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1. RESUMEN 

La pérdida de sueño se ha relacionado con en el deterioro cognitivo asociado a la 

edad. Además, la restricción del sueño (RS) altera la fisiología de múltiples regiones 

cerebrales e incrementa la permeabilidad de la barrera hematoencefálica (BHE) 

además de disminuir la expresión de proteínas relacionadas a la plasticidad sináptica. 

Entre estas regiones, el hipocampo, tanto de humanos como de roedores, presenta 

alteraciones que perduran más tiempo que en otras áreas como los ganglios basales 

y el hipotálamo. En el presente estudio, ratas macho adultas fueron sometidas a 10 

días de RS utilizando el método modificado de plataformas múltiples (MPMM) y se 

evaluaron diferentes marcadores en el hipocampo inmediatamente y después de un 

periodo de descanso de 4 h posteriores a la RS. Inmediatamente después de la 

restricción, los animales del grupo RS mostraron un aumento en la inmunorreactividad 

(IR) a la molécula adaptadora de unión a calcio ionizado 1 (IBA-1) y en el número de 

células positivas a este marcador, hallazgos consistentes con activación microglial; 

estos cambios morfológicos persistieron tras un periodo de recuperación de 4 horas. 

Además, determinamos la expresión de las proteínas relacionadas con plasticidad 

sináptica sinaptofisina (Sin) y de la proteína cinasa regulada por señales extracelulares 

(ERK) total y su forma fosforilada (pERK). Observamos que la expresión relativa de 

Sin se redujo significativamente después de la RS y permaneció disminuida tras el 

periodo de descanso, mientras que la relación pERK/ERK aumentó significativamente 

al final del periodo de recuperación. Estas alteraciones moleculares se acompañaron 

de una disrupción en los potenciales de campo locales (PCL) del hipocampo, 

caracterizada por un aumento en la actividad alfa y beta, y una disminución en las 
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bandas delta y theta. De manera importante, las ratas sometidas a RS mostraron un 

deterioro en la memoria a corto plazo en las pruebas de reconocimiento del objeto 

novedoso (RON) y localización de objeto (LO), luego del periodo de recuperación. En 

conjunto, estos hallazgos demuestran que la RS subcrónica induce alteraciones 

persistentes en la microglía y en la sinapsis, así como una señalización anormal de 

ERK que perdura tras un breve descanso, que podría relacionarse con disfunción de 

la red hipocampal y deterioro de la memoria. 
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2. ABSTRACT 

Sleep loss has been implicated in age-related cognitive decline. Sleep restriction (SR) 

disrupts the physiology of multiple brain regions, increases blood–brain barrier (BBB) 

permeability, and reduces the expression of proteins associated with synaptic plasticity. 

Among these regions, the hippocampus in both humans and rodents displays 

alterations that persist longer than those observed in the basal ganglia or 

hypothalamus. In this study, adult male rats were exposed to 10 days of SR using the 

modified multiple platform method (MPMM). After the protocol, different markers were 

evaluated in the hippocampus immediately after SR and following a 4-h recovery 

period. SR animals exhibited increased immunoreactivity (IR) to ionized calcium-

binding adapter molecule 1 (IBA-1) and a higher number of IBA-1–positive cells, 

consistent with microglial activation. These morphological changes persisted after 

recovery. We further examined the expression of synaptophysin (Syn), extracellular 

signal–regulated kinase (ERK), and its phosphorylated form (pERK). Syn levels were 

significantly reduced after SR and remained diminished following recovery, whereas 

the pERK/ERK ratio increased significantly after rest. Electrophysiological recordings 

revealed hippocampal local field potential (LFP) disruptions characterized by elevated 

alfa and beta activity and decreased delta and theta power. Behaviorally, SR rats 

exhibited short-term memory deficits in the novel object recognition (NORT) and object 

location (OLT) tasks after recovery. Together, these findings indicate that subchronic 

SR induces persistent microglial and synaptic alterations, accompanied by aberrant 

ERK signaling, which may contribute to hippocampal network dysfunction and memory 

impairment. 
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3. LISTA DE ABREVIATURAS 

 

AMPA    Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiónico  

BDNF    Factor neurotrófico derivado del cerebro 

BHE     Barrera hematoencefálica 

C1q     Proteína del complejo 1 del complemento 

C3     Proteína del complejo 3 del complemento  

C3R     Receptor de C3 

CA1     Cuerno de Amón 1 

CA3     Cuerno de Amón 3 

CD68     Cúmulo de diferenciación 68 

CE     Corteza entorrinal 

CX3CL1    Fractalquina 

CX3CR1    Receptor de fractalquina 

EEG     Electroencefalograma 

EMG     Electromiograma 

ERK     Cinasa regulada por señales extracelulares 

GD     Giro dentado 

IBA-1     Molécula adaptadora de unión a calcio ionizado 1 

IF     Inmunofluorescencia 

IL-1β     Interleucina1β 

IL-6     Interleucina 6 

IR     Inmunoreactividad 
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iNOS     Sintasa de óxido nítrico inducible 

LO     Localización de objeto 

MAPK    Proteína cinasa activada por mitógeno 

MEK     Proteína cinasa activada por mitógeno 

MOR     Movimientos oculares rápidos 

N1     Fase del sueño NMOR 

N2     Fase del sueño NMOR 

N3     Fase del sueño NMOR, también conocido como SOL 

NMDA    N-metil-D-aspartato 

NMOR    No movimiento oculares rápidos 

P2Y12    Receptor purinérgico 

pERK    Cinasa regulada por señales extracelulares fosforilada 

PLP     Potenciación a largo plazo 

PCL     Potenciales de campo locales 

PSD95    Proteína de densidad postsináptica 95 

RON     Reconocimiento de objeto novedoso 

Sin     Sinaptofisina 

SNC     Sistema nervioso central  

SOL     Sueño de ondas lentas 

TMEM119    Proteína transmembranal 119 

TNF-⍺    Factor de necrosis tumoral alfa 

WB     Western blot 
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4. INTRODUCCIÓN 

 

4.1. El sueño y su arquitectura 

El sueño es un proceso fisiológico altamente conservado en mamíferos necesario para 

la recuperación física y la regulación del metabolismo [1]. A nivel del sistema nervioso 

central (SNC), el sueño se ha relacionado con la limpieza de desechos celulares que 

son consecuencia del metabolismo celular [2, 3]. El sueño se caracteriza por patrones 

específicos de la actividad eléctrica evaluada mediante registros 

electroencefalográficos (EEG) o de los potenciales de campo locales (PCL) corticales 

acompañados de registros de la actividad electromiográfica (EMG) [4, 5].  

La arquitectura general del sueño entre humanos y roedores es muy similar. En 

humanos, el sueño se divide en dos grandes fases: el sueño en donde de movimientos 

oculares rápidos (MOR) caracterizado por atonía muscular y la presencia de ondas de 

alta frecuencia y baja amplitud en el EEG; y el sueño NMOR en el que no se presentan 

los movimientos oculares rápidos y el EEG registra ondas de baja frecuencia y alta 

amplitud. El sueño NMOR se divide en 3 etapas conocidas como N1, N2 y N3, a la 

etapa N3 también se le denomina sueño de ondas lentas (SOL, por la presencia de 

ondas delta) [6]. El tipo de sueño que presentan los humanos se conoce como 

monofásico, ya que se caracteriza porque el tiempo en el que permanecen dormidos 

es un periodo bien definido principalmente durante la noche [7]. Durante este periodo, 

se presenta la alternancia del sueño MOR, NMOR y episodios breves de vigilia en 

ciclos de 90 minutos. Además, el sueño NMOR es predominante durante la primera 

mitad del sueño mientras que el sueño MOR se presenta con mayor proporción 
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durante la segunda mitad [8]. En roedores, las fases de sueño son las mismas, la 

principal diferencia con el sueño en humanos es que el patrón de sueño es polifásico, 

es decir, que sus ciclos de sueño se distribuyen a lo largo del día con mayor proporción 

durante el periodo de luz [9, 10] (Figura 4.1.). Aunque la conducta y la temporalidad 

del sueño entre humanos y roedores son diferentes, los mecanismos neurofisiológicos 

subyacentes y las funciones del sueño se conservan entre especies [11]. 

 

 

 

Figura 4.1. Comparación de las fases del sueño entre humanos y roedores.  

A) fases del ciclo de sueño/vigilia de humano donde se muestran los trazos corticales representativos 

de la vigilia, el sueño de movimientos oculares rápidos (MOR) y las fases correspondientes al sueño 

NMOR: N1, N2 y N3 conocido como sueño de ondas lentas (SOL) seguido por el hipnograma 

correspondiente. B) fases del ciclo sueño/vigilia de roedores con el trazo cortical representativo de la 

vigilia, SOL y sueño MOR seguido de su hipnograma correspondiente. Imagen tomada y modificada de 

Rayan et al., 2024. 
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4.2.  Neurofisiología del sueño NMOR y MOR 

El sueño NMOR se caracteriza por una disminución en el metabolismo del cerebro, así 

como la aparición de oscilaciones de frecuencia lenta en el EEG. En humanos las 

ondas lentas se caracterizan por la presencia de ondas delta corticales (0.5-4 Hz) y 

complejos K, mientras que en los roedores el EEG muestra predominancia de la 

actividad delta, sin embargo, la distinción entre las diferente etapas es menos 

específica [12]. El sueño NMOR está regulado por la interacción de la corteza cerebral, 

el tálamo y núcleos del prosencéfalo basal [13]. En modelos animales se ha observado 

que durante esta etapa de sueño en el hipocampo se reactivan los patrones 

neuronales que previamente se activaron durante la vigilia, lo que apoya la hipótesis 

del papel de esta fase de sueño en la consolidación de la memoria [14]. En humanos, 

se ha observado mediante estudios polisomnográficos y de neuroimagen que la 

cantidad y calidad del SOL están asociadas con un mejor procesamiento de la 

memoria [15]. Por otra parte, el sueño MOR presenta un patrón de la actividad eléctrica 

parecido a la vigilia y con una actividad theta generalizada en el hipocampo, 

especialmente en roedores [16]. En el sueño MOR se presenta la activación de los 

núcleos pontinos y colinérgicos del tegmento que inducen la atonía muscular y las 

oscilaciones de frecuencia rápida en la corteza [17]. El sueño MOR está implicado en 

la consolidación de la memoria y la regulación del estado de ánimo. En roedores, la 

supresión selectiva del ritmo theta durante el sueño MOR evitó la consolidación de la 

memoria contextual [18]. Además, durante el sueño MOR se llevan a cabo procesos 

de reforzamiento sináptico mediante la expresión de genes relacionados con la 
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plasticidad sináptica como el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF por sus 

siglas en inglés) y a la proteína asociada al citoesqueleto regulada por actividad (ARC, 

por sus siglas en inglés) [16, 19]. 

