacion de un modelo experimental crénico puede ser
necesaria para estudiar estos efectos.

Y por ultimo la PS aguda puede afectar el nivel basal de atencidn en los estados vigilia para
realizar una tarea de memoria de trabajo sencillo, pero no los sistemas requeridos en una tarea
méas compleja. De ahi que también se requiera la evaluacion de la atencion de manera
independiente.

Otro aspecto a considerar sera utilizar otra poblacion de voluntarios, quizd en una edad
avanzada y evaluar ahi el impacto de la privacion de suefio9, o evaluar un modelo de

restriccion crénica o de privacion aguda de suefio.
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8. Conclusion:

La privacion aguda de suefio en condiciones artificiales no genera el estrés suficiente
para alterar la ejecucion en la memoria de trabajo.

El efecto de la privacion de suefio depende de la complejidad de la tarea realizada y
del momento del dia en que se ejecute, por lo que a mayor complejidad se podrian estar
activando mecanismos distintos de ejecucion que implicarian una compensacion. Por otro

lado, es importante considerar un factor circadico asociado a la ejecucion de tareas.
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ABSTRACT

Nerve injury commonly contributes to irreversible functional impairment, reconstruction of the function of muscle is
big challenge. In denervated skeletal muscle, therapid expression of MyoD mRNA and protein also occurs during early
postdenervation, which suggested that the function of denervation-induced MyoD may be to prevent denervation-in-
duced skeletal muscle atrophy. However, the detail mechanism is not clear. Therefore, in this study, we established a
stable-transfected MyoD L6 cell line. After the operation for cutting the rats’ tibial nerve, the MyoD-L6 cells were in-
jected in the gastrocnemius, the function of the gastronemius was monitored. It was found that injected the MyoD-L6
cells could attenuate the muscle atrophy and dysfunction. Therefore, overexpression of MyoD could serve as a new

therapy strategy to cure denervation-induced dysfunction of skeletal muscle.

Keywords: MyoD; Denervation; Rat Skeletal Muscle; Atrophy; Dysfunction

1. Introduction

Nerve injury contributes to irreversible functional im-
pairment, for example, destroying the nerve controlling
skeletal muscle will result in skeletal muscle atrophy and
dysfunction, which will seriously affect patients’ lives
[1,2]. To find a feasible solution, the research work in the
world main focus on three fields: firstly, shortening the
distance the nerve growth; Secondly, promoting nerve
growth; On the other hand, attenuating the denervated
skeletal muscle atrophy [1,3-6]. In clinical work, we
commonly observed that nerve injury lead to the dys-
function of skeletal muscle because the muscle has al-
ready became to fibering before the nerve regeneration
[7]. Therefore, if an effective solution to attenuate skele-
tal muscle atrophy until the injury nerve regeneration, it
will abolish the dysfunction of skeletal muscle resulted
by denervation.

MyoD is a member of the basic-helix-loop-helix fam-
ily of proteins and acts as a transcriptional factor in sev-
eral skeletal muscle-specific genes [8-10]. In normal
embryonic development MyoD is upregulated at the time
when the hypaxial musculature begins to form, but its
role in the denervated skeletal muscle remains to be
elucidated. It was reported that MyoD” myogenic cells
are committed to myoblast and proliferation. It was ob-

"Corresponding author.
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served that MyoD in vivo is expressed in adult skeletal
muscle in response to diverse stimuli, such as overload,
injury, andexercise. Especially in the early stage of nerve
injury, the increasing expression of MyoD was observed,
which suggested that MyoD plays a role in the plasticity
of skeletal muscles. In denervated skeletal muscle, therapid
expression of MyoD mRNA and protein also occurs dur-
ing early postdenervation. Several studies suggested that
the function of denervation-induced MyoD may be to
prevent denervation-induced muscle atrophy [7,11-14].
However, rare information that MyoD prevents skeletal
muscle atrophy could be obtained, and the molecular
mechanism is not clear.

Therefore, our goal in this study is to investigate the
effect of overexpression of MyoD skeletal muscle on
attenuating denervation-induced muscle atrophy, and wish
this will provide a new therapy to cure denervation-in-
duced dysfunction of skeletal muscle.

