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INTRODUZIONE

Il sonno ¢ definito come uno stato naturale e reversibile che comporta una marcata
riduzione della responsivita agli stimoli ambientali, compresi quelli potenzialmente minacciosi,
accompagnata da una temporanea sospensione della coscienza. Secondo una prospettiva
evolutiva, il decremento di reattivita e coscienza rappresenta una significativa minaccia alla
sopravvivenza dell’individuo (Rasch & Born, 2013). Infatti, ’apparente vulnerabilita a cui
siamo esposti mentre dormiamo rende difficile la comprensione della presenza diffusa del
sonno nella maggior parte delle specie animali. Tuttavia, il sonno puo essere considerato uno
stato di quiescenza comune tanto al regno animale quanto a quello vegetale, a testimonianza
del suo ruolo adattivo (Siegel, 2009).

Ma perché il cervello ha bisogno di disconnettersi quasi completamente dall’ambiente
circostante mentre stiamo dormendo? Sebbene spesso sia stato ipotizzato che il sonno svolga
unicamente una funzione di risparmio e recupero energetico, numerosi studi ritengono che
assolva a diverse funzioni vitali, come la regolazione del metabolismo e della temperatura
corporea, il supporto al sistema immunitario, la promozione della plasticita sinaptica e il
consolidamento della memoria (Rasch & Born, 2013). In merito a quest’ultima presunta
funzione, il sonno costituisce un’importante finestra temporale durante la quale il cervello ha
la possibilita di riorganizzare e rafforzare le informazioni e i ricordi precedentemente acquisiti,
beneficiando dell’assenza del continuo flusso di stimoli esterni. Questi ultimi, al contrario,
durante la veglia, potrebbero inficiare il corretto svolgimento dei delicati processi di
consolidamento mnestico (Girardeau & Lopes-dos-Santos, 2021).

I1 presente elaborato ha 1’obiettivo di illustrare il ruolo che il sonno svolge nei processi
mnestici, mettendone in luce i principali aspetti teorici e le numerose evidenze emerse dalle
ricerche condotte negli ultimi decenni.

Nel primo capitolo verranno illustrati gli aspetti generali del sonno, come la sua
architettura, gli stadi di cui ¢ composto e le caratteristiche elettrofisiologiche. Inoltre, verra
descritto uno specifico metodo di misurazione del sonno, la polisonnografia. Infine, verranno
approfonditi vari aspetti del sonno NREM (Non-Rapid Eye Movement) e gli eventi
elettrofisiologici ad esso associati.

Il secondo capitolo vertera su alcuni aspetti importanti riguardanti la memoria e la sua
relazione con il sonno. Verranno anche descritte le tecniche di stimolazione non invasiva del

sonno e nello specifico il paradigma TMR-CLAS (Targeted Memory Reactivation; Closed-



Loop Auditory Stimulation), il quale ha un ruolo cruciale nella comprensione degli argomenti
introdotti nel terzo capitolo.

1l terzo capitolo, infatti, esporra i metodi e gli strumenti della ricerca effettuata tramite
’utilizzo del paradigma TMR-CLAS per indagare gli effetti della stimolazione acustica durante
il sonno sulla memoria. Verranno, infine, illustrati i risultati della ricerca tramite la discussione

e le relative conclusioni.



CAPITOLO 1: IL SONNO

1.1 L’architettura del sonno

Definire un fenomeno universale come il sonno risulta sorprendentemente complesso,
soprattutto se si considera la facilita con cui esso si manifesta e pud essere osservato, sia negli
altri esseri umani e animali, sia in noi stessi.

Negli altri individui, il sonno puo essere descritto come uno stato comportamentale
caratterizzato da prolungata quiescenza, una postura corporea specie-specifica, una soglia di
attivazione elevata e una reversibilita in seguito a stimolazione (Ogilvie, 2001). In noi stessi,
invece, cio che cogliamo maggiormente sono le esperienze soggettive tipiche della transizione
tra veglia e sonno, e viceversa (Andrillon, 2023). Tali esperienze includono i fenomeni onirici,
ovvero le esperienze vissute durante 1 sogni, spesso visive, emotive e dotate di una narrazione
surreale; 1 fenomeni ipnagogici, che si presentano nella fase di addormentamento sotto forma
di immagini o suoni frammentari; e i fenomeni ipnopompici, che si manifestano nella fase di
risveglio, talvolta con residui del sogno o confusione tra sogno e realta. Tutti questi eventi si
distinguono nettamente dalle esperienze coscienti caratteristiche dello stato di veglia (Ogilvie,
2001).

La scoperta dell’elettroencefalografia (EEG) da parte di Hans Berger (1930) e le prime
registrazioni dell’attivita elettrica del cervello rappresentarono il primo passo verso lo sviluppo
della ricerca sulle differenze di attivita tra la veglia e il sonno (Adamantidis et al., 2019). Le
successive descrizioni dell’attivita cerebrale notturna hanno portato alla classificazione del
sonno su diversi livelli.

Il primo livello di classificazione del sonno consiste nell’alternanza periodica tra veglia
e sonno, secondo un ritmo detto “circadiano”, della durata di circa 24 ore (Borbely, 1982).

Il secondo livello di organizzazione, basato su tre misure fisiologiche — EEG,
elettrooculografia (EOG), elettromiografia (EMG) — distingue due stati del sonno con funzioni
indipendenti: il sonno NREM (Non-Rapid Eye Movement) e il sonno REM (Rapid Eye
Movement) (Chokroverty, 2010).

Il terzo livello organizzativo del sonno consente una distinzione ancora pill precisa tra
gli stati di veglia, sonno NREM e sonno REM, che si differenziano tra loro per specifiche

caratteristiche comportamentali e fisiologiche.



La veglia ¢ caratterizzata da attivita EEG a basso voltaggio e alta frequenza, da tono
muscolare elevato e presenza di blink e movimenti oculari volontari. In questa fase ’attivita
corticale € desincronizzata, ovvero numerosi neuroni scaricano in momenti diversi (Brown et
al., 2012).

La veglia rilassata, ossia lo stato in cui entriamo non appena chiudiamo gli occhi durante
la fase di addormentamento, si distingue dalla veglia normale per la comparsa di “treni di onde”
alfa (8-12 Hz; circa 10 oscillazioni al secondo), i quali scompaiono quando riapriamo gli occhi
(Markov & Goldman, 2006; Sinton & McCarley, 2004).

Il sonno NREM ¢ suddiviso in tre stadi distinti (N1, N2, N3), classificati principalmente
in base alle caratteristiche dell’attivita elettrica cerebrale rilevata tramite EEG. Gli stadi N1 e
N2 sono costituiti da sonno piu leggero, mentre N3, chiamato anche SWS (Slow Wave Sleep,
sonno a onde lente) corrisponde alla fase piu profonda del sonno NREM. L’attivita dei neuroni
corticali in questo stadio € sincronizzata (i neuroni scaricano contemporaneamente). Durante lo
stato NREM, si verificano i seguenti cambiamenti fisiologici e comportamentali: nello stadio
N1 si possono osservare movimenti oculari lenti (slow eye movements, SEMs), che tendono a
scomparire con il passaggio allo stadio N2; il tono muscolare diminuisce progressivamente nel
passaggio da uno stadio all’altro; in particolare nello stadio N3 viene promossa la secrezione
dell’ormone della crescita (GH), della prolattina e della melatonina, e inibita la secrezione di
cortisolo; si verifica una riduzione della frequenza cardiaca e della pressione arteriosa, dovute
alla diminuzione dell’attivita simpatica; la termoregolazione rimane stabile, al contrario della
fase REM (Chokroverty, 2010).

Durante il sonno REM, chiamato anche sonno paradosso, 1’attivita corticale torna a
desincronizzarsi. A differenza del sonno NREM, la fase REM non viene suddivisa in stadi;
tuttavia, per specifici scopi di ricerca, ¢ comune distinguere tra REM tonico e REM fasico. Il
primo persiste per tutta la durata della fase REM, mentre il secondo ¢ discontinuo e si
sovrappone allo stato tonico. Il REM tonico ¢ caratterizzato da un EEG desincronizzato,
ipotonia o atonia dei principali gruppi muscolari — fatta eccezione per il diaframma e i muscoli
oculomotori — e inibizione dei riflessi monosinaptici e polisinaptici. Il REM fasico, invece, si
distingue per la presenza di eventi transitori, come raffiche di movimenti oculari rapidi (rapid
eye movements, REMs) in tutte le direzioni, isolati o in sequenza. Inoltre, possono manifestarsi
variazioni della pressione sanguigna, frequenza cardiaca irregolare, respirazione instabile e

mioclonie ipniche (contrazioni muscolari fasiche), piu evidenti nei muscoli facciali e degli arti.



Il tracciato EEG durante il sonno REM ¢ composto principalmente da onde beta (12-30 Hz) a
bassa ampiezza e da una piccola quantita di onde theta (4-8 Hz). Infine, in questa fase possono
essere rilevate le onde ponto-genicolo-occipitali: ampie onde negative che originano nel ponte,
attraversano il nucleo genicolato laterale del talamo e raggiungono il lobo occipitale
(Chokroverty, 2017; Kryger et al., 2010).

Il susseguirsi degli stati di veglia, NREM e REM possono essere rappresentati attraverso

un ipnogramma, una rappresentazione grafica dell’architettura del sonno (Figura 1.1).

Sleep stages

]
]
: REM sleep

REM H
n
[ ]
N1 H
]
[ ]
N2 .
]
i
N3 ! :
Slow wave sleep :
]
]
]

Early sleep : Late sleep

23,00 0.00 1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 700  h

Figura 1.1 Ipnogramma di un adulto sano. Lo SWS si concentra maggiormente nella prima

parte della notte, mentre il REM aumenta nella seconda parte. Adattato da Rasch e Born (2013).

I due stati NREM e REM si alternano ciclicamente durante la notte. Se I’episodio di
sonno ha una durata di circa 8 ore, in un adulto si osservano in media da 4 a 6 cicli. Nel corso
della notte, gli episodi di sonno REM tendono a diventare piu lunghi. Il sonno a onde lente
occupa meno tempo gia a partire dal secondo ciclo e, nei cicli successivi, puo arrivare a
scomparire del tutto. In compenso, N2 si estende e finisce per occupare gran parte del ciclo
NREM. In media, il primo ciclo di sonno NREM-REM dura circa 70-100 minuti, mentre i cicli
successivi hanno una durata media compresa tra 90 e 120 minuti (Carskadon & Dement, 2005).