 

4.3.  Efectos conductuales de la restricción y privación de sueño 

La privación de sueño se define como la pérdida total de sueño ya sea por 

circunstancias particulares o por intervenciones experimentales mientras que la 

restricción de sueño se define como la disminución de la duración habitual de sueño 

que requiere un individuo para presentar un desempeño óptimo en sus tareas diarias 

[8, 20].En humanos se ha observado que la reducción del tiempo de sueño disminuye 

el rendimiento en tareas que implican atención, toma de decisiones y la memoria de 

trabajo. Participantes adultos que fueron sometidos a un protocolo de restricción de 

sueño en el cual se les permitió dormir de 4 a 6 horas durante 14 días consecutivos 

presentaron un menor rendimiento en las pruebas de vigilancia psicomotora y la 

prueba computarizada de sustitución de símbolos de dígitos que evalúan el estado de 

alerta y la memoria de trabajo respectivamente. Los autores reportan que los efectos 

observados en el tiempo de reacción y la atención sostenida son comparables a los 

que presentan individuos privados completamente de sueño durante 1 o 2 noches [21]. 

La pérdida de sueño en ratas provoca alteraciones en la conducta. Tras 24 horas de 

privación total o fragmentación del sueño mediante cinta rodante, las ratas exhiben un 

aumento en la exploración de espacios abiertos en el test de campo abierto [22]. 

Además, ratas sometidas a privación del sueño MOR mediante el modelo de 

plataforma pequeña, presentaron problemas de orientación cuando fueron sometidas 
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a la prueba de laberinto acuático de Morris, indicando alteraciones en la capacidad de 

navegación de estos roedores y en regiones cerebrales implicadas en estas tareas 

como la corteza prefrontal y el hipocampo [23].  

 

4.4. Funciones del hipocampo 

El hipocampo es una estructura que se localiza en el lóbulo temporal y forma parte del 

sistema límbico. Las principales funciones del hipocampo son la formación, 

consolidación y recuperación de memorias [24]. Adicionalmente, es una región 

necesaria para la navegación espacial [25] y la regulación emocional [26]. La actividad 

eléctrica del hipocampo se caracteriza por una actividad rítmica de baja frecuencia, 

principalmente ondas theta (4-8 Hz), las cuales están asociadas con el procesamiento 

de señales ambientales y la codificación de la memoria [27, 28]. Dentro del hipocampo, 

el principal circuito neuronal para el procesamiento de la información es el circuito 

trisináptico el cual consiste en la vía perforante que es el grupo de sinapsis mediante 

el cual el giro dentado (GD) recibe información desde la corteza entorrinal (CE). 

Después, el GD envía información hacia la región CA3 del hipocampo a través de las 

fibras musgosas. Por último, las colaterales de Schaffer permiten la comunicación 

entre las neuronas piramidales del CA3 y la región CA1 hipocampal (Figura 4.5.) [29]. 

La PLP se lleva a cabo principalmente en la región CA1 y es inducida por las señales 

que se transmiten a través del circuito trisináptico hipocampal [30, 31]. 

Además, se ha determinado que la frecuencia theta es indispensable para establecer 

el proceso de PLP [18, 32, 33]. En experimentos in vitro e in vivo empleando un 

trazador sensible al voltaje se observó que la estimulación en la CE con una frecuencia 
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theta (5 Hz) ocasionó la propagación de la actividad neural a través del circuito 

trisináptico hipocampal [33]. En este experimento también se observó que la respuesta 

del hipocampo es dependiente de la frecuencia del estímulo en la CE; frecuencias de 

1 Hz incrementaron los potenciales evocados en el GD significativamente, pero no en 

CA1. Además, la estimulación a 20 Hz no incrementó los potenciales evocados en el 

GD o CA1 en comparación con la estimulación a 5 Hz, que fue la única que incrementó 

los potenciales evocados y la PLP en CA1 [33], demostrando que la frecuencia theta 

es necesaria para la activación del circuito trisináptico. La hipótesis de Stepan y 

colaboradores para explicar esté hallazgo es que el hipocampo funciona mediante una 

especie de “filtros”; mientras que la región del GD funciona como un “filtro de paso 

bajo”, el cual permite el paso de frecuencias bajas mientras que atenúa las señales de 

frecuencia alta. Por el contrario, la región CA3 permite el paso de frecuencias altas 

atenuando frecuencias bajas (efecto opuesto) [33]. Esta información sugiere que los 

ritmos hipocampales son indispensables para el establecimiento de procesos 

conocidos por consolidar la memoria. En ratas a las que se evaluó la actividad eléctrica 

hipocampal mientras realizaban la prueba de laberinto en T, la cual evalúa la memoria 

espacial, se observó que las oscilaciones theta y las gamma se acoplan en la región 

CA1 (el acoplamiento es un evento de organización temporal en el que la amplitud de 

las oscilaciones gamma se modula en función de la fase theta). Además, el 

comportamiento de este acoplamiento de frecuencias theta/gamma cambia conforme 

el animal adquiere habilidad en la tarea, lo que sugiere una función en la codificación 

y recuperación de información espacial [34]. Asimismo, el acoplamiento entre theta y 

gamma en tareas de memoria de trabajo espacial también se ha observado entre el 
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hipocampo y la corteza prefrontal en ratones modificados genéticamente que 

presentan déficit cognitivo y en ratones sometidos a pruebas de mayor dificultad 

cognitiva. Los autores sugieren que el incremento en el acoplamiento de las señales 

theta/gamma entre regiones puede ser un mecanismo compensatorio para mantener 

un buen desempeño en la memoria espacial cuando se incrementa la dificultad de la 

prueba [35]. Estos hallazgos apoyan la hipótesis de que el acoplamiento cruzado de 

frecuencias es clave para la codificación secuencial de estímulos y para la plasticidad 

sináptica [36]. En el hipocampo predomina la neurotransmisión mediada por glutamato 

(glutamatérgica) que subyace a los procesos de plasticidad sináptica característicos 

de esta región, especialmente la PLP. La PLP depende de la activación de los 

receptores para N-metil-D-aspartato (NMDA), los receptores para ácido α-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiónico (AMPA) y los receptores para kainato que al ser 

activados permiten el influjo de iones Na+ y Ca2+ activando cascadas de señalización 

intracelular y permitiendo el reclutamiento y la inserción de más receptores AMPA en 

la membrana postsináptica para reforzar la comunicación neuronal [37, 38]. Por otro 

lado, el GD es una región en la que se lleva a cabo la neurogénesis en roedores; este 

proceso contribuye a la plasticidad estructural y funcional del hipocampo y por lo tanto, 

a la capacidad de adaptación a nuevas experiencias [39]. La actividad neuronal activa 

vías de señalización transcripcionales y traduccionales que sostienen la plasticidad 

sináptica, incluidos genes de respuesta inmediata como ARC, c-FOS, así como 

proteínas estructurales y de señalización que estabilizan y permiten los cambios 

sinápticos.  
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4.5. Función de la vía de ERK en el hipocampo 

La señalización de la vía ERK en el hipocampo desempeña un papel indispensable 

para los procesos de plasticidad sináptica y la memoria dependiente del hipocampo. 

La activación de la vía de las MAP cinasas (ERK/MAPK) acopla la actividad eléctrica 

con la expresión de genes que dependen de la activación de ERK que regula la 

transcripción de genes relacionados con la plasticidad. La activación de la vía ERK en 

respuesta a estímulos sinápticos promueve la activación de cascadas de señalización 

que regulan la expresión génica y la síntesis de  proteínas necesarias para la memoria 

a largo plazo [40]. Por otro lado, la inhibición de MEK (cinasa activadora de ERK) evita 

la activación de ERK ante estímulos inductores de la PLP y atenúan su inducción [41]. 

En ratas, la activación de la vía de las MAPK incrementó en el hipocampo cuando los 

animales fueron sometidos a una prueba de condicionamiento contextual al miedo la 

cual evalúa el aprendizaje asociativo, sin embargo, al inhibir MEK, se abatió el 

aprendizaje, sugiriendo que la activación de la vía ERK/MAPK es necesaria para la 

consolidación de memoria [42]. Por otro lado, la vía ERK participa en la remodelación 

estructural de espinas dendríticas y en la regulación de proteínas presinápticas y 

postsinápticas, contribuyendo a la estabilización de circuitos neuronales tras la 

experiencia [43].Esta evidencia vincula la vía de ERK con la expresión de proteínas 

esenciales para la PLP y la memoria, incluyendo el incremento de la expresión de 

diferentes proteínas sinápticas [44, 45]. Durante la PLP aumentan los puntos 

sinápticos (acumulaciones discretas de proteínas sinápticas visualizadas por 

inmunomarcaje que funcionan como indicadores de densidad sináptica) en donde se 

localizan proteínas de adhesión y sinapsis que participan en el ensamblaje de 
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proteínas pre- y postsinápticas que acompañan la consolidación de la PLP [46]. Estos 

hallazgos posicionan a la activación de ERK y las proteínas sinápticas de andamiaje y 

vesiculares, como la sinaptofisina, como efectores clave de la plasticidad [44-46]. La 

sinaptofisina (Sin) es una glucoproteína integral de las vesículas presinápticas 

identificada originalmente por Wiedenmann y Franke, y puede considerarse un 

marcador molecular de membrana vesicular sináptica [47]. Debido a su ubicuidad en 

las terminales presinápticas, la inmunorreactividad de la Sin se ha utilizado 

extensamente como índice cuantitativo de densidad sináptica en tejido humano y 

animal, con múltiples estudios que relacionan su abundancia con el número de 

sinapsis [48, 49]. Además, durante la fase tardía de la PLP, se presenta un incremento 

en el número de “puncta” positivos a Sin, lo que respalda su valor como marcador 

dinámico de cambios sinápticos estructurales [46-48]. 

 

Figura 4.5. Circuito trisináptico hipocampal.  

Esquema representativo del hipocampo de un roedor. La corteza entorrinal (CE) se comunica con el 

hipocampo proyectando axones al giro dentado (GD) mediante la vía perforante, las neuronas 

granulares del GD envían proyecciones (fibras musgosas) a las neuronas piramidales de la región CA3, 

por último, laCA3 se comunican con las neuronas piramidales de CA1 mediante las colaterales de 

Schaffer. Creado en biorender.com. 
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4.6. Efectos de la restricción de sueño sobre la función hipocampal 

La restricción o fragmentación del sueño tiene efectos adversos directos sobre la 

actividad eléctrica del hipocampo. En un modelo de fragmentación del sueño en ratas, 

en el cual se redujo significativamente el sueño MOR mediante interrupciones 

periódicas, se observó un deterioro de la PLP en la región CA1 del hipocampo. Estas 

alteraciones se asociaron a un pobre desempeño en la prueba del laberinto acuático 

de Morris, prueba que evalúa la memoria espacial que es dependiente del hipocampo 

[50]. Por otro lado, ratones a los cuales se abolió la actividad theta del hipocampo 

durante el sueño MOR presentaron un bajo desempeño en la prueba RON, sugiriendo 

que el ritmo theta durante esta fase de sueño es importante para la función cognitiva 

que depende del hipocampo [18]. Además, la restricción de sueño induce cambios 

específicos en los ritmos oscilatorios tanto en la corteza como en el hipocampo. Tras 

6 horas de restricción de sueño, se observó un marcado incremento en la potencia de 

ondas delta durante el sueño posterior a la privación de sueño en la corteza, y refleja 

el control homeostático que ejerce la presión de sueño, el cual se define como el 

incremento progresivo de la necesidad para dormir en función al tiempo que el 

individuo pasa en vigilia [51, 52]. La pérdida de sueño altera la señalización de ERK 

en hipocampo y puede reducir marcadores sinápticos. En ratas las cuales fueron 

sometidas a 6 horas de restricción de sueño, se observó una disminución en la 

fosforilación de ERK1/2 en el hipocampo, estos animales presentaron una memoria 

espacial deteriorada 24 h después de protocolo de restricción, sugiriendo que la 

señalización de ERK es necesaria para la consolidación de la memoria espacial [53]. 