2. Materials and Methods
2.1. Rat Muscle Cell Line and Cell Culture

Rat skeletal muscle L6 cells were obtained from ATCC
and cultured in MEM supplemented with 10% FBS, 10
mM HEPES buffer, 2 mM L-Glutamine, 50 U/ml peni-
cillin and 50 mg/ml streptomycin at 37°C in a humidi-
fied atmosphere with 5% CO,. Upon reaching confluence,
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differentiation was induced by media containing 2% (v/v)
fetal bovine serum for 7 days.

2.2. Total RNA Extraction and Real-Time
Quantitative RT-PCR Analysis

Total RNA from cells or rat skeletal muscle was prepared
using TRIZOL, according to the manufacture’s instruct-
tions. Total RNA 1 pg was reverse transcribed into
cDNA in a 20 pl reaction. Briefly, the RNA solution was
incubated at 70°C for 5 min and then chilled on ice, fol-
lowing all samples were incubated at 37°C for 1 h in 20
ul of 10 mM TRIS (pH 8.4), 50 mM KCl, 2 mM MgCl, 1
mM DTT, 5 units of ribonuclease inhibitor, 0.5 mM
dNTP, 100 pmol of oligo-d(T) 18 and 200 units of M-
MLV reverse transcriptase (Promega Company, USA).
The reaction was terminated by heating for 5 min at 95°C.
Reverse transcribed products were used for quantitative
real-time PCR amplification.

The primers used for SYBR Green real-time RT-PCR
are as follows: MyoD, sense,
5’-GACGAAGTCTGGTTGTTGTTGC-3;antisense,
5’-GCTAGGGACTGTGAGGAAAGGA-3’; f-actin, sense,
5’-GAAATCGTGCGTGACATTA-3’; antisense,
5’-TAGGAGCCAGGGCAGTAA-3’. These primers were
purchased from Sangon company (Sangon, Shanghai,
China). The reactions were set up with 10 pul SYBR
Green PCR Master Mix (Takara, Shuzo, Kyoto, Japan),
1.0 pl 10 pmol primer mixture, and 2 ul cDNA template.
Real time PCR conditions were as follows: 95°C for 15
seconds followed by 30 cycles of 54°C (MyoD) or 57°C
[-actin) for 30 seconds and 72°C for 30 seconds. Water
was used as a negative control. Relative gene expression
was determined by the fluorescence intensity ratio of the
target genes to f-actin.

2.3. Western Blot Analyses

All the muscle samples collected were lysed in lysis
buffer (0.5% Nonidet P(NP)-40, 10 mM Tris, pH 7.4,
150 mM NaCl, 1 mM ethylene diamine tetra-acetic acid
[EDTA], 1 mM Na3VO, containing protease inhibitors (1
mM phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF]). Proteins
were loaded on a 10% or 12% SDS-PAGE, followed
they were transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF)
membranes and blocked in 5% non-fat milk in 10 mM
Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.1% (w/v) Tween-20 for 2
hrs. Anti-human MyoD and pf-actin rabbit polyclonal
antibody were diluted at 1:1000 and incubated at 4°C
overnight, followed by lhr incubation with the appropri-
ate secondary antibody. The blots were further developed
using the chemiluminiscence reagent.

2.4. Plasmid Construction and Transfection

The MyoD gene was amplified and the PCR product was

Copyright © 2012 SciRes.

collected and purified, then was inserted into the EcoRI-
BamHI site of pLVX to generate the pMyoD-LVX plas-
mid. The primers were designed as follows: sense, 5’-
CCGGAATTCATGGAGCTACTATCGCCGCCAC-3’,
which including EcoR I restriction enzyme cutting site;
antisense,
5’-CGCGGATCCTCAGAGCACCTGGTAAATCGGA
TTG-3’, which including BamHI restriction enzyme cut-
ting site. The integrity of the cDNA was confirmed by
sequencing. 8 ug pMyoD- LVX and 8 pg empty vector
were transfected into L6 cells using Lipofectamine 2000
(Invitrogen) according to the instructions provided by the
manufacturer.

2.5. Production of Lentiviral Particles

In order to prepare lentiviral particles expressing the
MyoD gene, HEK-293T cells were transfected with
pMyoD-LVX plus lentiviral packaging vectors. Briefly,
the cells were seeded in a 6-well plate at a concentration
of 1.0 x 10° cells per well. After 24 h, the culture me-
dium was aspirated and replaced with Opti-MEM. Sub-
sequently, 2 ug pMyoD- LVX and the Mission Lentiviral
Packaging Mix (Sigma) were transfected into cells by
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manu-
facturer’s instructions. On the following day, the culture
was replaced with complete medium (DMEM with 10%
FBS). After another 48 h, the culture supernatants con-
taining the lentiviral particles were harvested for use.