L’eta ¢ il fattore che incide in modo piu significativo e costante sull’architettura del
sonno durante la notte. Infatti, la quantita di tempo occupato da N3 nei giovani & di gran lunga
maggiore rispetto agli anziani. Al contempo, con ’avanzare dell’eta aumentano sia i periodi di

veglia prolungati, di cui la persona ¢ consapevole e riesce a ricordare, sia i brevi risvegli notturni



che spesso passano inosservati. Al contrario, il sonno REM sembra rimanere invariato anche in

eta avanzata (Carskadon & Dement, 2005).

1.1.1 La polisonnografia

Gli studi sul sonno si avvalgono di numerosi metodi e strumenti, generalmente suddivisi
in tre categorie: comportamentali, fisiologici e psicologici. La principale fonte di dati proviene
dai parametri fisiologici, molti dei quali vengono raccolti tramite la polisonnografia (PSG),
ovvero la registrazione simultanea di diversi segnali biologici finalizzata allo studio del sonno.
Dalla registrazione di un episodio di sonno ne deriva un tracciato polisonnografico, sul quale
viene eseguito lo scoring, ovvero la classificazione degli stadi del sonno. Questo processo puod
avvenire in modo automatico, tramite algoritmi specializzati, oppure manualmente, quando un
ricercatore assegna etichette verbali a ciascuna epoca del tracciato (segmenti di 30 secondi)
tramite un’ispezione visiva (Ficca & Fabbri, 2019).

La PSG ¢ ampiamente riconosciuta come il metodo di riferimento per 1’analisi del sonno
e per I’individuazione di eventuali patologie correlate. Essa prevede la registrazione di diversi
parametri fisiologici durante il sonno del paziente, tra cui: le onde cerebrali (EEG), i movimenti
oculari (EOQG), I’attivita muscolare (EMGQG), la frequenza cardiaca (ECG), la respirazione e il
livello di ossigeno nel sangue (Yazdi et al., 2024).

L’EEG ¢ una tecnica non invasiva che consente di registrare ’attivita elettrica del
cervello tramite un numero variabile di elettrodi applicati sullo scalpo secondo il Sistema
Internazionale 10-20. Questo sistema stabilisce delle linee guida per il corretto posizionamento
degli elettrodi, basate su distanze proporzionali standard pari al 10% e al 20% della lunghezza
della linea sagittale tra I’Inion (la protuberanza alla base posteriore del cranio) e il Nasion
(I’avvallamento tra naso e fronte) e della linea trasversale che collega le due depressioni
auricolari (Vaughn & Giallanza, 2008).

Come gia sottolineato nel paragrafo 1.1, a seguito della prima registrazione EEG
effettuata da Hans Berger nel 1930, ¢ stato possibile distinguere I’attivita cerebrale durante la
veglia da quella durante il sonno. Il tracciato derivante dalla registrazione EEG ¢ composto da
onde ritmiche che si distinguono in base a diverse caratteristiche: 1’ampiezza (1’intensita
dell’onda, espressa in uV), la frequenza (numero di onde per unita di tempo, in Hz), e la forma
(aguzza, fusiforme, arrotondata, ecc.). Vengono, inoltre, considerate la topografia, ossia la

localizzazione sullo scalpo in cui una determinata onda ¢ maggiormente visibile, e il grado di
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sincronizzazione dell’attivita dei neuroni corticali coinvolti: si parla di attivita sincronizzata
(tipica del sonno a onde lente) o desincronizzata (caratteristica del sonno REM). Le principali
frequenze EEG si suddividono in cinque bande: gamma (30-100 Hz), beta (12-30 Hz), alfa (8-
12 Hz), theta (4-8 Hz) e delta (0,5-4 Hz). All’aumentare della frequenza, 1’ampiezza tende a
diminuire, e viceversa (Ficca & Fabbri, 2019; Yazdi et al., 2024).

L’EOG ¢ una tecnica non invasiva che consente di registrare il segnale elettrico generato
dai movimenti oculari. Essa utilizza elettrodi di superficie posizionati intorno agli occhi, in
grado di rilevare sia i movimenti laterali che quelli verticali. Attraverso I’analisi di questi
segnali ¢ possibile determinare lo stato di veglia o sonno, e distinguere tra i diversi stadi del
sonno, in particolare il sonno REM, caratterizzato dalla presenza di rapidi movimenti oculari
(Vaughn & Giallanza, 2008).

L’EMG rappresenta un ulteriore metodo di registrazione non invasivo particolarmente
utile nell’analisi e nella discriminazione degli stadi del sonno. Tra le sue applicazioni piu
significative vi ¢ la distinzione tra lo stato di veglia e la fase REM. Durante il sonno NREM, il
tono muscolare diminuisce progressivamente con I’aumentare della profondita del sonno; al
contrario, nel sonno REM si osserva una marcata atonia muscolare. Il tono muscolare viene
misurato sulla base dell’attivita elettrica generata dalla depolarizzazione delle fibre muscolari.
Nello specifico, negli studi sul sonno, ’EMG viene registrato mediante elettrodi di superficie
collocati circa 2 cm al di sotto della mandibola e 2 cm lateralmente rispetto alla linea mediana,

sia a destra che a sinistra (Vaughn & Giallanza, 2008).

1.2 1l sonno NREM e i suoi eventi

L’utilizzo della PSG per la registrazione e [’analisi elettrofisiologica del sonno
rappresenta un importante strumento per la classificazione accurata dei suoi stadi.

Il sonno NREM costituisce circa il 75-80% del tempo totale di sonno notturno in un
adulto e viene suddiviso in tre stadi: N1, N2 e N3.
Lo stadio N1 (NREM 1) occupa circa il 3—8% del sonno totale e ha una durata di 1-7 minuti in
un adulto sano. Lo stadio N2 (NREM 2), che rappresenta il 45-55% del sonno, ¢ caratterizzato,
nel primo ciclo, da una durata compresa tra 10 e 25 minuti, che tende ad aumentare
progressivamente nei cicli successivi. Lo stadio N3 (NREM 3), noto anche come sonno a onde
lente (Slow Wave Sleep, SWS), costituisce circa il 15-23% della durata complessiva di un

episodio di sonno, con una prevalenza nella prima parte della notte (Chokroverty, 2017).
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Il passaggio dalla veglia allo stadio N1, detto sleep onset, & caratterizzato dalla
progressiva scomparsa dell’attivita alfa (tipica della veglia), che si riduce a meno del 50% in
ogni epoca, lasciando spazio a ritmi pill lenti come le onde theta. Verso la fine dello stadio N1
compaiono le vertex sharp waves, onde negative a forma di “V”’ (con ampiezza superiore ai 200
uV), localizzate in corrispondenza di Cz (elettrodo centro-mediale secondo il Sistema
Internazionale 10-20). Tali onde hanno origine prevalentemente nella corteccia parietale
superiore (Aldrich, 1999). Poiché il risveglio da questa fase ¢ molto facile, molti autori
considerano N2 come 1’inizio effettivo di un episodio di sonno.

Lo stadio N2 ha inizio circa 10-12 minuti dopo 1I’inizio di N1. Esso ¢ caratterizzato
dall’aumento di attivita theta e dalla presenza di due tipi di eventi fasici: i fusi del sonno (sleep
spindles) e i complessi K (K-complexes). In questa fase si osservano un’ulteriore riduzione del
tono muscolare e una diminuzione della probabilita di risveglio (Sinton & McCarley, 2004).

Dopo circa 30-60 minuti di sonno N2, inizia lo stadio N3, nel quale le onde delta
occupano dal 20 al 100% di ciascun’epoca. Il tracciato EEG mostra le oscillazioni lente (slow
oscillations, SOs) e gli sharp wave-ripples (Sw-R). Al termine di questa fase, quando il sonno
inizia ad alleggerirsi, ¢ frequente la comparsa di movimenti corporei. Lo stadio N3 ¢
brevemente interrotto da un ritorno a N2, seguito dalla prima fase REM, che si manifesta
approssimativamente 60—90 minuti dopo 1’addormentamento (Chokroverty, 2017).

Come gia accennato, il sonno NREM ¢ caratterizzato da diversi eventi ipnici fasici,
distinti per i loro specifici ritmi oscillatori: 1 fusi del sonno e 1 complessi K, caratteristici dello
stadio N2, e le oscillazioni lente e gli sharp wave-ripples, presenti nello stadio N3.

I fusi del sonno sono considerati un importante marker per 1’identificazione dello stadio
N2. Essi sono definiti come treni di onde con andamento crescente e decrescente, di frequenza
compresa tra 9 e 16 Hz e con una durata compresa tra 0,5 € 2 secondi. In base alla frequenza e
alla distribuzione topografica, 1 fusi sono classificati in: rapidi (12,5-16 Hz), prevalenti nelle
regioni centro-parietali, e lenti (9—12,5 Hz), localizzati nelle regioni frontali (Cox et al., 2017).
Essi hanno origine nel talamo e sono il risultato dell’interazione tra il nucleo reticolare del
talamo e altri nuclei talamici. Si distribuiscono su tutta la neocorteccia attraverso fibre
talamocorticali, ma raggiungono anche 1’ippocampo (Klinzing et al., 2019). Si osservano con
maggiore frequenza all’inizio e alla fine dell’episodio di sonno, risultando meno presenti nella
parte centrale. Inoltre, anche all'interno di un singolo ciclo di sonno, si riscontra una variazione

della densita dei fusi: essi tendono a essere piu frequenti nelle fasi iniziali e finali del ciclo,
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soprattutto nei primi quattro cicli, in corrispondenza dei momenti di transizione tra gli stadi
(Andrillon et al., 2011; Ficca & Fabbri, 2019). Nonostante siano tipici dello stadio N2, gli
spindles possono verificarsi anche durante lo stadio N3, ma con frequenze piu basse (8-12 Hz)
(Adamantidis et al., 2019). Numerosi studi effettuati sul ruolo degli spindles nel sonno, mettono
in risalto il loro contributo nella promozione del consolidamento mnestico e nel rafforzamento
della plasticita sinaptica (Rasch & Born, 2013; Tononi & Cirelli, 2014).