En ratones sometidos a restricción de sueño en el que se restaron 3 h a su periodo de 
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sueño durante 5 días, se observó la reducción en la expresión de proteínas pre y 

postsinápticas, incluida Sin, junto con pérdida de sinapsis y deterioro de memoria 

dependiente de hipocampo evaluada mediante las pruebas RON y condicionamiento 

contextual al miedo [54]. También se ha determinado cambios en la expresión de 1146 

genes del hipocampo de ratones sometidos a un protocolo agudo de privación de 

sueño (5 h), con sobreexpresión de genes relacionados con splicing del RNA y 

asociados al núcleo, mientras que los genes regulados a la baja están implicados en 

procesos de adhesión celular, localización dendrítica, sinapsis y relacionados con la 

membrana postsináptica. No obstante, 3 h de descanso posterior a la privación de 

sueño normalizó los niveles de RNAm de la mayoría de genes  alterados [55]. Estos 

resultados demuestran que la disminución del tiempo de sueño impacta a diferentes 

niveles la función y estructura del hipocampo. Sin embargo, son pocos los estudios 

que abordan la actividad eléctrica hipocampal durante o después de la restricción y 

privación de sueño 

 

4.7. La microglía y función homeostática 

En condiciones fisiológicas, la microglía ejerce un papel fundamental para el 

mantenimiento de la homeostasis cerebral a través del monitoreo constante del 

microambiente, empleando la motilidad de sus procesos para realizar una vigilancia 

continua del parénquima cerebral y detectar de manera rápida alteraciones en la 

actividad neuronal y cambios en el microambiente [56]. A nivel molecular, la función 

homeostática microglial está sostenida por firmas transcripcionales que incluyen al 

receptor purinérgico P2RY12 acoplado a proteína G, la proteína transmembranal 119 
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(TMEM119) y el receptor CX3CR1. La vigilancia microglial depende principalmente de 

los receptores purinérgicos P2Y12 que median la respuesta a nucleótidos 

extracelulares liberados por neuronas y astrocitos durante la actividad neuronal y 

sináptica. Adicionalmente, los canales iónicos de potasio THIK-1 que regulan la 

extensión y retracción de los procesos microgliales [57]. Otra función relevante de la 

microglía es la remodelación sináptica, en la que se eliminan conexiones innecesarias 

para favorecer la consolidación de circuitos eficientes para el aprendizaje y la memoria 

[58]. Este proceso es mediado por la interacción de la fractalquina con su receptor 

(CX3CL1–CX3CR1) y el sistema del complemento (C1q→C3→C3R) [55, 58]. Por otra 

parte, los ejes inhibitorios CD47-SIRP⍺ permiten la discriminación de las sinapsis que 

deben ser eliminadas de las que se deben conservar [59], lo que la convierte a la 

actividad microglial en un agente crítico del  mantenimiento y balance de los circuitos 

sinápticos dependientes de la actividad neuronal [60-62]. La plasticidad sináptica 

mediada a través de la microglía se lleva a cabo mediante diferentes mecanismos: (a) 

poda de elementos sinápticos mediante el marcaje con C1q-C3 (opsonización), 

reconocimiento y posterior fagocitosis mediante el receptor de C3 (C3R), (b) liberación 

de factores moduladores como TNF-α y BDNF que regulan el tráfico de receptores 

AMPA y promueve la formación, estabilidad y fuerza sináptica, y (c) contactos 

dinámicos con espinas dendríticas que influyen en la estabilidad y recambio sináptico 

[60, 63, 64].  
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4.8. La función de la microglía en el sueño  

La interacción entre el sueño y el sistema inmunitario ha sido ampliamente estudiada; 

sin embargo, la evidencia sobre el papel específico de la microglia en la regulación del 

sueño es relativamente reciente. En ratones, se ha observado que la activación de los 

receptores microgliales P2Y12 acoplados a proteínas Gi incrementa la producción de 

adenosina, lo que reduce los niveles de noradrenalina. Dicho mecanismo promueve la 

disminución de la vigilia y un aumento del tiempo total de sueño, particularmente del 

sueño NMOR [110]. Asimismo, se reportó una reducción en el número de episodios 

tanto de sueño MOR como de sueño NMOR, así como en los periodos de vigilia. De 

manera complementaria, la depleción microglial mediante la administración de un 

inhibidor del receptor del factor estimulante de colonias 1 (CSF1R) provocó 

alteraciones en la arquitectura del sueño e incrementó la duración de la fase NMOR 

[143]. Por otra parte, se ha demostrado que los cambios morfológicos de la microglia 

y su interacción con las espinas dendríticas varían a lo largo del ciclo sueño-vigilia. 

Mediante microscopía de dos fotones, Nebeling et al. observaron que, durante la vigilia 

existe un mayor contacto de los procesos microgliales con las espinas dendríticas de 

las neuronas y que hacen mayor contacto con las que serán fagocitadas o en las 

regiones que se presentarán nuevas dendritas [144]. Estos hallazgos sugieren que la 

microglia participa activamente en la modulación del sueño fisiológico, integrando 

señales purinérgicas, monoaminérgicas y sinápticas para ajustar la duración y calidad 

del sueño. En conjunto, la evidencia posiciona a la microglia como un modulador clave 

del ciclo sueño-vigilia, con un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis 

neural durante el descanso. 
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4.9. Respuesta de la microglía a alteraciones no homeostáticas 

La disrupción o supresión de las vías de señalización que emplea la microglía para 

mantener las funciones homeostáticas de vigilancia induce cambios en la microglía 

hacia perfiles pro-inflamatorios caracterizados por la inducción de la interleucina-1 beta 

(IL-1β), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), la cintas de óxido nítrico inducible 

(iNOS) y un aumento en MAPK (p38, ERK) y el factor nuclear kappa B (NF-κB) [65, 

66]. La vía de señalización MAPK/ERK actúa como nodo clave en la transducción de 

señales proinflamatorias en la microglía. La presencia en el SNC de estímulos como 

lipopolisacárido (LPS), oligómeros beta amiloide (Aβ) o señales de daño activan 

rápidamente la vía ERK, con aumentos de la forma fosforilada de ERK1/2 en las 

células de la microglía en rangos temporales de minutos a horas [65-67]. En cultivos 

primarios de microglía de ratón se observó que la inhibición farmacológica de ERK con 

el inhibidor SCH772984 suprimió la expresión de genes esenciales para la 

homeostasis, genes microgliales asociados a enfermedad tanto anti como 

proinflamatorios, sugiriendo que la vía de señalización de ERK es indispensable para 

el correcto funcionamiento y respuesta microglial [68]. Estudios de secuenciación de 

una sola célula han mostrado que los estados activados microgliales implican la  

inducción de cinasas (por ejemplo, MEK→ERK) y de fosfatasas reguladoras que 

modulan la amplitud y duración de la fosforilación de ERK, lo cual induce la producción 

de citocinas y cambios en la capacidad fagocítica [67, 68]. Estos datos sugieren que 

la microglía integra señales neuronales, metabólicas e inmunes para alternar entre un 

estado que favorece la homeostasis y estados pro-inflamatorios que, si son 

mantenidos, conducen a la disfunción sináptica [63, 68]. Disminuir la expresión de C3 
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o el receptor CX3CR1 mediante manipulación genética han demostrado que la 

interrupción de estas vías de comunicación microglía-neurona altera la eliminación 

selectiva de sinapsis promoviendo un incremento en el número de sinapsis inmaduras 

y deteriora la consolidación de la memoria, lo que demuestra la necesidad funcional 

de la microglía en el refinamiento de circuitos sinápticos dependientes de actividad [60, 

62]. 

 

4.10. Alteraciones de la microglía en respuesta a la pérdida de sueño 

La restricción y privación de sueño inducen un conjunto de cambios en el fenotipo 

microglial que incluyen activación transcripcional pro-inflamatoria, aumento de 

marcadores de fagocitosis y remodelado morfológico con disminución en el número de 

ramificaciones y el incremento del tamaño del soma [68-70]. En ratones, se ha descrito 

que la vigilia prolongada incrementa la expresión de genes del complemento (C1q, C3) 

y de receptores implicados en fagocitosis microglial, además, el bloqueo farmacológico 

o genético de la vía del complemento atenúa la pérdida sináptica inducida por privación 

de sueño [61, 62]. Bellesi et al. observaron activación microglial cortical y aumento en 

la fagocitosis, tanto en componentes pre y postsinápticos tras la privación aguda y 

crónica de sueño; sin embargo, los animales con restricción crónica muestran cambios 

morfológicos de activación microglial, así como una mayor cantidad de elementos 

sinápticos fagocitados, sugiriendo que la privación y la restricción crónica de sueño 

tienen efectos diferentes sobre la morfología y función microglial. Adicionalmente, otros 

protocolos de restricción crónica de sueño reportan el incremento en la expresión de 

citocinas inflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNF-⍺ en la corteza después de la pérdida 
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de sueño [69, 71, 72]. Estos datos sugieren que la pérdida de sueño puede dirigir a la 

microglía no solamente a un estado proinflamatorio sino también a un estado fagocítico 

que pudiera estar asociado con una poda sináptica exacerbada y por ende con el 

deterioro cognitivo observado tras la restricción de sueño [61, 62, 70]. En modelos de 

privación de sueño, el aumento de señalización de la vía del complemento y la 

activación microglial se han asociado directamente con la reducción de marcadores 

pre y postsinápticos así como con déficits en la PLP y en tareas de memoria espacial, 

sugiriendo la vía causal activación microglial→pérdida sináptica→disfunción de la 

plasticidad sináptica [61, 62]. La pérdida de sueño aguda induce la disminución de los 

niveles de pERK en el hipocampo de ratas tras privación aguda [53]. Por otro lado, en 

un protocolo de RS de larga duración (hasta 6 meses) se reportó un incremento en los 

niveles de pERK en el cerebelo [73]. Estos datos sugieren que la respuesta del eje 