2.6. Establishment of MyoD-Overexpressing L6
Cell Lines

The L6 cells were transduced with the Lenti-MyoD len-
tiviral particles. On the third day after transduction,
puromycin (Sigma-Aldrich) was added into the culture
medium to a final concentration of 2 pug/ml. During the
selection period, the drug was kept at the same concen-
tration at each replacement of culture medium. Approxi-
mately 2 weeks was required for the live cells to be
eliminated in the mock transduction group. After that, the
selected cultures were expanded and cryopreserved. The
MyoD mRNA was determined by real time PCR.

2.7. Animal Treatment

30 rats about 200 g/each were used to determine the ef-
fect of overexpression of MyoD on denervated rat skele-
tal muscle atrophy and dysfunction. To construct dener-
vation model, 30 rats were cut tibial nerve after anesthe-
sia. Four weeks latter, these rats were devided into 5
groups and four groups were injected in extensor digito-
rum longus at several differential places with the cells
transfected with Lentivurus-MyoD-L6, Lentivurus-MyoD,
Lentivurus-L6, and Lentivurus, respectively. Four weeks
latter, the denervation group, Lentivurus-MyoD-L6 and
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Lentivurus-MyoD groups were performed dialyneury, the
wet weight of gastrocnemius and contraction forces were
determined.

2.8. Statistical Analyses

The results of real time PCR, wet weight of gastrocne-
mius and contraction forces were analyzed with Student’s
test. A two-sided test with P values of less than 0.05 was
considered statistically significant.

3. Results

3.1. MyoD Overexpressed in Stable-Transfected
MyoD L6 Cells

To investigate the role MyoD on the function repair of
skeletal muscle, the stable-transfected MyoD L6 cells
were established by Lentivirus transduction. The real
time PCR was performed to determine the relative ex-
pression of MyoD mRNA after transfection. As showed
in Figure 1, the L6 cells stable-transfected MyoD showed
significant increase MyoD mRNA, compared with the
control cells.

3.2. Transfection of MyoD Induced MyoD
Expression in Denervated Rats

The rats were performed the operation to cut the tibial
nerve after anesthesia, 4 weeks later, stable-transfect
MyoD L6 cells (MyoD-L6), Lenti-MyoD lentiviral parti-
cles (MyoD), L6 cells (L6) and leti-empty vector parti-
cles (vector) were injected in the denervated skeletal
muscles, respectively. The MyoD mRNA and protein
were examined after another 4 weeks or 6 weeks, it was
observed that mRNA potently increased in MyoD-L6
group (Figures 2(a) and (b)), however, similar expres-
sion pattern in protein level was not observed after inject-
tion for 4 weeks (Figure 3(a)). Consistent increase MyoD
protein in MyoD-L6 group was observed after injection
for 6 weeks (Figure 3(b)).
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Figure 1. MyoD mRNA increase in stable-transfect MyoD
L6 cells. Real time PCR was performed to examine MyoD
MRNA expression in L6 cells, stable-transfect empty vector
L6 cells and stable-transfect MyoD L6 cells, each experi-
ment repeat three times. Beta action serves as a loading
control.
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Figure 2. The MyoD mRNA expression in denervated rats
gastrocnemius muscle. The denervated rats were injected
with stable-transfect MyoD L6 cells (MyoD-L6), Lenti-
MyoD lentiviral particles (MyoD), L6 cells (L6) and leti-
empty vector particles (vector), respectively. MyoD mRNA
were determined in 4 weeks or 6 weeks after injection by
real time PCR, each experiment was repeat three times.

Vector

Relative expression of MyoD mRNA

4 weeks
& o .
2 )
& & s &
MyoD 45kD
B -actin F

6 weeks
&
&)
SRS

.
AR R

p-actn (DD GG - -0

(b

Figure 3. The MyoD protein expression in denervated rats
gastrocnemius muscle. The denervated rats were injected
with stable-transfect MyoD L6 cells (MyoD-L6), Lenti-
MyoD lentiviral particles (MyoD), L6 cells (L6) and leti-
empty vector particles (vector), respectively. MyoD mRNA
were determined in 4 weeks or 6 weeks after injection by
Western blot, each experiment was repeat three times.