I complessi K sono delle oscillazioni lente (<1Hz), distribuite principalmente nelle aree
fronto-centrali, caratterizzate da un breve picco negativo, tra i 350 e i 500 millisecondi, seguito
da un picco positivo pil lento e di ampiezza inferiore, intorno ai 900 millisecondi. La forma e
la frequenza cambiano quando il sonno diventa piu profondo e spesso vengono seguiti dai fusi
del sonno; infatti come questi, anche i complessi K possono essere osservati durante N3. Sono
per lo piu spontanei, ma possono anche essere evocati da stimoli esterni (tattili,
somatosensoriali, ma per la maggior parte uditivi) oppure interni (come 1’interruzione della
respirazione). La comparsa dei complessi K in seguito ad uno stimolo potenzialmente attivante
(arousing) potrebbe ridurre brevemente 1'eccitabilita corticale, I'influenza degli input sensoriali
e, di conseguenza, preservare la continuita del sonno (Bellesi et al., 2014). Inoltre, secondo
alcuni autori, essi sono in grado di generare altre oscillazioni, come 1 fusi del sonno e le onde
delta (Adamantidis et al., 2019; Amzica & Steriade, 2002).

Durante il sonno a onde lente, 1’attivita elettrica cerebrale ¢ dominata da due eventi
fasici: le oscillazioni lente (SOs) e gli sharp wave-ripples. Le prime sono onde lente
caratterizzate da un’alternanza tra fasi di depolarizzazione, associate a scariche neuronali
sostenute (up-states), e fasi di iperpolarizzazione, che comportano una riduzione delle scariche
neuronali (down-states). Hanno una frequenza minore di 1 Hz e hanno origine nella
neocorteccia. Secondo studi con EEG ad alta densita e registrazioni effettuate su pazienti
epilettici e su animali, si comportano come delle onde “migratorie”, che si propagano dalle
regioni frontali e verso quelle posteriori, passando per I’ippocampo (Klinzing et al., 2019).
Un’importante funzione delle oscillazioni lente ¢ la sincronizzazione dell’attivita neuronale
corticale nel passaggio dai down-states agli up-states e la coordinazione di sharp wave-ripples
e spindles nell’ambito dei processi di consolidamento mnestico (Achermann & Borbély, 1997;
Rasch & Born, 2013), come verra approfondito nel Capitolo 2.

Gli sharp wave-ripples sono onde veloci depolarizzate composte da due elementi

sovrapposti: onde appuntite (sharp waves), le quali hanno origine nella subregione CA3 (Cornu
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Ammonis 3) dell’ippocampo, e attivita ripple, onde ad alta frequenza (100-300 Hz) provenienti
dalla subregione CA1 dell’ippocampo. Si verificano principalmente durante il sonno a onde
lente, ma si possono anche osservare in attivita di veglia rilassata o non esplorativa (es. bere,
pulirsi, riposare). Durante SWS, le Sw-Rs favoriscono la riattivazione (replay) di popolazioni
di neuroni che erano attivi nella fase di veglia precedente, suggerendo un ruolo fondamentale
di trasferimento di informazioni dall’ippocampo alla neocorteccia (Buzsdki, 2015; Ficca &

Fabbri, 2019; Rasch & Born, 2013).
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CAPITOLO 2: SONNO E MEMORIA

2.1 La memoria

La capacita di formare e recuperare ricordi ¢ essenziale per ogni organismo vivente,
poiché consente di adattare il comportamento in risposta ai cambiamenti dell’ambiente e di
selezionare e perfezionare in modo efficace le azioni all’interno del proprio repertorio.

Alcuni tipi di informazioni vengono acquisiti e depositati rapidamente in memoria e allo
stesso modo vengono dimenticati, mentre altri possono essere conservati per tutta la vita
(Squire, 2004).

Secondo il modello modale di Atkinson e Shiffrin (1968), la memoria ¢ organizzata in
diversi sistemi interconnessi, classificati sulla base della persistenza e della consapevolezza
delle informazioni elaborate. Questa distinzione da origine a tre sistemi principali: la memoria
sensoriale, la memoria a breve termine (MBT) e la memoria a lungo termine (MLT).

Quando viene presentato uno stimolo, vi ¢ un’immediata registrazione di esso nelle aree
sensoriali del cervello, dove pud essere mantenuto per alcuni millisecondi fino a qualche
secondo, senza che ve ne sia consapevolezza. Questo tipo di immagazzinamento avviene a
livello della memoria sensoriale, un sistema dalla durata limitata, che non richiede I’'impiego
dell’attenzione per elaborare gli stimoli ambientali. La memoria sensoriale si suddivide in
memoria ecoica (udito), conservata nella corteccia uditiva, € memoria iconica (vista),
immagazzinata nella corteccia visiva (Baddeley et al., 2009; Gazzaniga et al., 2018).

Quando si presta attenzione allo stimolo presentato, esso passa alla MBT, la quale
trattiene piccole quantita di informazioni in modo consapevole per diversi secondi o minuti,
finché non vengono completamente dimenticate. Anche in questo caso la durata ¢ limitata, ma
superiore rispetto a quella della memoria sensoriale. Inoltre, vi ¢ un’altra differenza tra i due
sistemi: la MBT, infatti, ha una capacita di immagazzinamento limitata, pari a circa 7 elementi
alla volta: cio significa che le informazioni in eccesso rispetto a questa soglia vengono perse
(Baddeley et al., 2009).

Un’informazione accede alla MLT solo se viene ripetuta piu volte. All’interno di questo
sistema, i ricordi sono permanenti, sebbene vi siano dei periodi in cui potrebbero essere soggetti
a modifiche o resi temporaneamente irrecuperabili a causa dell’interferenza dovuta al subentro

di altri ricordi (Atkinson & Shiffrin, 2024).
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Successivamente al modello modale, Baddeley e Hitch (1974) proposero un modello
multicomponenziale, che, pur mantenendo la distinzione tra i sistemi, introdusse la nozione di
memoria di lavoro all’interno della MBT. La memoria di lavoro ¢ un sistema in grado di
conservare temporaneamente le informazioni e di manipolarle attivamente, fungendo da spazio
di lavoro mentale necessario per svolgere attivita cognitive complesse come il ragionamento e
I’apprendimento.

All’interno della MLT, si distinguono due sottosistemi principali: la memoria
dichiarativa e la memoria non-dichiarativa. In neuropsicologia, questi sistemi vengono
differenziati sulla base del coinvolgimento delle aree del lobo temporale mediale, in particolare
dell’ippocampo, nei processi di acquisizione della memoria (Rasch & Born, 2013).

La memoria dichiarativa si riferisce alla capacita di richiamare consapevolmente fatti
ed eventi, e il suo consolidamento dipende da strutture temporali mediali, come 1’amigdala,
I’ippocampo e le aree corticali adiacenti, ovvero le cortecce paraippocampale, entorinale e
peririnale. Essa include due sottotipi: la memoria episodica, che conserva eventi
contestualizzati nel tempo e nello spazio (inclusi i ricordi autobiografici), e la memoria
semantica, che riguarda fatti e conoscenze generali svincolati dal contesto. La memoria
episodica richiede 1’integrazione tra le regioni temporali mediali e il lobo frontale. Le memorie
dichiarative possono essere codificate sia in modo intenzionale che non intenzionale, ma sono
generalmente accessibili in maniera esplicita, cio¢ mediante uno sforzo cosciente. I ricordi
episodici sono acquisiti molto rapidamente, ma sono soggetti a un veloce decadimento. Al
contrario, 1 ricordi semantici si formano piu lentamente, come risultato della ripetuta codifica o
riattivazione di ricordi episodici tra loro sovrapposti (Bear et al., 1999; Rasch & Born, 2013;
Squire, 2004).

La memoria non-dichiarativa ¢ un sistema implicito, che viene acquisito e recuperato
senza consapevolezza. Il suo apprendimento ¢ graduale e richiede generalmente un’intensa
ripetizione. Questo tipo di memoria ¢ di natura disposizionale e si manifesta attraverso delle
prestazioni piuttosto che mediante il ricordo. A differenza della memoria dichiarativa, la
memoria non-dichiarativa pud svilupparsi anche in assenza del coinvolgimento
dell’ippocampo. Essa implica, invece, il contributo di aree cerebrali come i gangli della base,
I’amigdala, la corteccia e il cervelletto. Rientrano in questo sistema la memoria procedurale,
relativa ad abilita motorie e cognitive, nonché alcune forme di condizionamento e di

apprendimento implicito, come il priming (Rasch & Born, 2013; Squire, 2004).
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2.2 Le fasi del processo mnestico

Il funzionamento della memoria si articola in tre processi principali: codifica,
consolidamento e recupero (Rasch & Born, 2013).

Durante la fase di codifica avviene I’acquisizione delle informazioni e la creazione di
una traccia mnestica, o engramma. Questo viene trasferito da un sistema di memoria all’altro,
pertanto potrebbe scomparire dopo pochi secondi o minuti, oppure, a seguito delle dovute
ripetizioni ed elaborazioni, passare alla MLT (Ficca & Fabbri, 2019).

Il consolidamento della memoria ¢ il processo attraverso il quale una traccia mnestica
inizialmente instabile e temporanea viene trasformata in una forma piu salda e duratura. Il
concetto, introdotto dagli psicologi tedeschi Miiller e Pilzecker (1900), fu proposto per spiegare
il fenomeno dell’interferenza retroattiva negli esseri umani, ovvero I’osservazione secondo cui
il materiale appreso rimane vulnerabile all’interferenza per un certo periodo di tempo dopo
I’apprendimento. Il consolidamento implica il rafforzamento delle tracce di memoria appena
codificate, risultando quindi necessario per proteggerle dal decadimento e da eventuali
alterazioni. Una volta che ¢ stata depositata e sufficientemente consolidata, I’informazione ¢
facilmente accessibile al recupero (Squire et al., 2015; Wagner & Born, 2008).

Il recupero ¢ il passo successivo alle fasi precedenti: a seguito della codifica di una
traccia mnestica, essa viene consolidata in memoria e successivamente pud essere recuperata,
ovvero rievocata (Ficca & Fabbri, 2019).

Secondo diversi autori (Born & Wilhelm, 2012; Diekelmann & Born, 2010; Rasch &
Born, 2013), mentre il cervello in stato di veglia ¢ ottimizzato per 1’elaborazione degli stimoli
esterni — un’attivita che richiede i processi di codifica e recupero — durante il sonno offre
condizioni ideali per i processi di consolidamento. La codifica e il consolidamento sono
processi mutualmente esclusivi, poiché attingono a risorse neuronali in parte sovrapposte. Di
conseguenza, il sonno, caratterizzato da una drastica riduzione dell’elaborazione degli stimoli
ambientali, rappresenta una finestra temporale ottimale per il consolidamento delle memorie.