ERK puede ser regionalmente heterogénea (hipocampo vs cerebelo) y dependiente 

del paradigma (agudo vs crónico). En conjunto, la evidencia apoya que ERK es un 

regulador multifuncional que, en la microglía, es necesario para la vigilancia 

homeostática y de respuesta ante cualquier desafío incluyendo la pérdida de sueño. 
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4.11. Cambios morfológicos y funcionales de la microglía del hipocampo 

durante la reducción del sueño 

El hipocampo muestra una respuesta microglial sensible al estrés, lesión y alteraciones 

del sueño. La combinación de análisis morfométricos estandarizados, 

inmunohistoquímica y ensayos de fagocitosis proporcionan evidencia para relacionar 

la morfología microglial con la función fagocítica [74, 75]. Los cambios morfológicos de 

la microglía sugieren cambios en su función. En protocolos de privación o restricción 

de sueño se ha reportado una reducción en el número promedio de intersecciones de 

las ramificaciones y un incremento en el tamaño del soma de las células microgliales 

en las regiones CA1 y GD del hipocampo, además, en algunos trabajos utilizan el 

aumento del soma (+25–60 %) y reducciones en el número intersecciones (−20–45 %) 

para sugerir la transición hacia morfología“ bushy” o tipo ameboide asociados a mayor 

fagocitosis [74, 75]. Además, estos cambios morfológicos están acompañados de una 

mayor cantidad de sinaptosomas internalizados y aumento de marcadores lisosomales 

como CD68, lo que sugiere un incremento de la actividad fagocítica y de la capacidad 

de remodelado sináptico en el hipocampo tras protocolos de pérdida de sueño. 
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5. ANTECEDENTES 

La restricción de sueño (RS) es un factor que no solo induce alteraciones de la función 

cognitiva de manera transitoria, sino que también induce alteraciones duraderas en 

regiones cerebrales críticas para el aprendizaje y la memoria, como el hipocampo [76, 

77]. Diversos estudios han demostrado que la disminución en el tiempo de sueño altera 

múltiples procesos celulares, incluyendo la neurogénesis, la plasticidad sináptica y la 

señalización intracelular [78, 79]. Además, el hipocampo parece ser más vulnerable 

que otras regiones del encéfalo, esto se refleja en las alteraciones estructurales y 

funcionales que pueden persistir incluso tras diversos periodos de recuperación [80]. 

En humanos, se observó que después de una sola noche de privación completa de 

sueño, la concentración del péptido β-amiloide incrementó en el hipocampo de los 

participantes. También se observó que la memoria dependiente del hipocampo se 

encontraba alterada incluso después de dos días de recuperación [81, 82]. 

Adicionalmente, en ratones sujetos a 5 días consecutivos de restricción de sueño, el 

incremento cortical de las ondas delta asociados al rebote de sueño no se observó al 

final del periodo de RS sugiriendo que la restricción de sueño altera la respuesta 

homeostática que regula la presión de sueño. Por otro lado, ratones que fueron 

sometidos a un protocolo de restricción de sueño crónico se observó que un año 

después los ratones presentaban una reducción tanto en el volumen como en el 

número de neuronas en la región CA1 del hipocampo acompañado alteraciones en la 

memoria espacial, activación glial y aumento en la concentración de péptido β-amiloide 

y Tau fosforilado [83]. A pesar de estas evidencias, no se ha explorado el tiempo 

necesario para restaurar las alteraciones reportadas por los protocolos de restricción 
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de sueño o si los efectos observados después de los protocolos de RS persisten a 

largo plazo.  

 

6. JUSTIFICACIÓN 

La restricción de sueño representa una condición creciente en la vida moderna, 

especialmente en contextos urbanos y laborales donde se prioriza la vigilia prolongada 

sobre el descanso fisiológico. A pesar de su alta prevalencia, los estudios actuales 

presentan limitaciones metodológicas relevantes: muchos emplean modelos de 

privación aguda, descuidando que en humanos la RS suele ser subcrónica o crónica; 

otros no contemplan evaluaciones posteriores a un periodo de recuperación; y pocos 

integran de manera simultánea el análisis de actividad eléctrica y marcadores 

moleculares en regiones clave como el hipocampo. El presente proyecto busca 

abordar estas limitaciones mediante un enfoque experimental que evalúe, de forma 

integrada y temporal, el efecto de una RS subcrónica sobre la morfología microglial, la 

expresión sináptica, la señalización intracelular mediada por ERK/pERK, los patrones 

de actividad eléctrica hipocampal y el desempeño en tareas cognitivas dependientes 

del hipocampo, tanto inmediatamente después del protocolo como tras un periodo de 

recuperación de 4 horas. Esta aproximación permitirá establecer un panorama más 

completo de las consecuencias neurobiológicas de la RS. Considerando la creciente 

evidencia que vincula los trastornos del sueño con enfermedades neurodegenerativas 

como el Alzheimer, el estudio de estos mecanismos resulta de gran relevancia no solo 

desde una perspectiva neurocientífica, sino también clínica y de salud pública. 
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7. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Cuál es el efecto de la restricción de sueño (RS) sobre la expresión de proteínas 

relacionadas con la plasticidad sináptica, la actividad eléctrica hipocampal y la 

memoria dependiente de hipocampo inmediatamente después de 10 días de RS y 

después de 4 h de descanso? 

 

8. HIPÓTESIS 

La RS mediante el modelo de plataformas múltiples modificado (MPMM) durante diez 

días consecutivos inducirá alteraciones en la expresión de proteínas relacionadas con 

la plasticidad sináptica, en la actividad eléctrica hipocampal y en la memoria 

dependiente del hipocampo. Estas alteraciones no serán revertidas después de 4 h de 

oportunidad para dormir. 

 

9. OBJETIVOS  

 

9.1. Objetivo general  

Determinar los efectos de la RS sobre la expresión de proteínas relacionadas con la 

plasticidad sináptica, la actividad eléctrica hipocampal y la memoria dependiente del 

hipocampo inmediatamente después de 10 días de RS y después de 4 h de 

oportunidad para dormir. 
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9.2. Objetivos particulares 

Evaluar el efecto de 10 días de RS usando el MMPM en la expresión de IBA-1 en el 

hipocampo de rata, así como en el número y morfología de las células positivas a este 

marcador inmediatamente después de la restricción de sueño y después de un periodo 

de descanso de 4 h. 

Determinar la expresión de la proteína presináptica sinaptofisina (Sin) en el hipocampo 

de los animales RS inmediatamente después de la restricción de sueño y después de 

un periodo de descanso de 4 h. 

Cuantificar la expresión total de la cinasa regulada por señales extracelulares (ERK) 

así como de su forma fosforilada (pERK) en el hipocampo de los animales 

inmediatamente después de la restricción de sueño y después de un periodo de 

descanso de 4 h. 

Determinar la actividad eléctrica del hipocampo antes del protocolo de MPMM y 

durante las 4 h de oportunidad para dormir posteriores a la restricción de sueño. 

Evaluar la memoria declarativa dependiente del hipocampo de los animales después 

de 4 h de oportunidad para dormir posteriores a la RS. 

Determinar la concentración sérica de corticosterona en animales inmediatamente 

después de la restricción de sueño y después de 4 h de oportunidad para dormir 

posteriores a la RS.  
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10. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

10.1. Animales 

Este estudio fue conducido de acuerdo con los lineamientos y principios establecidos 

en la Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial (1964) y aprobado por 

el Comité de Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autónoma 

de México (UNAM) bajo el número de protocolo 032-2023 FM/0I/102/2023. Asimismo, 

todas las manipulaciones animales se realizaron conforme a lo estipulado en la Norma 

Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, con el fin de minimizar el sufrimiento animal. 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (peso: 280–350 g; edad: 3 meses), 

provenientes de la Unidad Académica Bioterio (UAB) de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Nacional Autónoma de México. Los animales fueron mantenidos en 

condiciones estándar de bioterio, con un ciclo luz–oscuridad de 12:12 h (luz encendida 

de 08:00 a 20:00 h; ZT 0–12), temperatura ambiente controlada a 22  ±2 °C y flujo 

constante de aire filtrado. Durante todo el experimento, las ratas tuvieron acceso libre 

a agua potable y alimento estándar de laboratorio (5001 PMI Nutrition International 

Inc., Greenwood, MO). 

Previo al inicio de los procedimientos experimentales, todos los animales fueron 

sometidos a un periodo de habituación de 7 días. Posteriormente, fueron asignados 

aleatoriamente a uno de los cuatro grupos experimentales, los cuales se describen en 

las siguientes secciones. 

 

 



 

28 

10.2. Restricción de sueño mediante el modelo de plataformas múltiples 

modificado 

La RS se llevó a cabo utilizando el MPMM, un protocolo que evita el estrés por 

aislamiento social, ya que dos ratas del mismo grupo social se colocan juntas tanto en 

la caja de restricción como en su respectiva caja hogar. Estudios previos realizados 

por nuestro grupo han demostrado que este protocolo de RS no incrementa los niveles 

séricos de corticosterona, al menos cuando se mide al final del décimo día durante las 

dos últimas horas de la fase de descanso [84]. Además, este procedimiento evita el 

estrés por inmovilización, ya que cada caja de restricción contiene tres plataformas. 

Se ha reportado que este método elimina completamente el sueño MOR y reduce el 

sueño NMOR en aproximadamente un 31% [85, 86] . 

Para inducir la RS, las ratas del grupo experimental fueron colocadas en pares dentro 

de cajas de acrílico (53 x 43 x 20 cm) que contenían 3 cm de agua en el fondo. En 

cada jaula se ubicaron tres plataformas (7 x 6 cm, diámetro y altura, respectivamente) 

que permitían a los animales estar de pie, sentarse o recostarse. Sin embargo, al 

perder el tono muscular característico del sueño, los animales caían al agua, 

provocando su despertar. Las ratas permanecieron en estas cajas de restricción 

durante 20 horas continuas diarias (de 20:00 a 16:00 h) por 10 días consecutivos, y se 

les permitió descansar en sus cajas hogar durante las 4 horas restantes del día (de 

16:00 a 20:00 h) (Figuras 10.3. A y B). 
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10.3. Diseño experimental 

Se utilizaron cuatro grupos independientes de ratas Wistar macho para evaluar los 

efectos de la restricción de sueño sobre diferentes parámetros neurobiológicos y 

conductuales (Figura 10.3.). 

 

10.3.1. Primer grupo: análisis de proteínas de plasticidad sináptica 

hipocampales inmediatamente después de 10 días de RS 

El primer grupo estuvo conformado por 20 animales, divididos en un grupo control 

(CNT, n = 10), que permaneció en sus jaulas de hogar durante todo el protocolo, y un 

grupo con restricción de sueño (RS, n = 10). Al término del décimo día, tras las últimas 

20 horas de RS, se dio eutanasia inmediatamente a los animales del grupo RS y 

también a sus respectivos controles pareados en el tiempo. Los cerebros fueron 

recolectados ya sea después de ser perfundidos para inmunofluorescencia (IF, n = 4 

por condición) o por decapitación para análisis por Western blot (WB, n = 6 por 

condición) (Figura 10.3. C). Además, se obtuvieron muestras de sangre para la 

cuantificación de corticosterona; no fue posible obtener sangre de dos ratas del grupo 

RS. 