NM



390 Overexpression of MyoD Attenuates Denervated Rat Skeletal Muscle Atrophy and Dysfunction

3.3. Overexpression MyoD Attenuated
Denervated Skeletal Muscle Atrophy

From the Figure 4, we can see that the wet weight of
denervated skeletal muscle in MyoD-L6 group was more
weight than other goups after performing denervation
operation for 4 weeks or 6 weeks. The rats were injected
with stable-transfect MyoD L6 cells (MyoD-L6), Lenti-
MyoD lentiviral particles (MyoD), L6 cells (L6) and leti-
empty vector particles (vector) after denervation, respect-
tively, after 4 weeks of injection, the weight of skeletal
muscles were examined in different time. It was found
that the wet weight of denervated skeletal muscle in
MyoD-L6 group was more weight than other groups
(Figure 4), which indicated that overexpressed MyoD
retard denervated skeletal muscle atrophy. Meanwhile,
after 4 weeks of nerve repair, we found that overexpres-
sion of MyoD significantly regarded the atrophy after
nerve repair for 12 weeks (Figure 7).

3.4. Overexpression MyoD Attenuated
Denervated Skeletal Muscle Dysfunction
After Reconstruction of Nerve

To investigate the role of MyoD on function repair after
reconstruction of nerve, the contraction forces were de-
termined. As we observed that in Figures 5, 6, 8, 9, the
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Figure 4. The single myotility of denervated rats gastrocne-
mius muscle. The denervated rats were injected with sta-
ble-transfect MyoD L6 cells (MyoD-L6), Lenti-MyoD lenti-
viral particles (MyoD), L6 cells (L6) and leti-empty vector
particles (vector), respectively. The single motility was de-
termined in 4 weeks or 6 weeks after injection, the relative
single motility was shown as the single motility of the gas-
trocnemius muscle underwent denervation compared with
that of gastrocnemius muscle not underwent denervation.
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Figure 5. The max stiffness contraction force of denervated
rats gastrocnemius muscle. The denervated rats were in-
jected with stable-transfect MyoD L6 cells (MyoD-L6),
Lenti-MyoD lentiviral particles (MyoD), L6 cells (L6) and
leti-empty vector particles (vector), respectively. The max
stiffness contraction force was determined in 4 weeks or 6
weeks after injection, the relative max stiffness contraction
force was shown as the max stiffness contraction force of
the gastrocnemius muscle underwent denervation com-
pared with that of gastrocnemius muscle not underwent
denervation.

single contraction forces and siffness contraction force in
MyoD-L6 group were stronger than other groups after
reconstruction of nerve, which suggested that overexpres-
sion MyoD attenuate denervated skeletal muscle dys-
function after reconstruction of nerve.

4. Discussion

Effective nerve repair could recover denervated skeletal
muscle function in some extent, commonly, skeletal mus-
cle have already been fibrosis and lose its function before
the nerve repair. Thus, retarding denervated skeletal
muscle atrophy until the nerve repair is a feasible solu-
tion to cure the muscle hurt results from denervation.
However, attenuating muscle atrophy is a challenge and
detail mechanism remains to be clarified.

It was reported that skeletal muscle satellite cells are
tissue-specific stem cells that are responsible for skeletal
muscle growth and proliferation. In response to some
injury, satellite cells re-enter the cell cycle, activate ex-
pression of muscle regulatory factors, such as MyoD and
Myf-5, and execute the myogenic program, finally, re-
storing muscle structure and function [15-18]. Several

NM



Overexpression of MyoD Attenuates Denervated Rat Skeletal Muscle Atrophy and Dysfunction 391

4 weeks
124  *P=0.024
—
1.1 '|‘ T
e
2 1.0 -|-
=
%0.9- J_
Ny ==l =
0.7 T T T T L}
& S Q S N
c@\o & Vo
&2 Y
o
(@)
6 weeks
1.2+ *P<0.001
1.1
" I T
1.0
S
gO.S-
Ly |-—.I=_-| - =
0.7
0.6 T T T T T
e o L ) &
& @Y
o W
Q
(b)