Nel corso degli anni, il termine “consolidamento” ¢ stato utilizzato con due significati
distinti, ma strettamente collegati: il consolidamento sinaptico e il consolidamento di sistema
(Kandel et al., 2014).

11 consolidamento sinaptico comporta un rimodellamento delle sinapsi e dei dendriti dei
neuroni coinvolti nella rappresentazione mnestica, rafforzandoli e promuovendo modificazioni

durature nella loro efficacia (Rasch & Born, 2013).
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Il consolidamento di sistema, che si basa sul consolidamento sinaptico, ¢ un lento
processo di riattivazione delle tracce mnestiche precedentemente codificate, per favorire la loro
ridistribuzione nei circuiti neurali di ippocampo e corteccia, responsabili del sistema di MLT
(Born & Wilhelm, 2012; Squire et al., 2015). 11 consolidamento di sistema avviene soprattutto
off-line, durante il sonno, mentre il consolidamento sinaptico puo verificarsi anche durante la

veglia (Rasch & Born, 2013).

2.3 La relazione tra il sonno e la memoria dichiarativa

Negli ultimi vent’anni numerosi studi hanno fornito prove convincenti riguardo
all’influenza del sonno sulla formazione della MLT. Poiché la memoria ¢ stata considerata da
molti filosofi e psicologi come un presupposto fondamentale della coscienza, risulta
particolarmente interessante scoprire che essa si formi e si strutturi in larga parte durante il
sonno, ovvero in uno stato caratterizzato da una profonda e temporanea perdita di coscienza
(Born & Wilhelm, 2012).

L’ “effetto sonno” (sleep effect) indica la facilitazione che il sonno esercita sul recupero,
durante la veglia, di informazioni apprese prima dell’addormentamento. Alcuni studi iniziali,
ritenevano che il sonno influenzasse la memoria solo in modo passivo, svolgendo
principalmente una funzione di protezione dalle interferenze.

Ispirandosi ai primi esperimenti sull’oblio condotti da Ebbinghaus (1885), Jenkins e
Dallenbach (1924) presentarono a un gruppo di partecipanti una serie di sillabe senza senso,
chiedendo loro di memorizzarle. Successivamente, ai partecipanti veniva richiesto di recuperare
le informazioni a distanze temporali diverse dall’apprendimento (1, 2, 4 o 8 ore), in due
condizioni sperimentali differenti: una in cui il periodo di consolidamento avveniva durante la
veglia e una in cui avveniva durante il sonno. I risultati mostrarono che il richiamo delle sillabe
era sempre maggiore quando il consolidamento si verificava durante il sonno. Secondo gli
autori, il sonno favoriva il consolidamento grazie alla riduzione delle afferenze sensoriali e
dell’elaborazione degli stimoli ambientali, offrendo cosi un contesto ideale per minimizzare le
interferenze. Pertanto, le conclusioni di questi primi studi non dimostrarono tanto un ruolo
attivo del sonno nel consolidamento della memoria, quanto piuttosto il ruolo negativo della
veglia, la quale, a causa delle interferenze, comprometteva tale processo (Ficca & Fabbri, 2019).

Una svolta cruciale nella dimostrazione del ruolo attivo del sonno nel consolidamento

della memoria si verifico decenni piu tardi. In un importante studio, Benson e Feinberg (1977)
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valutarono il recupero di materiale verbale (liste di parole) dopo un periodo di ritenzione di otto
ore, suddiviso in quattro ore di sonno e quattro ore di veglia. In una condizione sperimentale, il
sonno seguiva immediatamente 1’apprendimento, mentre in un’altra i soggetti dormivano solo
dopo aver trascorso quattro ore in stato di veglia. I risultati mostrarono che i partecipanti
ricordavano meglio le informazioni quando il sonno seguiva subito I’apprendimento. Poiché in
entrambe le condizioni la quantita totale di interferenze era la stessa, 1’effetto osservato non
poteva essere attribuito semplicemente alla riduzione delle interferenze ambientali durante il
sonno. Al contrario, fu interpretato come prova del ruolo attivo del sonno nel promuovere il
processo di consolidamento mnestico (Ficca & Fabbri, 2019).

Al giorno d’oggi si ritiene che il sonno abbia un ruolo attivo nel consolidamento della
memoria, in quanto le caratteristiche fisiologiche dei suoi stadi non solo proteggono i processi
mnestici dalle interferenze e alterazioni ambientali, ma li rafforzano attraverso specifici
meccanismi (Ficca & Fabbri, 2019).

Sin dalle scoperte di Hebb riguardanti memoria e apprendimento (Hebb, 1949), la
costruzione della memoria ¢ stata concettualizzata come un processo in cui 1’attivita neuronale
ricorrente in circuiti specifici promuove cambiamenti sinaptici a lungo termine. Sulla base di
questa premessa, ¢ oggi ampiamente accettato che il processo di consolidamento che avviene
off-line, dopo 1’acquisizione, si basi sulla riattivazione dei circuiti neuronali che erano stati
coinvolti proprio nella codifica delle informazioni. Questo processo faciliterebbe sia la graduale
redistribuzione e riorganizzazione delle rappresentazioni mnestiche verso la MLT
(consolidamento di sistema) sia 1 cambiamenti sinaptici duraturi necessari alla stabilizzazione
dei ricordi (consolidamento sinaptico) (Diekelmann & Born, 2010).

Le condizioni che rendono possibili questi due processi durante il sonno differiscono
notevolmente tra gli stadi NREM e REM (Diekelmann & Born, 2010). Negli anni, sono stati
condotti numerosi studi per indagare il contributo degli stadi NREM e REM nel consolidamento
mnestico durante il sonno, ma sono emersi risultati contrastanti che hanno alimentato I’acceso
dibattito sull’argomento. Alcuni studi, ad esempio, hanno riscontrato che il recupero di liste di
parole accoppiate fosse migliore dopo il sonno della prima parte della notte, dove vi € maggiore
concentrazione di SWS (Barrett & Ekstrand, 1972; Plihal & Born, 1997). L’ipotesi a sostegno
di questi risultati, si basa sull’idea che il decadimento delle tracce mnestiche fosse rallentato in
uno stadio di prevalente attivita anabolica, come lo SWS, rispetto alla fase REM, caratterizzata

da attivita catabolica (Ficca & Fabbri, 2019). Inoltre, il replay (riattivazione) di popolazioni di
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neuroni ippocampali durante il sonno — tipico del consolidamento di sistema — si osserva in
modo piu consistente durante lo SWS, oppure in veglia rilassata. Invece, durante la fase REM,
la riattivazione di neuroni non ¢ mai stata osservata (Klinzing et al., 2019; Rasch et al., 2007).

Al giorno d’oggi, il sonno NREM viene considerato di fondamentale importanza nel
consolidamento della memoria, anche grazie alla presenza degli eventi fasici che lo
caratterizzano (si veda il paragrafo 1.2), i quali hanno un ruolo attivo nella promozione del
consolidamento della memoria (Ficca & Fabbri, 2019).

Nel corso del tempo, sono state avanzate diverse ipotesi in merito al ruolo attivo che il
sonno e i suoi eventi svolgono sulla memoria: degne di nota sono I’ipotesi dell’omeostasi
sinaptica (synaptic downscaling, (Tononi & Cirelli, 2006), e I’ipotesi del consolidamento di
sistema attivo (active system consolidation hypothesis, Born & Wilhelm, 2012; Diekelmann &
Born, 2010).

Estendendo precedenti ipotesi secondo cui il sonno si sarebbe evoluto per mantenere
I’omeostasi dell’organismo (Borbély & Achermann, 1999), Tononi e Cirelli (2006) avanzarono
I’ipotesi del synaptic downscaling, secondo cui i processi di plasticita che avvengono in veglia
rafforzano le sinapsi cerebrali e che il ruolo del sonno consisterebbe nel ridurre tale forza
sinaptica a un livello sostenibile energeticamente, cosi da favorire I’apprendimento di nuove
informazioni durante la veglia successiva. Pertanto, il sonno contribuisce a ridurre il carico
metabolico accumulato in veglia, attraverso un processo omeostatico di ridimensionamento

delle sinapsi (Ficca & Fabbri, 2019).

2.3.1 Ipotesi del consolidamento di sistema attivo

L’active system consolidation hypothesis (Born & Wilhelm, 2012; Diekelmann & Born,
2010; Marshall & Born, 2007) si basa sull’idea che, durante lo SWS, i pattern di attivita
neuronale e la bassa concentrazione di attivita colinergica agiscono insieme per favorire la
riattivazione e la ridistribuzione nella neocorteccia delle memorie ippocampo-dipendenti,
realizzando il consolidamento di sistema (Kandel et al., 2014). Durante I’apprendimento di
nuove informazioni, esse attivano aree corticali specifiche. Questi picchi di attivazione locale
determinano cambiamenti molecolari temporanei a livello sinaptico e producono maggiore
eccitabilita neuronale. Parallelamente, 1’ippocampo raggruppa le informazioni apprese, di
conseguenza la memoria creata diventa ippocampo-dipendente (Klinzing et al., 2019). Nel

corso delle notti successive all’apprendimento, le memorie ippocampali vengono riattivate
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ripetutamente. Grazie a queste riattivazioni, le informazioni si diffondono fino alle aree
corrispondenti della neocorteccia, integrandole a quelle preesistenti (Rasch & Born, 2013).

Il consolidamento di sistema durante il sonno avviene grazie al contributo di tre
importanti aree cerebrali, ciascuna delle quali produce un’oscillazione tipica dello SWS:
I’ippocampo, che produce gli sharp wave-ripples, il talamo, che genera gli spindles, e la
neocorteccia, da cui hanno origine le oscillazioni lente. Queste onde modulano il dialogo tra le
strutture cerebrali attraverso un’interazione ciclica, che comprende processi top-down e bottom-
up (Figura 2.1) (Klinzing et al., 2019).

Per quanto riguarda i processi top-down, dall’alto verso il basso, nel corso dei down-
state iperpolarizzanti delle SOs vengono soppressi gli spindles e i ripples, cosi come le
riattivazioni neuronali associate. Nel successivo up-state depolarizzante delle SOs, aumentano
gli spindles, 1 quali agiscono sulle reti ippocampali sincronizzando 1 ripples e le riattivazioni
neuronali ai loro down-state. Gli spindles segnalano all’ippocampo quando deve riattivarsi
(Klinzing et al., 2019).