 

10.3.2. Segundo grupo: análisis de proteínas hipocampales de plasticidad 

sináptica después del último periodo de descanso de 4 horas 

El segundo grupo incluyó inicialmente a 20 animales (10 RS y 10 CNT). Los animales 

del grupo RS fueron sometidos al mismo protocolo de restricción de sueño, pero tras 

las últimas 20 horas de RS, se les permitió una recuperación de 4 horas de sueño en  
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Figura 10.3. Diseño experimental del método modificado de plataformas múltiples (MPMM) para 

la restricción de sueño.  

A) Diagrama del protocolo MPMM. Los animales fueron colocados en la caja de restricción de sueño 

(RS; borde rojo) durante 20 h por día y luego regresados a sus cajas hogar durante 4 h para darles 

oportunidad de dormir (R, borde azul). Este esquema se repitió durante 10 días consecutivos. B) 

Cronograma diario alineado con el ciclo luz–oscuridad. Las barras negras y blancas representan las 

fases de oscuridad y luz, respectivamente. El periodo de RS (barra roja) se realizó desde que las luces 

se apagaron (ZT 12 = 20:00 h) hasta ZT 8 = 16:00 h momento en el cual los animales fueron devueltos 

a sus cajas hogar para un periodo de recuperación de 4 h (barra azul, últimas 4 h de la fase de luz (ZT 

8–ZT 12). C) Diseño experimental de los grupos 1 y 2, destinados al análisis de proteínas hipocampales 

mediante Western blot (WB) e inmunofluorescencia (IF). Los animales fueron sacrificados ya sea 

inmediatamente después de la RS (ZT 8, grupo 1) o tras un periodo de recuperación de 4 h (ZT 12, 

grupo 2). D) Diseño experimental del grupo 3, utilizado para el análisis de la actividad eléctrica 

hipocampal. Los animales fueron implantados con electrodos en la región CA1 del hipocampo (barra 

naranja) antes del inicio del protocolo de RS, se les permitió una semana de recuperación postquirúrgica 

(barra azul), y los potenciales de campo locales (PCL) se registraron de forma basal antes de la RS y 

durante las últimas 4 h del periodo de recuperación (ZT 8 – ZT 12, grupo 3). E) Diseño experimental del 

grupo 4, destinado a las pruebas conductuales. La prueba de reconocimiento de objeto nuevo (RON) y 

la prueba de localización de objeto (LO) se realizaron en el día 11, tras completar el protocolo de RS y 

después del último periodo de recuperación de 4 h. 
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sus cajas hogar. Los animales del grupo CNT permanecieron en sus cajas hogares 

durante todo el protocolo. Al finalizar el periodo de recuperación, se dio eutanasia a 

ambos grupos de forma simultánea y se recolectaron los cerebros para IF (n = 4 por 

condición) o WB (n = 6 por condición); sin embargo, una rata del grupo RS murió 

durante el protocolo y una muestra del grupo CNT fue descartada por degradación. 

También se obtuvieron muestras de sangre para análisis de corticosterona; en este 

caso, no fue posible obtener dos muestras del grupo CNT. Se incluyeron controles 

pareados en el tiempo en este grupo, dado que el hipocampo presenta oscilaciones 

circadianas en diversos marcadores moleculares y celulares [87-92]. En este diseño, 

los animales fueron sacrificados ya sea inmediatamente después de la RS (ZT8, fase 

de luz) o tras el periodo de recuperación (ZT12, inicio de la fase activa), lo que permitió 

distinguir los efectos propios de la restricción de sueño de las influencias circadianas 

(Figura 10.3. B y C). 

 

10.3.3. Tercer grupo: registro de potenciales de campo locales hipocampales 

El tercer grupo estuvo compuesto por 6 ratas implantadas con electrodos en el área 

CA1 del hipocampo para el registro de los PCL. El registro basal se realizó en el día 7 

posterior a la cirugía, entre las 16:00 y 20:00 h, coincidiendo con el periodo de 

descanso utilizado posteriormente en el protocolo de RS. Después de los registros de 

PCL, se inició el protocolo MPMM durante 10 días consecutivos. Un segundo registro 

se efectuó durante las 4 horas de recuperación del día 10. En este diseño, cada animal 

sirvió como su propio control, permitiendo comparaciones pareadas de la actividad 
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hipocampal antes y después de la RS. Esta estrategia redujo la variabilidad 

interindividual y evitó las complicaciones técnicas asociadas al mantenimiento de 

electrodos en animales emparejados expuestos al agua durante la fase de restricción 

(Figura 10.3. D). 

 

10.3.4. Cuarto grupo: evaluación de memoria declarativa dependiente de 

hipocampo después de las últimas 4 h de descanso 

El cuarto grupo consistió en 34 ratas utilizadas para pruebas de memoria declarativa. 

Veinte animales fueron evaluados con la prueba de reconocimiento de objeto 

novedoso (RON; grupo CNT, n = 10 y grupo RS, n = 10); una rata del grupo RS fue 

excluida por haber salido de la caja durante la prueba. Catorce animales adicionales 

fueron evaluados en la prueba de localización de objeto (LO; grupo CNT, n = 8, grupo 

RS n = 6); se excluyó el análisis conductual de una rata por grupo debido a registros 

de video incompletos (Figura 10.3. E). 
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10.4. Inmunofluorescencia 

Se dio eutanasia a las ratas de los grupos 1 y 2 mediante la administración 

intraperitoneal de una sobredosis de pentobarbital sódico (Aranda, 200 mg/kg). Una 

vez alcanzada una anestesia profunda y justo antes del paro cardíaco, se realizó una 

perfusión intracardiaca con solución salina al 0.9% durante 5 minutos (15 mL/min), 

enseguida, se realizó la perfusión con paraformaldehído (PFA) al 4% frío en buffer 

fosfato salino (PBS) durante 5 minutos. Los cerebros fueron extraídos, posfijados en 

PFA al 4% (a temperatura ambiente con agitación constante) durante 48 horas y 

posteriormente crioprotegidos en una solución de sacarosa al 30% con azida de sodio 

al 0.05% en PBS, a 4 °C, hasta su procesamiento. Se realizaron cortes coronales 

seriados de 30 μm de espesor del hipocampo (Bregma −2.52 mm a −3.24 mm, según 

Paxinos & Watson, 2007), utilizando un crióstato Leica CM1850 UV. Los cortes fueron 

recolectados en solución crioprotector y almacenados a 4 °C hasta su procesamiento 

para inmunofluorescencia (IF). Para cada animal, se seleccionaron cuatro cortes que 

contenían el hipocampo dorsal bilateral. Estos fueron preincubados durante 10 minutos 

en una solución de peróxido de hidrógeno al 1% para bloquear la actividad de 

peroxidasas endógenas. Luego de un lavado en PBS, los cortes fueron incubados 

durante la noche a temperatura ambiente, bajo agitación constante, con los siguientes 

anticuerpos primarios: IBA-1 (Abcam, ab5076, 1:1000) y sinaptofisina (Sin; Santa Cruz 

Biotechnology, sc-17750, 1:2000). Al día siguiente, las secciones fueron lavadas con 

PBS e incubadas durante 2 horas con los anticuerpos secundarios: anti-cabra 

conjugado con CY3 (Jackson ImmunoResearch, 705-165-147, 1:500) y anti-ratón 

conjugado con Alexa Fluor 488 (Jackson ImmunoResearch, 715-545-150, 1:500). 
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Posteriormente, los cortes fueron lavados nuevamente con PBS y montados en 

portaobjetos recubiertos con gelatina. Tras el secado, se incubaron durante 10 minutos 

con solución de DAPI (Invitrogen, 4′,6-diamidino-2-fenilindol, diclorhidrato, D1306, 1 

μg/mL) y se cubrieron con medio de montaje antifotoblanqueo para fluorescencia 

(Abcam, ab104135). 

 

10.5. Análisis de la expresión de Sin e IBA-1 y análisis morfológicos para las 

células IBA-1+ del hipocampo 

Se adquirieron micrografías confocales (20x) de las regiones CA1 y CA3 del 

hipocampo (3–4 campos por animal) utilizando un microscopio confocal ZEISS LSM 

880. El análisis cuantitativo de la densidad óptica por corte se realizó con el software 

de libre acceso FIJI [93]. Dado que las imágenes contenían exclusivamente las 

regiones de interés, no fue necesario trazar regiones de interés adicionales; la DO se 

midió en toda la imagen completa. Los datos se expresan como porcentaje de DO 

normalizado respecto al grupo control, tanto para la inmunofluorescencia de Sin como 

para IBA-1. Para determinar el número de células IBA-1+, se analizaron de 3 a 4 

micrografías de las regiones CA1 y CA3 por animal. Las células fueron contadas con 

base en los siguientes criterios: (1) se incluyeron únicamente células completas, y (2) 

se requirió la presencia simultánea de señal DAPI e IBA-1. En el análisis morfológico 

de células IBA-1+, se evaluaron 3–4 micrografías por región por animal. Se aplicó una 

cuadrícula de 10 x 10 en FIJI, y se seleccionaron 3 células aleatorias por región 

utilizando la función de aleatorización de Excel. Cada célula seleccionada fue 

recortada y procesada mediante un script estandarizado para generar imágenes. Las 
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imágenes se convirtieron a escala de grises de 8 bits, se aplicaron filtros para mejorar 

el contraste y eliminar el fondo, y posteriormente se transformaron a formatos binario 

y “esqueletonizado”. Este procesamiento fue realizado de forma independiente por dos 

investigadores ciegos a las condiciones experimentales. El análisis de Sholl se llevó a 

cabo en las imágenes binarias utilizando el complemento de Neuroanatomy de FIJI, 

con el fin de caracterizar la arborización glial. Se trazaron círculos concéntricos 

separados por 5 µm desde el soma, y se cuantificaron las intersecciones de los 

procesos celulares con dichas circunferencias [94]. El número de ramificaciones se 

evaluó en las imágenes “esqueletonizadas” mediante el complemento Skeleton de 

FIJI. 

 

10.6. Western blot 

Ya sea inmediatamente después del protocolo de restricción de sueño o tras 4 horas 

de sueño de recuperación, los animales fueron decapitados. Los hipocampos de los 

grupos CNT y con restricción de sueño RS fueron disecados y almacenados a −80 °C 

hasta su procesamiento. El tejido fue homogeneizado en un amortiguador de lisis NP-

40 suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas, y las muestras fueron 

centrifugadas a 13,500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue 

recolectado y la concentración proteica fue determinada por espectrofotometría a 280 

nm (Epoch BioTek). Para la inmunodetección, se separaron 50 μg de proteína en geles 

de SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF). Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 

5% (p/v) en PBS con Tween 20 durante 45 minutos. Las membranas se incubaron toda 
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la noche a 4 °C con los siguientes anticuerpos primarios: anti-sinaptofisina (Sin; Santa 

Cruz Biotechnology, sc-17750, 1:1000), anti-ERK (Cell Signaling, cat. 4695, 1:2000), 

anti-fosfo-ERK (Santa Cruz Biotechnology, sc-101760, 1:400) y anti-β-actina (Santa 

Cruz Biotechnology, sc-69879, 1:1000). Al día siguiente, las membranas se incubaron 

con anticuerpos secundarios biotinilados: anti-ratón (Jackson ImmunoResearch, 715-

065-150, 1:2000) o anti-conejo (Jackson ImmunoResearch, 711-065-152, 1:2000), 

seguidos por amplificación de la señal mediante el complejo avidina–biotina 

(Vectastain Elite ABC-HRP Kit, PK-6100, 2.5:1000). Las señales fueron visualizadas 

mediante un sistema de detección por quimioluminiscencia (Bio-Rad, 1705060). El 

análisis semicuantitativo se realizó utilizando la herramienta Gel Analyzer del software 

FIJI. La densidad óptica de β-actina se utilizó como control de carga para la 

normalización. La expresión proteica se calculó como la razón entre la proteína blanco 

y β-actina o para la expresión de la cinasa regulada por señales extracelulares se 

utilizó la razón pERK/ERK. Los cambios relativos se determinaron en función del grupo 

CNT (establecido en 1). 