Figure 6. The wet weight of denervated rats gastrocnemius
muscle. The denervated rats were injected with stable-
transfect MyoD L6 cells (MyoD-L6), Lenti-MyoD lentiviral
particles (MyoD), L6 cells (L6) and leti-empty vector parti-
cles (vector), respectively. The wet weight was determined
in 4 weeks or 6 weeks after injection, the relative wet weight
was shown as the wet weight of the gastrocnemius muscle
underwent denervation compared with that of gastrocne-
mius muscle not underwent denervation.
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Figure 7. Overexpression of MyoD regards denervated rats
gastrocnemius muscle’s atrophy after nerve repair. The
denervated rats were injected with stable-transfect MyoD
L6 cells (MyoD-L6), Lenti-MyoD lentiviral particles (MyoD),
respectively. After transfection 4 weeks latter, the nerve was
repaired, the wet weight of gastrocnemius muscle was ex-
amined in 8 weeks, 12 weeks and 16 weeks after nerve re-
pairing, respectively.
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Figure 8. Overexpression of MyoD regards denervated rats
gastrocnemius muscle’s loseness of single myotility after
nerve repair. The denervated rats were injected with sta-
ble-transfect MyoD L6 cells (MyoD-L6), Lenti-MyoD lenti-
viral particles (MyoD), respectively. After transfection 4
weeks latter, the nerve was repaired, the single myotility of
gastrocnemius muscle was examined in 8 weeks, 12 weeks
and 16 weeks after nerve repairing, respectively.
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Figure 9. Overexpression of MyoD regards denervated rats
gastrocnemius muscle’s loseness of max stiffness contrac-
tion force after nerve repair. The denervated rats were in-
jected with stable-transfect MyoD L6 cells (MyoD-L6),
Lenti-MyoD lentiviral particles (MyoD), respectively. After
transfection 4 weeks latter, the nerve was repaired, the max
stiffness contraction force of gastrocnemius muscle was
examined in 8 weeks, 12 weeks and 16 weeks after nerve
repairing, respectively.

study indicated that skeletal muscle satellite cell in-
creased and MyoD overexpressed at the early stage of
nerve hurt [15,18-20], these evidence suggested that sat-
ellite cells could transform to adult skeletal muscle to
protect the muscle from dysfunction.

In current study, we established a stable-transfect MyoD
L6 cells, and investigated the role of MyoD on retarding
skeletal muscle atrophy. Compared with the rats with
denervation, the groups combinational denervation with
MyoD L6 cells transfection, or the group combinational
denervation with MyoD transfection, the expressions of
MyoD mRNA and protein significantly increased after
injecting these cells for 4 or 6 weeks. Most importantly,
the wet weight of denervated skeletal muscle in these
groups overexpressed MyoD was potently more weight
than the single denevation group, which indicated that
overexpressed MyoD retards denervated skeletal muscle
atrophy. On the other hand, we investigated the contrac-
tion forces of these rats after nerve repair, that is to say
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determine the denervated skeletal muscle function after
reconstruct the never system. We found that the rats
overexpressed MyoD have more strong contraction forces.
Regeneration of adult skeletal muscle is an asynchronous
process requiring the activation, proliferation and fusion
of satellite cells, to form new muscle fibres. Previous
study indicated that activated satellite cells, which ex-
press either Myf5 or MyoD, do not accumulate selec-
tively on fast or slow muscle fibres. But the activated
satellite cells with overexpressed MyoD may increase the
cell number of adult skeletal muscle though it did not
affect the muscle fibres form. It was also reported that
Primary MyoD” myogenic cells exhibited a stellate
morphology distinct from the compact morphology of
wild-type myoblasts, and expressed c-met, a receptor
tyrosine kinase expressed in satellite cells. However,
MyoD™ myogenic cells did not express desmin, an in-
termediate filament protein typically expressed in cul-
tured myoblasts in vitro and myogenic precursor cells in
vivo, which indicated that deficit of MyoD could form
adult muscle. Base on our study and other research, we
could safely to say that overexpressed MyoD facilitate
denavated skeletal muscle function repair.

In summary, it was found that increase MyoD mole-
cule could retard denervated rat skeletal muscle atrophy
and dysfunction, which may provide a new therapy
strategy for the patients who suffers skeletal muscle dys-
function resulted from denervation.
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