Simultaneamente, nei processi bottom-up, dal basso verso 1’alto, durante 1’up-state delle
SOs, 1 fusi si propagano verso le aree target della neocorteccia, favorendone il consolidamento
sinaptico. Sia i fusi che 1 ripples possono innescare le oscillazioni lente nella corteccia
prefrontale durante gli up-state (Klinzing et al., 2019).

L’apprendimento che precede un episodio di sonno aumenta |’accoppiamento
(coupling) tra i tre ritmi (SOs, fusi e ripples), e un maggiore coupling tra i ritmi durante il sonno
predice una performance migliore nel successivo recupero di informazioni (Klinzing et al.,

2019).
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Figura 2.1 Processi top-down e bottom-up dell ipotesi del consolidamento di sistema attivo. In
blu I’ippocampo e i ripples, in verde il talamo e gli spindles, in rosso la neocorteccia e le SOs.
Le frecce dall’alto verso il basso indicano i processi fop-down, mentre le frecce verso I’alto

indicano 1 processi bottom-up. Adattato da Klinzing et al. (2019).

2.4 La stimolazione non invasiva del sonno

Come dimostrato da numerosi studi recenti (Arzi et al., 2012, 2014; Blume et al., 2018;
Hennevin et al., 2007), il cervello umano ¢ in grado di captare ed elaborare informazioni
provenienti dall’ambiente anche durante il sonno, seppur in modo diverso rispetto alla veglia.
Sfruttando questa importante evidenza e i progressi nelle tecniche di registrazione e analisi dei
biosegnali, sono state avviate diverse ricerche volte a sviluppare nuove metodologie di
stimolazione sensoriale, con 1’obiettivo di modulare specifiche componenti elettrofisiologiche
del sonno — come le oscillazioni lente, 1 fusi del sonno e gli sharp wave-ripples — al fine di
ottimizzare il consolidamento della memoria (Ficca & Fabbri, 2019).

Gia a partire dallo studio pionieristico di Davis e colleghi (1939), si era osservato che la
presentazione di stimoli acustici durante il sonno poteva elicitare oscillazioni lente e complessi

K, spesso accompagnati da fusi del sonno.
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Basandosi su tali osservazioni, negli ultimi anni sono state sviluppate due tecniche di
stimolazione sensoriale particolarmente rilevanti: la targeted memory reactivation (TMR) e le

tecniche di stimolazione ritmica e a circuito chiuso (closed-loop) (Cellini & Mednick, 2019).

2.4.1 1l paradigma TMR-CLAS

La TMR ¢ un paradigma sperimentale che impiega la stimolazione sensoriale durante il
sonno per modulare il consolidamento della memoria. Questo metodo consiste nell’associare,
durante la veglia, uno stimolo (cue) sensoriale, come un suono o un odore, a un’informazione
target da imparare, ad esempio un’immagine o una parola. Successivamente, durante il sonno,
lo stesso cue sensoriale viene ripresentato a un’intensita inferiore rispetto alla fase di
apprendimento, con I’obiettivo di riattivare la traccia mnestica associata e favorirne il
consolidamento (Cellini & Mednick, 2019).

L’efficacia della TMR nel migliorare la performance mnestica durante il sonno NREM
¢ stata dimostrata in diversi domini della memoria, tra cui la memoria dichiarativa visuo-
spaziale e verbale, cosi come nell’apprendimento motorio (Brodt et al., 2023).

La presentazione degli stimoli durante la TMR modula anche le oscillazioni cerebrali
coinvolte nei processi di consolidamento. In particolare, ¢ stata associata a un aumento della
potenza, dell’ampiezza e della densita delle oscillazioni lente, a un incremento della potenza e
della densita degli spindles, nonché a un miglioramento del coupling tra oscillazioni lente e
spindles. Queste dinamiche sono spesso correlate ai benefici della TMR sulla memoria (Brodt
et al., 2023).

L’impiego della TMR con stimolazione uditiva presenta ulteriori vantaggi: consente una
presentazione degli stimoli in un preciso momento, garantendo una buona accuratezza
temporale, e permette di associare semanticamente il cue sensoriale all’informazione da
consolidare. Inoltre, richiede un setting sperimentale semplice (ad esempio, ¢ sufficiente 1’uso
di auricolari o altoparlanti), e si adatta facilmente a tecnologie portatili per la registrazione del
sonno, come i dispositivi wearable (Cellini & Mednick, 2019).

Un’altra forma di stimolazione sensoriale ¢ la closed-loop auditory stimulation (CLAS).
Questo approccio si basa sull’ipotesi che la presentazione di stimoli uditivi in corrispondenza
della fase up delle oscillazioni lente possa amplificarne ampiezza e densita, supportando cosi il
consolidamento della memoria. La fase up ¢ particolarmente efficace, in quanto facilita la

generazione di spindles e sharp wave-ripples durante lo SWS (Ficca & Fabbri, 2019). In
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particolare, ¢ stato dimostrato che i fusi del sonno tendono a insorgere proprio in corrispondenza
dell’up-state delle SOs (si veda il paragrafo 2.3.1), il momento in cui i neuroni corticali
piramidali risultano maggiormente sensibili agli input sinaptici, facilitando cosi la plasticita
sinaptica e il consolidamento mnestico (Klinzing et al., 2019).

Uno dei principali punti di forza della TMR ¢ la possibilita di selezionare quali
informazioni riattivare in modo mirato. Per questo motivo, alcuni gruppi di ricerca hanno
sviluppato sistemi che integrano TMR e CLAS. Shimizu e colleghi (2018), ad esempio, hanno
messo a punto un sistema combinato di TMR-CLAS in un compito di navigazione visuo-
spaziale (Ficca & Fabbri, 2019). Si ritiene che I’applicazione della CLAS all’interno dei
protocolli TMR consenta di riattivare selettivamente la traccia mnestica associata in un
determinato periodo dell’oscillazione lenta, ad esempio 1’up-state, promuovendo cosi il
consolidamento di contenuti specifici — un effetto confermato in particolare nell’ambito della
memoria dichiarativa (Hu et al., 2020).

I sistemi CLAS mostrano effetti fisiologici consistenti, tra cui un aumento sia delle
oscillazioni lente sia degli spindles, e si associano generalmente a un miglioramento delle
prestazioni mnestiche (Cellini & Mednick, 2019).

L’impiego del paradigma CLAS richiede che la stimolazione venga somministrata in un
momento preciso, ovvero che il cue sensoriale sia presentato in una specifica fase delle SOs.
Attualmente, la fase ottimale per I’erogazione dello stimolo rappresenta ancora un oggetto di
dibattito.

Studi recenti hanno dimostrato che la stimolazione durante la fase ascendente (up-going,
a meta tra il down-state e I’up-state) delle oscillazioni lente ¢ associata a un maggiore beneficio
mnestico rispetto alla fase discendente (down-going, tra I’up-state e il down-state (Goldi et al.,
2019; Shimizu et al., 2018). Gli spindles, associati al consolidamento della memoria, si
verificano tipicamente nella fase ascendente. Si ritiene che la TMR favorisca la predisposizione
di una traccia mnestica alla riattivazione e sia in grado di innescare SOs-spindles (Abdellahi et
al., 2023).

Abdellahi e colleghi (2023) hanno proposto che I’applicazione della TMR nella fase
ascendente delle SOs, immediatamente prima di un fuso del sonno, possa massimizzare la
probabilita di riattivazione. Al contrario, la stimolazione applicata durante la fase discendente
dell’oscillazione - momento in cui vi sono meno spindles e 1’eccitabilita neuronale ¢ ridotta -

ha minori probabilita di indurre la riattivazione.
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CAPITOLO 3: LA RICERCA

3.1 Introduzione

Nei capitoli precedenti ¢ stato messo in luce il ruolo fondamentale del sonno nel
consolidamento della memoria dichiarativa. In particolare, lo stadio SWS del sonno NREM
rappresenta una finestra temporale ideale per la riattivazione delle tracce mnestiche acquisite
durante la veglia. Questo processo di consolidamento attivo ¢ reso possibile grazie al dialogo
tra corteccia e ippocampo (Klinzing et al., 2019). Negli ultimi anni, numerose ricerche
nell’ambito del consolidamento mnestico hanno portato allo sviluppo di tecniche di
stimolazione non invasiva del sonno, come la TMR e la CLAS, gia discusse nel paragrafo 2.4.1.
L’efficacia della CLAS nei protocolli TMR risulta strettamente legata alla fase delle SOs in cui
viene erogato lo stimolo acustico. Diversi studi (Abdellahi et al., 2023; Goldi et al., 2019;
Shimizu et al., 2018) indicano che la stimolazione acustica durante la fase ascendente delle SOs
— ovvero tra il down-state e 1'up-state — ¢ associata a un miglioramento significativo del
consolidamento mnestico.

Sulla base di queste evidenze si fonda lo scopo del presente esperimento, mirato a
valutare gli effetti dell’applicazione del paradigma TMR-CLAS durante il sonno a onde lente
in un contesto ecologico. L’obiettivo & quello di indagare I’influenza della stimolazione acustica
durante il sonno, somministrata per tre notti, sulle prestazioni in un compito di apprendimento
verbale. Il protocollo sperimentale prevedeva quattro notti consecutive, di cui la prima in
condizione sham, seguita da tre notti in condizione di stimolazione. Gli stimoli utilizzati erano
di tipo verbale, nello specifico pseudo-parole da associare a parole in italiano. Ogni partecipante
apprendeva un insieme di coppie pseudo-parola-parola italiana, e, durante la notte, riceveva una
stimolazione acustica con alcune delle pseudo-parole presentate in fase di apprendimento. Tra
queste, venivano selezionate meta delle parole correttamente ricordate al primo test (TO) e meta
di quelle non ricordate.

Una prima ipotesi dello studio riguardava gli effetti immediati della stimolazione: si
ipotizzava che 1’applicazione della TMR-CLAS migliorasse la ritenzione mnestica gia dopo
una sola notte di stimolazione. Pertanto, si prevedeva una migliore prestazione per le parole
stimolate gia dopo la prima notte di stimolazione, quindi a T1. Una seconda ipotesi riguardava
gli effetti cumulativi della stimolazione somministrata per pill notti consecutive: anche qui ci si
aspettava una migliore prestazione per le parole stimolate tra T2 e T3 e tra T4 e T5. La terza

ipotesi riguardava eventuali effetti a lungo termine della stimolazione, percio ci si aspettava che
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gli effetti della stimolazione permanessero anche a T6, somministrato una settimana dopo, con
una migliore prestazione per le parole stimolate. E stato inoltre esplorato se la stimolazione

avesse effetti diversi su parole gia ricordate a TO rispetto a quelle non richiamate.