 

10.7. Registro y análisis de los potenciales de campo locales del hipocampo 

Los PCL ofrecen una medida confiable de la actividad eléctrica cerebral [4, 5]. Para 

evaluar los efectos de la restricción de sueño (RS) sobre la función hipocampal, seis 

ratas macho fueron implantadas con un electrodo de registro mediante cirugía 

estereotáxica. Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina 

(90/10 mg/kg, i.p.) y posicionados en un aparato estereotáxico. Tras la exposición de 

Bregma, se implantó un electrodo de registro de acero inoxidable en la región CA1 
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dorsal izquierda del hipocampo utilizando las siguientes coordenadas: AP = −3.8 mm; 

L = 2.0 mm; V = 3.0 mm. La localización representativa del electrodo se muestra en la 

Figura 10.7. Se fijaron dos tornillos de acero inoxidable al cráneo: uno por encima de 

la duramadre de la corteza motora derecha (tierra monopolar indiferente) y otro en el 

hueso occipital izquierdo (para fijación). Los electrodos se conectaron a un conector 

micro-USB de 5 pines y se aseguraron con acrílico dental. La herida fue tratada con 

gentamicina tópica (0.3%) y suturada. Durante el periodo de recuperación, los 

animales fueron alojados individualmente en cajas de acrílico. Durante los tres 

primeros días postoperatorios, las ratas recibieron enrofloxacina (5 mg/kg, i.p., cada 

24 h). Se obtuvieron dos registros de PCL por animal. El primero se realizó en el día 7 

postquirúrgico, entre las 16:00 y 20:00 h, y sirvió como línea base. Esta ventana horaria 

coincidió con el periodo de descanso de 4 horas que posteriormente se aplicó en el 

protocolo de RS. Al día siguiente, las seis ratas comenzaron el protocolo MPMM 

durante 10 días consecutivos. El segundo registro se obtuvo durante el periodo de 

recuperación de 4 h al final del protocolo de restricción. De este modo, cada animal 

funcionó como su propio control, lo que permitió minimizar la variabilidad y evitar los 

desafíos técnicos de mantener electrodos funcionales en animales apareados bajo 

condiciones de restricción con agua. Para los registros de PCL, las ratas fueron 

colocadas en cajas de acrílico (30 x 22 x 22 cm) y conectadas a un sistema de 

adquisición de video-PCL (BE Light, EB Neuro S.p.A., Florencia, Italia) mediante 

cables flexibles que permitían el libre movimiento. Los datos fueron muestreados a 256 

Hz, con un filtro paso bajo a 0.3 Hz y paso alto a 70 Hz, utilizando el software Galileo 
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NT (EB Neuro, Italia). El análisis de la potencia relativa por bandas de frecuencia se 

realizó automáticamente mediante la Transformada Rápida de Fourier. 

 

 

 

Figura 10.7. Sitio de implantación del electrodo en el hipocampo de los animales sometidos a 

RS.  

Micrografía representativa de la región CA1 del hipocampo dorsal izquierdo observada mediante Nissl. 

El electrodo de registro está delimitado por las líneas punteadas. 

 



 

39 

10.8. Pruebas conductuales de reconocimiento de objeto novedoso y 

reconocimiento de localización de objeto 

La prueba de reconocimiento de objeto novedoso (RON) y la prueba de localización 

de objeto (LO) son paradigmas ampliamente utilizados para evaluar la memoria 

declarativa dependiente del hipocampo [95, 96]. En este estudio se emplearon ambas 

pruebas con el objetivo de determinar los efectos de la restricción de sueño sobre este 

tipo de memoria. Para la prueba RON, 20 ratas fueron asignadas aleatoriamente a dos 

grupos: animales control (CNT, n = 10), que permanecieron en sus cajas hogar durante 

los 10 días del protocolo de RS, y animales sometidos a la restricción de sueño (RS, 

n = 10; un animal fue excluido tras escapar del área de prueba durante los ensayos). 

Para la OL se utilizaron 14 ratas (CNT, n = 8; RS, n = 6); un animal de cada grupo fue 

excluido debido a grabaciones de video incompletas. Después del periodo final de RS, 

los animales del grupo RS regresaron a sus cajas hogar para el periodo de oportunidad 

para dormir de 4 h. Posteriormente, se realizó la prueba RON o la LO a las 20:00 h, 

coincidiendo con el inicio de la fase oscura (fase activa). Las pruebas no se realizaron 

inmediatamente después de la RS, ya que experimentos piloto indicaron que los 

animales tendían a quedarse dormidos en lugar de explorar los objetos (datos no 

mostrados). Las pruebas conductuales se realizaron en una caja abierta de madera de 

45 x 45 x 45 cm (sin tapa) y constaron de tres fases: habituación, entrenamiento y 

prueba. Para minimizar la alteración del ciclo luz/oscuridad, todas las sesiones se 

realizaron bajo luz roja tenue. Las fases de habituación y entrenamiento fueron 

idénticas para ambas pruebas: 
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10.8.1. Habituación 

Las ratas fueron trasladadas al cuarto de pruebas conductuales en sus propias cajas 

hogar y se dejaron en reposo durante 1 h para aclimatarse. Luego, cada rata fue 

colocada durante 5 minutos en una de dos cajas paralelas vacías para habituarse al 

entorno (un animal CNT y uno RS simultáneamente), antes de ser devuelta a su caja. 

10.8.2. Entrenamiento 

Una hora después, se colocaron dos objetos idénticos (ya sea un vaso de precipitados 

de vidrio de 100 mL invertido o un frasco de tinción Coplin de 60 mL; objetos A y A′, 

respectivamente) en esquinas opuestas en diagonal dentro de la caja de prueba. Los 

animales pudieron explorar los objetos durante 5 minutos antes de regresar a sus cajas 

(Figura 10.8. A y C). 

10.8.3. Prueba RON 

Una hora después del entrenamiento, los animales fueron colocados nuevamente en 

la caja de prueba, esta vez con un objeto familiar (A) y un objeto nuevo (B, un objeto 

de vidrio de tamaño similar, pero de forma diferente al familiar). Ambos objetos se 

colocaron en las mismas ubicaciones usadas durante el entrenamiento. La exploración 

se permitió durante 5 minutos (Figura 10.8. B). 

10.8.4. Prueba LO 

Una hora después del entrenamiento, los animales fueron colocados en la caja de 

prueba con los mismos dos objetos idénticos utilizados en el entrenamiento. Uno de 

los objetos (A) permaneció en su ubicación original, mientras que el otro (A′) fue 

reubicado a una nueva localización. La exploración también duró 5 minutos (Figura 

10.8. D).  
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Todos los ensayos fueron videograbados para su análisis posterior. Los tiempos de 

exploración fueron evaluados por dos investigadores independientes en ciego a las 

condiciones experimentales. El porcentaje de tiempo de exploración durante el 

entrenamiento se calculó como: 

“TA′/(TA′ + TA) x 100", donde *TA′* es el tiempo de exploración del objeto A′ y *TA* el 

del objeto A. 

En las pruebas, el porcentaje de exploración se calculó como: 

“TB/(TB + TA) x 100”, donde *TB* corresponde al tiempo de exploración del objeto 

nuevo (RON) o reubicado (LO), y *TA* al del objeto familiar (RON) o no reubicado (LO). 
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Figura 10.8. Pruebas conductuales reconocimiento de objeto novedoso y reconocimiento de 

localización de objeto.  

Disposición de los objetos empleados en el entrenamiento para A) la prueba de reconocimiento de 

objetos novedoso RON y C) la prueba de localización de objeto LO. Disposición de los objetos durante 

la C) prueba RON y D) prueba LO. 
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10.9. Ensayo radioinmunológico para la detección de corticosterona 

Las muestras de sangre de los animales eutanasiados fueron recolectadas en 

microtubos de 2.5 mL y centrifugadas a 11,700 rpm durante 15 minutos. El plasma fue 

alicuotado (60 µL) y almacenado a –80 °C hasta su análisis. Las concentraciones de 

corticosterona se determinaron utilizando el kit Corticosterone Double Antibody RIA Kit 

(MP Biomedicals, cat. 07120102), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

En resumen, las muestras de plasma y los estándares de la curva se diluyeron 1:400 

con el amortiguador RIA (PBS 50 mM con 0.1% de gelatina). Posteriormente, se 

añadió el trazador de corticosterona marcado con I125 y el anticuerpo anti-

corticosterona, y las muestras se incubaron durante 16 horas a 4 °C. Después de la 

incubación, se agregó solución precipitante y un volumen igual de polietilenglicol a 

cada muestra, las cuales se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. El 

sobrenadante fue eliminado y la radiactividad en el pellet fue cuantificada utilizando un 

contador gamma Genesys (LTI Laboratory Technologies). Todas las muestras fueron 

analizadas por duplicado, y las concentraciones de corticosterona en sangre se 

expresaron en ng/µL. 

 

10.10. Análisis Estadístico 

La normalidad de la distribución de los datos se evaluó mediante la prueba de Shapiro–

Wilk. Se aplicaron análisis paramétricos cuando los datos cumplieron con el supuesto 

de normalidad. Las pruebas conductuales, la densidad óptica de IBA-1 y el número de 

células IBA-1+ se analizaron con la prueba t de Student para muestras independientes. 

El número de ramificaciones inmediatamente después de la restricción se analizó con 
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la misma prueba, mientras que el número de intersecciones se evaluó con ANOVA de 

dos vías, seguido de la prueba post hoc de Sidak. Los datos paramétricos se presentan 

como la media  ±error estándar de la media (SEM). Cuando los datos no cumplieron 

con el supuesto de normalidad, se utilizaron pruebas no paramétricas. 