3.2 Metodi
3.2.1 Partecipanti

Per I’esperimento sono stati reclutati 8 partecipanti volontari (5 femmine e 3 maschi, eta
media = 21.5%1.2), basandosi sui seguenti criteri di inclusione: essere madrelingua italiani, non
presentare disturbi neurologici o psicologici diagnosticati, non avere problemi dermatologici
che interessano il volto, essere buoni dormitori, non presentare ripetuti risvegli durante la notte,
dormire da soli e non fare uso di farmaci. Inoltre, sono stati selezionati esclusivamente individui
con una durata abituale del sonno compresa tra 7 e 8 ore per notte € con un orario di
addormentamento non oltre le 01:00.

Per verificare I’idoneita dei partecipanti in relazione ai criteri sopra citati, nei 4-5 giorni
precedenti all’inizio dell’esperimento & stata richiesta la compilazione di una serie di
questionari online (tramite Google Forms). Nello specifico, 1 questionari utilizzati sono stati: il
Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) (Buysse et al., 1989; Curcio et al., 2013) per valutare la
qualita del sonno, I’Insomnia Severity Index (ISI) (Bastien et al., 2001; Castronovo et al., 2016)
per indagare i sintomi di insonnia, I’Epworth Sleepiness Scale (ESS) (Johns, 1991; Vignatelli
et al., 2003) per misurare la sonnolenza diurna, il Morningness—Eveningness Questionnaire
reduced version (r-MEQ) (Adan & Almirall, 1991; Natale et al., 2006) per individuare il
cronotipo, il Depression, Anxiety and Stress Scale - 21 Items (DASS-21) (Bottesi et al., 2015;
Henry & Crawford, 2005) per indagare i sintomi di ansia, stress e depressione, e infine il
Multifactorial Memory Questionnaire (MMQ) (Raimo et al., 2016; Troyer & Rich, 2002) per
analizzare aspetti legati alla metamemoria. I partecipanti con punteggi superiori a 5 al PSQI e
superiori a 7 all’ISI venivano esclusi dallo studio. Analogamente, per quanto riguarda il DASS-
21, non erano considerati idonei i soggetti che riportavano punteggi superiori a 7 nella scala
dell’ansia. Infine, ai partecipanti ¢ stato richiesto di mantenere orari regolari di
addormentamento e risveglio per tutta la durata dell’esperimento. Il rispetto di tali orari ¢ stato

monitorato tramite la compilazione quotidiana di un diario del sonno. Tutti i partecipanti hanno
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preso visione e firmato il consenso informato alla partecipazione e al trattamento dei dati a

scopo di ricerca.

3.2.2 Strumenti di misurazione e di stimolazione del sonno

In questo studio ¢ stata effettuata la registrazione EEG mediante la fascia ZMax
(Hypnodyne Corp., Sofia, Bulgaria), un dispositivo EEG wearable progettato e validato per la
registrazione del sonno (Esfahani et al., 2023). Ad ogni partecipante & stata fornita una guida
dettagliata per il montaggio della ZMax, contenente le istruzioni su come applicare gli elettrodi
EEG e su come posizionare nella propria stanza gli altri strumenti sperimentali.

La fascia registra I’attivita EEG da due elettrodi frontali (F8 e FPz), servendosi di due
elettrodi posizionati sulle ossa mastoidee come riferimento. La frequenza di campionamento
dei dati EEG ¢ stata impostata a 256 Hz. Oltre al segnale EEG, la fascia ZMax ¢ in grado di
acquisire anche la frequenza cardiaca (tramite un sensore di fotopletismografia), la temperatura,
la luminosita ambientale, il suono e i movimenti corporei (tramite accelerometro). Tuttavia,
nessuno di questi segnali € stato preso in considerazione nello studio.

Per effettuare il montaggio della fascia, 1 partecipanti dovevano innanzitutto eseguire
uno scrub sulle aree della fronte interessate e dietro entrambe le orecchie. Successivamente,
dopo aver posizionato e allacciato la fascia in modo che fosse comoda e stabile al centro della
fronte, procedevano con il montaggio degli elettrodi.

Oltre alla fascia, sono stati forniti un computer portatile, degli altoparlanti per la
stimolazione acustica (TMR-CLAS) e un’antenna. Il computer portatile ha due funzioni
principali: acquisire il segnale EEG, trasmesso dalla ZMax tramite antenna radio, e inviare la
stimolazione acustica attraverso gli altoparlanti. Per svolgere queste operazioni, il computer
utilizza un software specifico (EventIDE) che, grazie a un algoritmo dedicato, ¢ in grado di
stimare le future SOs e di inviare la stimolazione acustica in una fase precisa dell’onda, ossia

nella fase ascendente, tra il down-state e ’up-state.

3.2.3 Compito sperimentale

In questo studio ¢ stato impiegato un compito di apprendimento del vocabolario, il
Word-Pseudoword Association Learning task (WPAL), gia utilizzato in precedenti studi con il
paradigma TMR-CLAS (Salfi et al., 2025). I WPAL, sviluppato con il software PsychoPy

(Peirce et al., 2019) e somministrato da remoto tramite la piattaforma Pavlovia, prevede
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I’apprendimento di 40 coppie di vocaboli costituite da una pseudo-parola e dalla corrispondente
traduzione in italiano. Durante il compito, la pseudo-parola veniva presentata come stimolo
uditivo, mentre la parola italiana compariva sullo schermo del computer del partecipante.

Il compito prevedeva due versioni (set A e set B), ciascuna composta da coppie di parole
diverse, ma bilanciate per livello di difficolta. I partecipanti sono stati assegnati in modo casuale
a uno dei due set. Le pseudo-parole sono state generate con il software Wuggy (Keuleers &
Brysbaert, 2010) e bilanciate per grado di somiglianza con parole reali, numero di lettere e
struttura consonante-vocale.

Prima di iniziare il WPAL, tutti i partecipanti completavano lo Psychomotor Vigilance
Task (Loh et al., 2004), della durata di 5 minuti. In questo compito viene chiesto di premere la
barra spaziatrice non appena appare sullo schermo un contatore che misura il tempo di reazione.
I PVT ha lo scopo di controllare che eventuali basse prestazioni nel WPAL non siano
attribuibili a un ridotto livello di vigilanza.

Inoltre, prima di ogni sessione, veniva valutata la sonnolenza soggettiva tramite la
Karolinska Sleepiness Scale (KSS) (Akerstedt & and Gillberg, 1990). I partecipanti indicavano
il proprio livello di sonnolenza su una scala a 9 punti, da 1 (“Estremamente vigile”) a 9
(“Estremamente sonnolento”).

I WPAL si articola in tre fasi: Apprendimento (E), Allenamento (L) e Test (T). Nel corso
dell’intero esperimento, ciascun partecipante ha svolto una fase di Apprendimento, tre fasi di
Allenamento (LO-L2) e sette fasi di Test (TO-T6) (Figura 3.1). Durante la fase di
Apprendimento, le pseudo-parole vengono riprodotte tramite gli altoparlanti del computer del
partecipante, mentre compare sullo schermo la corrispondente parola in italiano (ad esempio,
esdra - impiego). Subito dopo, la pseudo-parola viene ripetuta e il partecipante deve digitarne
la traduzione associata entro 10 secondi. Successivamente viene fornito un feedback. Nella
successiva fase di Allenamento, le stesse pseudo-parole vengono ripresentate sotto forma di
stimolo uditivo e al partecipante viene chiesto di digitarne la traduzione associata. Viene
nuovamente fornito un feedback. Soltanto durante LO tutte le 40 coppie di vocaboli vengono
presentate due volte, mentre nelle fasi di Allenamento successive ciascuna coppia viene
presentata una sola volta. Infine, nella fase di Test, il partecipante ascolta la pseudo-parola e
deve fornire la relativa traduzione, senza ricevere alcun feedback. Per quanto riguarda il PVT,
¢ stata calcolata la media dei tempi di reazione (in millisecondi) per ciascun partecipante,

mentre per il WPAL ¢ stata calcolata 1’accuratezza, intesa come il numero di pseudo-parole

28



correttamente associate alla corrispondente parola in italiano. Le risposte contenenti errori di

battitura (ad esempio, “olivo” anziché “ulivo”) sono state considerate corrette.

GIORNO 1 GIORNO 2 GIORNO 3 GIORNO 4 RETEST

NOTTE DI
ADATTAMENTO

. E sessione di Apprendimento (‘" TMR-CLAS
@ PVT L sessione di Allenamento
T Sessione di Test xpu  SHAM

Figura 3.1 Rappresentazione grafica della procedura sperimentale. PVT: Psychomotor

Vigilance Task; WPAL: Word-Pseudoword Association Learning task.

3.2.4 Procedura

Lo studio ha adottato un disegno sperimentale within-subjects, in cui tutti i partecipanti
hanno preso parte a una prima notte di adattamento (senza stimolazione), seguita da tre notti
consecutive di stimolazione acustica secondo il paradigma TMR-CLAS (Figura 3.1).

Ogni mattina successiva ad una notte sperimentale, cosi come la mattina del Retest, i
partecipanti compilavano un diario del sonno tramite Google Forms, rispondendo a domande
relative alla notte appena trascorsa. Le informazioni raccolte includevano: orario in cui si erano
coricati, orario di addormentamento, numero e durata dei risvegli notturni, orario del risveglio
e orario in cui si erano alzati dal letto. Inoltre, veniva chiesto se avessero dormito indossando
la fascia EEG ZMax, quanto ritenevano che essa avesse disturbato il sonno, e se durante la notte
avessero percepito alcune delle parole riprodotte dagli altoparlanti.

Nel corso della giornata precedente alla notte di adattamento, ciascun partecipante -
ritenuto idoneo secondo 1 criteri indicati nel paragrafo 3.2.1 — firmava il consenso informato e

ritirava la strumentazione necessaria (fascia EEG, computer e amplificatori). Inoltre, ognuno
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riceveva istruzioni dettagliate sull’allestimento del setting sperimentale nella propria camera,
nonché sul corretto utilizzo della fascia EEG ZMax. Dopodiché, i partecipanti portavano a casa
la strumentazione e 1’esperimento poteva iniziare.

Durante la notte di adattamento, i partecipanti dormivano indossando la fascia EEG
ZMax, senza ricevere alcuna stimolazione acustica. La notte di adattamento serviva ad abituare
1 partecipanti a dormire con la fascia EEG. La sera del Giorno 1, intorno alle 18:30, si svolgeva,
in collegamento via Zoom con lo sperimentatore, la prima sessione del compito WPAL (si veda
il paragrafo 3.2.3), sempre preceduta dal PVT. Tale sessione includeva una fase di
Apprendimento (E), una fase di Allenamento (LO) e una fase di Test (T0O). Nel corso delle tre
notti successive (Notte 1, 2 e 3), i partecipanti continuavano a dormire indossando la fascia
EEG ZMax, questa volta ricevendo la stimolazione acustica secondo il paradigma TMR-CLAS.
La mattina del giorno 2, un'ora dopo il risveglio, i partecipanti completavano la fase di Test T1.
La sera, alle 18:30, venivano sottoposti alla fase di Allenamento L1 e al Test T2. La mattina del
giorno 3, un’ora dopo essersi svegliati, svolgevano il Test T3, mentre la sera, alle 18.30,
completavano L2 e T4. La mattina del giorno 4, un’ora dopo il risveglio, 1 partecipanti venivano
sottoposti al Test TS, dopo il quale riconsegnavano la strumentazione agli sperimentatori,
poiché le notti seguenti tornavano a dormire senza la fascia EEG. Una settimana dopo il giorno
4, sempre la mattina, un’ora dopo il risveglio, i partecipanti svolgevano il Retest T6, ovvero
un’ulteriore fase di Test volta a valutare eventuali effetti a lungo termine.

La TMR-CLAS ¢ stata applicata utilizzando 1l software EventIDE, che consente
I’elaborazione online del segnale EEG. Per regolare la stimolazione ¢ stato preso come
riferimento il canale Fpz integrato nella fascia ZMax (si veda il paragrafo 3.2.2). Durante le
Notti 1, 2 e 3, gli stimoli venivano erogati durante la fase ascendente delle SOs. La stimolazione
poteva avere inizio dopo 2 minuti di continua individuazione di SOs e si interrompeva
automaticamente quando il sistema non le individuava piu. Ciascuno stimolo aveva una durata
di 500 millisecondi, I’intervallo tra due stimoli era di 4 secondi e I’intensita del suono era
impostata a 45 dB per evitare interruzioni del sonno.

La stimolazione ¢ stata personalizzata per ciascun partecipante: dopo TO, tra le 40
pseudo-parole, ne sono state selezionate casualmente 20 da riprodurre durante le notti di
stimolazione (Stimolate). Tra queste vi erano meta delle pseudo-parole che il partecipante aveva
correttamente associato alla parola italiana durante TO (Ricordate), e meta delle pseudo-parole

non correttamente associate durante TO (Non ricordate). Una volta estratte, le pseudo-parole
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venivano inserite in file individuali, che rimanevano invariati per I’intera procedura

sperimentale.

3.2.5 Analisi dei dati

Le variabili demografiche (eta, genere) e i risultati dei questionari di screening dei
partecipanti sono stati descritti tramite media e deviazione standard (Tabella 3.1). La
prestazione mnestica ¢ stata valutata calcolando I’accuratezza, ovvero la somma delle pseudo-
parole correttamente associate alla corrispondente traduzione in italiano. Successivamente,
sono stati calcolati i differenziali di prestazione mnestica tra diverse sessioni di test: AT1TO
(calcolato come T1-T0), AT3T2 (T3-T2), AT5T4 (T5-T4) e AT6TS (T6-TS). Per ciascun
differenziale ¢ stato condotto un modello lineare misto (Linear Mixed Model, LMM),
includendo come variabile dipendente 1 differenziali (es. AT1TO0), come effetti fissi le variabili
Stimolazione (Stimolate, Non stimolate) e RicordoTO (Ricordate, Non ricordate), e come
effetto casuale la variabile partecipanti (ID), al fine di controllare la variabilita individuale. Le
etichette di RicordoTO e Stimolazione sono state attribuite sulla base della prestazione nella
sessione TO e mantenute costanti per tutte le analisi successive.

Le analisi post-hoc sono state condotte utilizzando le medie marginali stimate (EMMs)
al fine di confrontare i livelli dell’effetto di interazione. I test post-hoc sono stati corretti per
confronti multipli utilizzando il metodo di correzione di Holm.

Come misura dell’effect size ¢ stato calcolato 1’eta quadrato parziale (n?,) per gli effetti
dei LMM, e la d di Cohen per i test post-hoc (d).

Tutte le analisi statistiche sono state condotte in Rstudio 4.4.2 (R Core Team, 2024).

Il livello di significativita per ogni analisi ¢ stato fissato a p < 0.05.

3.3 Risultati
3.3.1 Caratteristiche demografiche

La Tabella 3.1 mostra un riepilogo delle caratteristiche demografiche e dei punteggi
ottenuti dai partecipanti ai questionari di screening iniziali. Ciascun partecipante ha ricevuto in
media 335 (+ 204) stimoli TMR per notte, di cui 190 (+ 168) appartenenti alla condizione

Ricordate e 145 (£ 114) alla condizione Non ricordate.
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Tabella 3.1 Variabili demografiche e risultati dei questionari di screening.

Media + DS Media = DS
Eta (anni) 21.50+1.20 ISI 238 +£1.51
Genere (F/M) 5/3 rMEQ 15.75 £2.25
DASS-21 Ansia 1.63 £ 1.41 ESS 6.75 +3.49
DASS-21 Depressione 2.25+1.91 MMQ Soddisfazione 2925 +4.17
DASS-21 Stress 3.25+2.12 MMQ Abilita 60.5 +6.70
PSQI 3.50 £ 1.07 MMQ Strategie 28.38 +8.23

Note. Medie + deviazioni standard delle variabili demografiche e dei risultati dei questionari di
screening. DASS-21: Depression, Anxiety and Stress Scale - 21 Items; PSQI: Pittsburgh Sleep
Quality Index; ISI: Insomnia Severity Index; tMEQ: Morningness—Eveningness Questionnaire
reduced version; ESS: Epworth Sleepiness Scale; MMQ: Multifactorial Memory
Questionnaire.

3.3.2 Prestazione mnestica

I1 modello lineare misto (LMM) sul cambiamento di prestazione tra T1 e TO (AT1TO,
Figura 3.2) ha evidenziato un effetto principale significativo della variabile RicordoTO, con una
riduzione della prestazione da TO a T1 per le parole ricordate, a differenza di quelle non
ricordate, che invece hanno mostrato un miglioramento della prestazione (Tabella 3.2) (B = -
2.75, SE = 0.55, t(21) = -5.04, p < .001, 0%, = 0.56). L'effetto principale della variabile
Stimolazione non ¢ risultato significativo (f = -0.50, SE = 0.55, t(21) =-0.92, p = .369, 0%, =
0.02). L’interazione tra Stimolazione e RicordoTO non ¢ risultata significativa ( = 1.50, SE =
0.77,t(21) = 1.94, p = .065, n%, = 0.15).

I risultati del LMM sul cambiamento di prestazione tra T3 e T2 (AT3T2, Figura 3.3)
hanno mostrato un aumento significativo della prestazione per le parole stimolate rispetto a
quelle non stimolate nella condizione Non ricordate (B = 1.38, SE = 0.45, t(28) =3.02, p = .005,
n% = 0.08), indicando un miglioramento della memoria associato alla stimolazione acustica
nelle parole che non erano state ricordate a TO. Anche la variabile RicordoTO ha mostrato un
effetto significativo (f = 1.00, SE = 0.47, t(28) = 2.20, p = .037, n%, = 0.005), suggerendo che i
partecipanti hanno avuto una prestazione migliore per le parole Ricordate nella condizione Non
stimolate. L’interazione tra Stimolazione e RicordoTO ¢ risultata significativa e negativa (f = -

1.75, SE = 0.65, t(28) = -2.72, p = .011, n? = 0.21), suggerendo che la stimolazione abbia
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potenziato in modo selettivo la rievocazione delle parole non ricordate rispetto a quelle

ricordate (Tabella 3.2). I successivi confronti post-hoc hanno rivelato che la differenza

significativa ¢ emersa tra le parole Non ricordate e Stimolate e le parole Non ricordate e Non

stimolate (t(21) = -3.02, p =.039, d = -1.51), confermando che la stimolazione migliora la

memoria per le parole non ricordate inizialmente.

mostrato nessuna significativita (p > .15).

AT1TO

-3

5

°

Le differenze tra altre coppie non hanno

RicordoTO

¢ Non ricordate
* ¢ Ricordate

Non stimolate
Stimolazione

Stimolate

Figura 3.2 Rappresentazione grafica del cambiamento di prestazione tra T0 e T1 suddiviso per

parole Stimolate e Non stimolate e Ricordate (viola) e Non ricordate (blu) a TO. Ogni punto

corrisponde a un partecipante, la linea tratteggiata rappresenta lo 0 e il mezzo violino mostra

la distribuzione dei dati.

AT3T2

°

RicordoTO

¢ Non ricordate
¢ Ricordate

Non stimolate
Stimolazione

Stimolate

Figura 3.3 Rappresentazione grafica del cambiamento di prestazione tra T0 e T1 suddiviso per

parole Stimolate e Non stimolate e Ricordate (viola) e Non ricordate (blu) a TO. Ogni punto

33



corrisponde a un partecipante, la linea tratteggiata rappresenta lo 0 e il mezzo violino mostra

la distribuzione dei dati.

Tabella 3.2 Media e deviazione standard (M + DS) dei differenziali divise per ciascun livello

delle variabili Stimolazione e RicordoTO.

Stimolazione RicordoT( M+=DS T1TO0O M=DS T3T2 M=DS T5T4 M=DS T6T5

Non Non 1.13+1.13 -0.63+£092 -0.13£099 -0.63+1.19

stimolate ricordate

Non Ricordate -1.63+£192 038+092 050+£0.76 -0.63+£0.74

stimolate

Stimolate Non 0.63+0.74 0.75+1.16 025+£1.04 -1.25+1.39
ricordate

Stimolate Ricordate -0.63+£0.74  0.00 £0.53 0.00+0.00  0.00£0.53

L’analisi tramite LMM su AT5T4 (Figura 3.4) non ha evidenziato effetti significativi
per nessuno degli effetti principali, né per la variabile Stimolazione (f = 0.38, SE = 0.33, t(21)
=1.12, p =.275, 0% =0.003), né per la variabile RicordoTO ( =0.63, SE=0.33,t(21)=1.87,
p =.076, n% = 0.03). Non sono stati osservati effetti significativi neanche per I’interazione tra
Stimolazione e RicordoTO (B =-0.88, SE = 0.47, t(21) =-1.85, p =.079, n% =0.14).