Específicamente, el número de ramificaciones tras 4 h de descanso se analizó 

mediante la prueba U de Mann–Whitney. Los potenciales de campo locales 

hipocampales se analizaron con la prueba t de Student, excepto la potencia espectral 

total, que se evaluó mediante la prueba de rangos de Wilcoxon. Los datos no 

paramétricos se presentan como la mediana con rango. Todos los análisis estadísticos 

se realizaron utilizando el software Prism 10 (GraphPad Software), y el nivel de 

significancia estadística se estableció en p < 0.05**. Los valores atípicos fueron 

identificados y excluidos mediante la prueba de Grubb con un valor alfa de 0.05.  
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11. RESULTADOS 

 

11.1. Diez días de restricción de sueño inducen cambios específicos en la 

inmunorreactividad de IBA‑1 y en la morfología microglial en el hipocampo 

Dado que diferentes protocolos de privación o restricción de sueño inducen 

alteraciones en la expresión de numerosos marcadores de macrófagos/microglía [83, 

97], evaluamos la IR de IBA‑1 en el hipocampo al final del último período de restricción 

del MPMM, así como en el último período de 4 h de recuperación de sueño. En la 

región CA1 (Figura 11.1. A), los animales sometidos a restricción de sueño mostraron 

un aumento significativo de la IR de IBA‑1 inmediatamente después de la restricción 

en comparación con el grupo CNT (prueba t de Student, t = 3.046, df = 6, p = 0.0226; 

Figura 11.1. B). En la región CA3, no se observaron diferencias en la IR (prueba t de 

Student, t = 1.087, df = 6, p = 0.3186; Figura 11.1 I). Cabe destacar que el incremento 

en la IR de IBA‑1 en CA1 no se asoció con cambios en el número de células IBA‑1+ 

(prueba t de Student, t = 0.1823, df = 6, p = 0.4307; Figura 11.1. C). En contraste, la 

región CA3 mostró un incremento significativo en el número de células IBA‑1+ (prueba 

t de Student, t = 3.698, df = 6, p = 0.0051; Figura 11.1. J), pese a que no hubo cambios 

en la IR entre los grupos CNT y RS. El análisis skeleton reveló una reducción en el 

número de ramas en CA1 de ratas RS (prueba de Mann–Whitney, U = 111.5, 

p = 0.0142; Figura 11.1 F). Asimismo, el análisis de Sholl en CA1 indicó que las células 

IBA‑1+ de ratas RS presentaron significativamente menos intersecciones que las del 

grupo CNT (ANOVA de dos vías, F[1,40] = 4.706, p = 0.0360; Figura 11.1.G), con 

diferencias significativas a los 15.4 µm (p = 0.0271) y 20.4 µm (p = 0.0001), lo que 
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sugiere que 10 días de restricción de sueño provocan cambios morfológicos en la 

microglía/macrófagos promoviendo procesos más cortos y menos ramificados en CA1. 

En contraste, las células IBA‑1+ en CA3 no presentaron cambios ni en el número de 

ramas (Mann–Whitney U = 281.5, p = 0.2891; Figura 11.1. M) ni en el número de 

intersecciones (ANOVA de dos vías, F[1,49] = 1.579, p = 0.2148; Figura 11.1. N) tras la 

restricción. En conjunto, los análisis de IR y morfología de IBA‑1 en CA1 y CA3 

demuestran que la restricción de sueño altera la expresión de IBA‑1 y la morfología 

microglial en el hipocampo de manera específica según la región. 
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Figura 11.1. Diez días de restricción de sueño alteran el número y la morfología de las células 

positivas para IBA-1 en el hipocampo.  

A) Imágenes representativas de células positivas para IBA-1 (IBA-1+, rojo) y núcleos celulares (DAPI, 

azul) en la región CA1 de animales control (CNT) y con restricción de sueño (RS). Barra de escala: 

50 μm. B) Densidad óptica de la inmunorreactividad (IR) de IBA-1 en CA1 para animales CNT (barras 

blancas) y RS (barras rojas). C) Número de células IBA-1+DAPI positivas en CA1. D) Imágenes 

representativas de la morfología de las células IBA-1+ en CA1 de animales CNT y RS. E) Versiones 

binarias y “esqueletonizadas” de las imágenes en D. Se trazaron círculos concéntricos (separados 5 μm) 

alrededor del centro de masa celular; los círculos de colores indican intersecciones de ramas. F) Número 

de ramificaciones por célula IBA-1+ en CA1. G) Número de intersecciones por célula IBA-1+ en CA1. H) 

Imágenes representativas de células IBA-1+ y núcleos celulares en CA3. Barra de escala: 50 μm. I) 

Densidad óptica de la IR de IBA-1 en CA3. J) Número de células IBA-1+DAPI positivas en CA3. K) 

Imágenes representativas de células IBA-1+ en animales CNT y RS. L) Versiones binarias y 

“esqueletonizadas” de las imágenes en K. L) Círculos concéntricos alrededor del centro de masa celular. 

M) Número de ramificaciones por célula IBA-1+ en CA3. N) número de intersecciones por célula IBA-1+ 

en CA3. Los resultados se expresan como la media  ±error estandar(SEM), excepto para el número de 
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ramificaciones, que se presenta como mediana con rango. Análisis estadístico: la densidad óptica, el 

número de células IBA-1+ y el número de intersecciones se analizaron mediante la prueba t de Student 

para muestras independientes; el número de ramificaciones se analizó con la prueba de Mann–Whitney. 

El análisis de intersecciones de Sholl se realizó mediante ANOVA de dos vías. Los asteriscos indican 

significancia estadística: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 

 

 

 

11.2. La inmunorreactividad de IBA‑1 en el hipocampo se restablece 

parcialmente tras 4 h de descanso, aunque la morfología microglial 

permanece alterada 

Posteriormente, evaluamos la IR y la morfología de las células IBA‑1+ tras el último 

periodo de 4 h de oportunidad para dormir. En CA1, no se encontraron diferencias en 

la IR de IBA-1 entre los grupos CNT y RS (prueba t de Student, t = 1.269, df = 6, 

p = 0.1258; Figura 11.2. B) ni en el número de células IBA‑1+ (prueba t de Student, 

t = 0.5595, df = 6, p = 0.2980; Figura 11.2. C). De forma similar, en CA3 no se 

observaron diferencias en la IR de IBA‑1 (prueba t de Student, t = 1.689, df = 6, 

p = 0.0711; Figura 11.2. I). Sin embargo, en contraste con el aumento observado 

inmediatamente después de la restricción, el número de células IBA‑1+ en CA3 fue 

menor en las ratas RS comparadas con los CNT tras 4 h de descanso (prueba t de 

Student, t = 2.395, df = 6, p = 0.0268; Figura 11.2. J). Los análisis morfológicos 

revelaron alteraciones persistentes a pesar del descanso. El análisis skeleton mostró 

que las células IBA‑1+ en CA1 de ratas RS aún presentaban menor número de 

ramificaciones en comparación con los controles (Mann–Whitney U = 320.5, 

p = 0.0220; Figura 11.2. F). Del mismo modo, en CA3 las células IBA‑1+ también 

exhibieron una reducción significativa de ramificaciones tras la restricción (Mann–
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Whitney U = 461.5, p < 0.0001; Figura 11.2. M). El análisis de Sholl confirmó estos 

resultados: en CA1, las células IBA‑1+ de ratas RS presentaron significativamente 

menos intersecciones que los controles tras 4 h de descanso (ANOVA de dos vías, 

F[1,61] = 11.29, p = 0.0014; Figura 11.2. G). De manera similar, en CA3 se observó una 

reducción pronunciada en el número de intersecciones comparado con los animales 

CNT (ANOVA de dos vías, F[1,73] = 29.28, p < 0.0001; Figura 11.2. N). En conjunto, 

estos resultados indican que, aunque la IR de IBA‑1 en el hipocampo muestra una 

recuperación parcial tras un breve periodo de descanso, la morfología microglial 

continúa alterada, lo que sugiere que 4 h de sueño no son suficientes para normalizar 

los cambios estructurales inducidos por la restricción subcrónica de sueño. 
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Figura 11.2. Las alteraciones en las células positivas para IBA-1 del hipocampo persisten 

después de 4 h de descanso tras 10 días de restricción de sueño.  

A) imágenes representativas de células positivas para IBA-1 (IBA-1+, rojo) y núcleos celulares (DAPI, 

azul) en la región CA1 de animales control (CNT) y restringidos de sueño (RS). Barra de escala: 50 μm. 

B) Densidad óptica de la inmunorreactividad (IR) de IBA-1 en CA1. C) Número de células IBA-1+DAPI 

positivas en CA1. D) Imágenes representativas de la morfología de las células IBA-1+ en CA1 de ratas 

CNT y RS. E) Versiones binarias y “esqueletonizadas” de las imágenes en D. Se trazaron círculos 

concéntricos (separados 5 μm) alrededor del centro de masa celular; los círculos de colores indican 

intersecciones de las ramificaciones. F) Número de ramificaciones por célula IBA-1+ en CA1. G) Número 

de intersecciones de las células IBA-1+ de CA1. H) Imágenes representativas de células IBA-1+ y 

núcleos celulares en CA3. Barra de escala: 50 μm. I) Densidad óptica de la IR de IBA-1 en CA3. J) 

Número de células IBA-1+DAPI positivas en CA3. K) Imágenes representativas de células IBA-1+ de 

ratas CNT y RS. L) Versiones binarias y “eskeletonizadas” de las imágenes en K, con círculos 

concéntricos alrededor del centro de masa celular; los círculos de colores indican intersecciones de las 

ramificaciones. M) Número de ramificaciones por célula IBA-1+ en CA3. N) Número de intersecciones 

de las células IBA-1+ de CA3. Los resultados se expresan como la media  ±error estándar (SEM), 
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excepto el número de ramificaciones, que se presenta como la mediana con rango. La densidad óptica, 

el número de células IBA-1+ y las intersecciones se analizaron mediante pruebas t de Student no 

apareadas; el número de ramificaciones se analizó mediante la prueba de Mann–Whitney; las 

intersecciones se evaluaron mediante ANOVA de dos vías. Los asteriscos indican significancia 

estadística: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 

 

 

11.3. La inmunorreactividad de la sinaptofisina en el hipocampo permanece 

reducida incluso tras 4 h de descanso 

Las alteraciones en la IR de IBA‑1 han sido asociadas a disfunción microglial. Estudios 

previos han evidenciado que, tras la RS, la microglía del SNC incrementa la fagocitosis 

de proteínas sinápticas [62] . Para evaluar si los cambios observados en IBA‑1 podrían 

estar vinculados a alteraciones en la densidad sináptica, analizamos la expresión de 

la proteína de vesícula presináptica sinaptofisina (Sin). El análisis de WB de 

homogenados hipocampales no reveló diferencias significativas en la expresión de Sin 

entre los grupos CNT y RS, inmediatamente después de la restricción (t de Student, 

t = 1.402, df = 9, p = 0.1946; Figura 11.3.1. B), ni tras 4 h de recuperación (t de Student, 

t = 0.1018, df = 8, p = 0.9215; Figura 11.3.2. B). Sin embargo, dado que los 

homogenados representan el hipocampo completo, evaluamos específicamente la 

expresión de Sin en CA1 y CA3 mediante inmunofluorescencia (IF). Encontramos que 

inmediatamente después de la restricción de sueño, la IR de Sin se redujo 

significativamente en ratas RS respecto al grupo CNT, tanto en CA1 (prueba t de 

Student, t = 5.671, df = 5, p = 0.0024; Figura 11.3.1. D) como en CA3 (prueba t de 

Student, t = 4.950, df = 6, p = 0.0026; Figura 11.3.1. F). Importante, la IR de Sin 

permaneció reducida incluso tras 4 h de descanso. Las ratas RS continuaron 
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mostrando niveles significativamente menores de Sin en CA1 (prueba t de Student, 

t = 7.563, df = 6, p = 0.0001; Figura 11.3.2. D) y CA3 (prueba t de Student, t = 2.068, 

df = 6, p = 0.0420; Figura 11.3.2. F) en comparación con los controles. En conjunto, 

estos hallazgos indican que la restricción de sueño induce una reducción persistente 

en la expresión de sinaptofisina de forma específica en las regiones CA1 y CA3 del 

hipocampo, que no se revierte con un breve periodo de recuperación, lo cual es 

coherente con la alteración de la integridad presináptica. 
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Figura 11.3.1 Diez días de restricción de sueño disminuyen los niveles de sinaptofisina en el 

hipocampo.  