L’analisi statistica tramite LMM relativa alla variazione di prestazione tra T6 e T5
(AT6TS, Figura 3.5) ha evidenziato un’interazione significativa tra Stimolazione e RicordoT0
(B=1.25,SE=0.51,t21)=2.47, p=.022,1?, = 0.23), indicando che I’effetto a lungo termine
della stimolazione dipende dal fatto che la parola sia stata ricordata o meno precedentemente.
N¢ I’effetto principale di Stimolazione (f = -0.63, SE = 0.36, t(21) = -1.75, p = .095, n?, = 0),
né quello di RicordoTO (B < 0.001, SE = 0.36, t(21) = 0.00, p = 1.00, n% = 0.23) sono risultati
statisticamente significativi. Le analisi post-hoc hanno evidenziato che la differenza
significativa si e verificata tra le parole Stimolate e Ricordate e quelle Stimolate e Non ricordate
(t(21) = -3.49, p = .013, d = -1.74). In particolare, le parole Stimolate e Ricordate sono
mantenute meglio nel tempo rispetto alle parole Stimolate e Non ricordate. Gli altri confronti

non hanno raggiunto la significativita statistica (p > .32).
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Figura 3.4 Rappresentazione grafica del cambiamento di prestazione tra T4 e TS suddiviso per
parole Stimolate e Non stimolate e Ricordate (viola) e Non ricordate (blu) a TO. Ogni punto
corrisponde a un partecipante, la linea tratteggiata rappresenta lo 0 e il mezzo violino mostra

la distribuzione dei dati.

1 oo o
s e i e
10" " e oA RicordoT0
s 4 Non ricordate
< . . . ¢ Ricordate
_3-
Non stimolate Stimolate

Stimolazione

Figura 3.5 Rappresentazione grafica del cambiamento di prestazione tra TS5 e T6 TS suddiviso
per parole Stimolate e Non stimolate e Ricordate (viola) e Non ricordate (blu) a TO. Ogni punto
corrisponde a un partecipante, la linea tratteggiata rappresenta lo 0 e il mezzo violino mostra

la distribuzione dei dati.
3.4 Discussione e conclusioni

Il presente studio ¢ stato condotto per indagare gli effetti della stimolazione acustica

durante il sonno sul consolidamento della memoria dichiarativa. In particolare, 1’obiettivo
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principale era verificare ’efficacia dell’impiego di stimoli uditivi nel miglioramento della
prestazione mnestica, attraverso un compito di apprendimento di coppie di vocaboli. Il compito
utilizzato ¢ stato il WPAL (Word-Pseudoword Association Learning task), in cui ciascun
partecipante doveva apprendere quaranta coppie di parole, ognuna costituita da una pseudo-
parola e dalla sua traduzione in italiano. La somministrazione dei compiti sperimentali, la
stimolazione acustica e la registrazione EEG si sono svolte all’interno di un setting ecologico,
ovvero 1’abitazione dei partecipanti, grazie all’impiego della fascia EEG ZMax. Si tratta di un
dispositivo wearable, adatto anche a utenti non esperti, grazie alla sua semplicita d’uso e alla
maggiore comodita rispetto ai sistemi EEG tradizionalmente impiegati in laboratorio.

Lo studio si inserisce nel filone di ricerca relativo allo sviluppo di tecniche non invasive
di stimolazione durante il sonno, come la targeted memory reactivation (TMR) in modalita
closed-loop (CLAS). La letteratura sull’argomento suggerisce che la riattivazione mirata delle
tracce mnestiche durante il sonno a onde lente, se sincronizzata con la fase ascendente delle
oscillazioni lente (SOs), puo favorire il consolidamento e il successivo richiamo delle memorie
(Abdellahi et al., 2023; Goldi et al., 2019; Shimizu et al., 2018).

Sono state formulate tre ipotesi principali in merito agli effetti della stimolazione
durante il sonno. La prima riguardava gli effetti immediati della stimolazione: si prevedeva che
anche una singola notte di stimolazione potesse produrre benefici sulla ritenzione mnestica, con
una prestazione migliore per le parole stimolate rispetto a quelle non stimolate gia nel test
successivo alla prima notte sperimentale (T1). La seconda ipotesi considerava gli effetti
cumulativi della stimolazione somministrata per tre notti consecutive, prevedendo che la
ripetizione potesse amplificare il consolidamento, con differenze significative tra parole
stimolate e non stimolate (nei confronti tra T2 e T3 e tra T4 e TS). La terza ipotesi verteva sugli
effetti a lungo termine della stimolazione: si supponeva che 1 benefici della TMR-CLAS
potessero perdurare anche a distanza di una settimana, con un miglioramento nel richiamo delle
parole stimolate al test T6. Infine, ¢ stata esplorata un’ipotesi aggiuntiva, quale prevedeva che
gli effetti della stimolazione potessero variare in funzione della forza iniziale delle tracce
mnestiche, ovvero se la TMR-CLAS fosse piu efficace nel rafforzare parole gia ricordate a TO
0, al contrario, potesse favorire il recupero di parole inizialmente non ricordate.

Per testare tali ipotesi ¢ stato adottato un disegno sperimentale within subjects, in cui

tutti 1 partecipanti sono stati esposti alla medesima condizione: quattro notti consecutive di
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registrazione in ambiente domestico, di cui una di adattamento e tre notti con stimolazione
acustica personalizzata.

Relativamente alla prima ipotesi, ¢ stato osservato soltanto un effetto principale della
variabile RicordoT0, mentre né la stimolazione né I’interazione tra le variabili hanno prodotto
effetti significativi. Cio suggerisce che, subito dopo la prima notte sperimentale, la stimolazione
durante il sonno non abbia avuto alcun impatto osservabile. Il miglioramento delle parole
inizialmente non ricordate potrebbe riflettere un effetto del sonno sul consolidamento di
sistema, ovvero sulla riorganizzazione e integrazione corticale delle rappresentazioni
mnestiche, come evidenziato da Born e Wilhelm (2012), Diekelmann e Born (2010) e Klinzing
e colleghi (2019).

A partire dalla seconda notte sperimentale (tra T2 e T3), emerge un effetto significativo
della stimolazione acustica, che sembra migliorare selettivamente la prestazione mnestica delle
parole non ricordate a TO. Questo dato suggerisce che la TMR-CLAS possa agire in modo
specifico sulle tracce mnestiche deboli o non del tutto consolidate. Risultati analoghi sono
riportati in studi precedenti: Creery e colleghi (2015) e Cairney e colleghi (2016), pur
impiegando stimoli diversi dal presente studio, hanno osservato che la TMR, accompagnata da
stimoli acustici, puo migliorare selettivamente la rievocazione di tracce mnestiche fragili, non
ancora saldamente consolidate. Nel confronto tra T4 e T5, non sono emersi effetti significativi.
In questa fase, i benefici della stimolazione non sono stati riscontrati, probabilmente a causa di
un’elevata variabilita individuale dei partecipanti, che potrebbe aver mascherato eventuali
effetti significativi. Infatti, € importante sottolineare che il presente studio si € basato su poche
osservazioni a causa del campione molto ristretto (8 partecipanti), il quale ha impedito di
generalizzare i risultati. Fattori come la qualita del sonno, eventuali risvegli notturni o la scarsa
concentrazione durante i compiti sperimentali potrebbero aver influenzato i dati in modo non
controllabile. Di conseguenza, 1’ipotesi sugli effetti cumulativi della stimolazione non pud
essere confermata in modo conclusivo.

L’interazione significativa tra la stimolazione e il ricordo a TO osservata tra TS e T6
suggerisce che la TMR-CLAS possa sostenere il mantenimento a lungo termine di tracce
mnestiche consolidate, in particolare per le parole gia apprese. In questo caso, sono state
richiamate con maggiore successo le parole ricordate a TO, mentre le parole non ricordate hanno
mostrato una rievocazione inferiore, in contrasto con quanto osservato tra T2 e T3. Tale risultato

indica un possibile effetto duale della stimolazione, oggetto di indagine dell’ultima ipotesi
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esplorativa della presente ricerca. La stimolazione TMR nelle fasi iniziali potrebbe rafforzare
maggiormente le tracce deboli, mentre nel lungo termine potrebbe contribuire a stabilizzare le
informazioni gia consolidate. Tali risultati sono in linea con quanto in precedenza descritto in
merito all’ipotesi del consolidamento di sistema attivo, modello secondo il quale la riattivazione
delle tracce mnestiche durante il sonno favorisce sia il potenziamento di memorie deboli che il
consolidamento di sistema di memorie piu salde (Rasch & Born, 2013).

In merito alle limitazioni della ricerca, come ¢ stato gia in parte discusso, si segnala la
numerosita ridotta del campione, la quale potrebbe aver compromesso la rilevazione di effetti
significativi della stimolazione. Inoltre, sebbene il setting domestico permetta ai partecipanti di
sentirsi maggiormente a proprio agio, esso impedisce un controllo rigoroso di variabili
confondenti quali rumore, luce ambientale, qualita del sonno e abitudini pre-sonno, che possono
aver influenzato ’efficacia della stimolazione. Oltre a questi elementi non controllati, vi sono
anche fattori come la motivazione, 1’attenzione e la stanchezza durante i compiti sperimentali,
che potrebbero aver contribuito alla variabilita osservata nei risultati.

Alla luce dei risultati emersi e dei limiti metodologici identificati, in futuro si potrebbe
implementare uno studio come quello appena descritto, cercando di superare 1 limiti e apportare
dei miglioramenti. Innanzitutto, si potrebbe aumentare la numerosita del campione.
Successivamente, si potrebbero adoperare tecnologie pill avanzate e accurate per la
registrazione del sonno in contesti ecologici. Allo stesso tempo, ¢ altrettanto importante che si
sviluppino delle alternative per effettuare studi come questo anche in laboratorio, dove vi € un
ambiente maggiormente controllato e meno soggetto a variabili confondenti. I risultati ottenuti
dalla presente ricerca evidenziano effetti differenziali della stimolazione a seconda della forza
della traccia mnestica. Futuri studi potrebbero adottare paradigmi sperimentali che manipolino
la forza dell’apprendimento e del consolidamento iniziali, per valutare in modo piu diretto

questa presunta selettivita della stimolazione.
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