A) Inmunoblot representativo de sinaptofisina (Sin, 38 kDa) y β-actina (40 kDa) en animales control 

(CNT) y con restricción de sueño (RS). B) Cociente de la densidad óptica de Sin y β-actina en animales 

CNT (barras blancas) y RS (barras rojas). C) Imágenes representativas de inmunofluorescencia (IF) de 

Sin (verde) y núcleos celulares (DAPI, azul) en la región CA1 de ratas CNT y RS. Barra de escala: 

50 μm. D) Cuantificación de la densidad óptica de Sin en CA1. E) Imágenes representativas de IF de 

Sin y núcleos celulares en la región CA3. Barra de escala: 50 μm. F) Cuantificación de la densidad óptica 

de Sin en CA3. Los resultados se expresan como la media ± error estándar. El análisis estadístico se 

realizó mediante pruebas t de Student no apareadas. Los asteriscos indican significancia estadística: 

**p < 0.01. 
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Figura 11.3.2. La disminución de los niveles de sinaptofisina en el hipocampo inducida por 10 

días de restricción de sueño persiste después de 4 horas de descanso.  

A) Inmunoblot representativo de sinaptofisina (Sin, 38 kDa) y β-actina (40 kDa) en animales control 

(CNT) y con restricción de sueño (RS). B) Cociente de la densidad óptica Sin y β-actina en animales 

CNT (barras blancas) y RS (barras rojas). C) Imágenes representativas de inmunofluorescencia (IF) de 

Sin (verde) y núcleos celulares (DAPI, azul) en la región CA1 de ratas CNT y RS. Barra de escala: 

50 μm. D) Cuantificación de la densidad óptica de Sin en CA1. E) Imágenes representativas de IF de 

Sin y núcleos celulares en la región CA3. Barra de escala: 50 μm. F) Cuantificación de la densidad óptica 

de Sin en CA3. Los resultados se expresan como la media  ±error estándar. El análisis estadístico se 

realizó mediante pruebas t de Student no apareadas. Los asteriscos indican significancia estadística: 

*p < 0.05, ***p < 0.001. 
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11.4. La fosforilación de ERK aumenta tras las últimas 4 h de descanso 

Dado que la expresión de Sin disminuyó tras la restricción de sueño y permaneció 

reducida después del breve periodo de descanso, evaluamos si la expresión y 

fosforilación (activación) de la cinasa regulada por señales extracelulares (ERK) se 

veían afectada. ERK se ha descrito como promotor de la plasticidad sináptica 

hipocampal y facilitador de la inducción de la PLP, además de que una mayor 

fosforilación de ERK (pERK/ERK) se asocia con una mayor inmunorreactividad de 

sinaptofisina, reflejando una mayor formación y/o maduración sináptica [98, 99]. 

Basados en esta evidencia y en nuestros hallazgos sobre Sin, se planteó la hipótesis 

de que la proporción pERK/ERK disminuiría tras la restricción y permanecería 

disminuida después del descanso. Contrario a esta hipótesis, el hipocampo de ratas 

RS no mostró un cambio significativo en la proporción pERK/ERK inmediatamente 

después de la restricción respecto a los CNT (prueba t de Student, t = 0.8952, df = 10, 

p = 0.3917; Figura 11.4. B). No obstante, tras 4 h de descanso, el grupo RS exhibió un 

aumento significativo en la proporción pERK/ERK comparado con los controles 

(prueba t de Student, t = 4.105, df = 7, p = 0.0045; Figura 11.4. D). Estos datos sugieren 

que el periodo de oportunidad para dormir indujo un efecto de rebote, posiblemente 

compensatorio, en la activación de ERK en el hipocampo de animales previamente 

restringidos. 
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Figura 11.4.  Cuatro horas de descanso después del protocolo de restricción de sueño 

incrementan la relación pERK/ERK en el hipocampo de los animales restringidos de sueño.  

A) Inmunoblot representativo de ERK fosforilado (pERK, 42/44 kDa), ERK total (42/44 kDa) y β-actina 

(40 kDa) en animales control (CNT) y restringidos de sueño (RS) inmediatamente después del protocolo 

de RS. B) Cociente de la de densidad óptica de pERK y ERK en los grupos CNT (barras blancas) y RS 

(barras rojas) inmediatamente después de la RS. C) Inmunoblot representativo de pERK, ERK total y β-

actina en animales CNT y RS tras 4 horas de oportunidad para dormir. D) Cociente de la densidad óptica 

pERK/ERK en CNT y RS después de 4 horas de descanso. Los resultados se expresan como la media 

 ±error estándar. El análisis estadístico se realizó mediante pruebas t de Student no apareadas. Los 

asteriscos indican significancia estadística: **p < 0.01. 
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11.5. La actividad eléctrica hipocampal está alterada durante las 4 h de 

descanso tras 10 días de RS. 

Dado que la proporción pERK/ERK aumentó mientras que la IR de Sin y la morfología 

de las células IBA‑1+ seguían alteradas tras 4 h de descanso, planteamos la hipótesis 

de que la actividad eléctrica hipocampal durante este periodo de recuperación también 

estaría comprometida. Para comprobarlo, implantamos un electrodo de registro en 

CA1, región final del circuito trisináptico donde se promueve PLP durante la 

consolidación de la memoria [18, 100]. La potencia espectral total en CA1 aumentó 

significativamente en los animales después de la RS respecto al registro basal (prueba 

de Wilcoxon, W = 21, p = 0.0312; Figura 11.5. B). Asimismo, la frecuencia total de la 

señal incrementó (prueba t de Student, t = 6.045, df = 5, p = 0.0018; Figura 11.5. C). El 

análisis de potencia relativa por bandas mostró una reducción significativa en la 

actividad de baja frecuencia: ondas delta (prueba t de Student, t = 3.630, df = 5, 

p = 0.0151; Figura 11.5. D) y theta (prueba t de Student, t = 3.639, df = 5, p = 0.0149; 

Figura 11.5. E). En contraste, las ondas de alta frecuencia alfa (prueba t de Student, 

t = 3.394, df = 5, p = 0.0194; Figura 11.5. F) y beta (prueba t de Student, t = 6.580, df = 5, 

p = 0.0012; Figura 11.5. G) aumentaron significativamente, mientras que la actividad 

gamma permaneció sin cambios (prueba t de Student, t = 0.6334, df = 5, p = 0.5543; 

Figura 11.5. H). En conjunto, estos resultados indican que la actividad eléctrica 

hipocampal está notablemente alterada durante las 4 h de descanso tras la restricción 



 

58 

subcrónica de sueño, con un desplazamiento de oscilaciones de baja frecuencia 

(delta/theta) hacia frecuencias más altas (alfa/beta). 

 

Figura 11.5. La restricción de sueño altera la actividad eléctrica del hipocampo durante el período 

de oportunidad para dormir de 4 h.  

A) Trazos representativos de los potenciales de campo locales (PCL) del hipocampo antes del protocolo 

de restricción de sueño (registro basal) y durante el período de recuperación de 4 horas posterior a la 

restricción (DRS). B) Potencia espectral total. C) Frecuencia total del trazo para la línea base (barras 

blancas) y después de la RS (barras rojas). D–H) Potencia relativa de las ondas delta, theta, alfa, beta 

y gamma registradas durante el período de recuperación de 4 horas. Los resultados se expresan como 

la media  ±error estándar de seis animales, excepto la potencia espectral total, que se presenta como 

mediana con rango. Los registros de PCL posteriores a la RS se compararon con los registros basales 

de los mismos animales. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de dos vías seguido de la 

prueba post hoc de Sidak, excepto para la potencia espectral total, que se analizó con la prueba de 

Wilcoxon. Los asteriscos indican significancia estadística: *p < 0.05, **p < 0.01. 
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11.6. La memoria declarativa se encuentra deteriorada tras 4 h de descanso 

después de 10 días de restricción de sueño 

Habiendo observado que la actividad eléctrica en CA1 estaba alterada durante el 

periodo de descanso, formulamos la hipótesis de que los animales sometidos a 

restricción de sueño exhibirían un déficit en la memoria declarativa dependiente del 

hipocampo tras este periodo. Para evaluarlo, sometimos a los animales RS y sus CNT 

a las pruebas RON y LO. Durante la fase de entrenamiento de la prueba RON, tanto 

los animales CNT como los RS mostraron tiempos totales de exploración similares 

para los objetos A y A′ (prueba t de Student, t = 1.092, df = 16, p = 0.2910; Figura 11.6. 

A), sin diferencias en el porcentaje de exploración del objeto A′ (prueba t de Student, 

t = 1.383, df = 17, p = 0.1845; Figura 11.6. B). Esto indica que ambos grupos exploraron 

los objetos por igual durante el entrenamiento y que no hubo preferencia por ninguno. 

Una hora después del entrenamiento, durante la fase de prueba, los tiempos totales 

de exploración fueron comparables entre grupos (prueba t de Student, t = 1.122, 

df = 17, p = 0.2775; Figura 11.6. C). Sin embargo, los animales RS dedicaron 

significativamente menos tiempo a explorar el objeto nuevo (prueba t de Student, 

t = 2.269, df = 17, p = 0.0366; Figura 11.6. D), lo cual indica un deterioro en la memoria 

de reconocimiento a corto plazo. En la fase de entrenamiento de la prueba LO, no hubo 

diferencias entre los grupos en el tiempo total de exploración (prueba t de Student, 

t = 2.063, df = 10, p = 0.0661; Figura 11.6. E) ni en el porcentaje de exploración del 

objeto A′ (prueba t de Student, t = 0.4138, df = 10, p = 0.6878; Figura 11.6. F). De 

manera similar, durante la fase de prueba, los tiempos totales de exploración no 

difirieron (prueba t de Student, t = 0.1569, df = 10, p = 0.8785; Figura 11.6. G). No 
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obstante, al analizar el tiempo de exploración del objeto reubicado (A′), las ratas RS 

dedicaron significativamente menos tiempo a explorarlo en comparación con los 

controles (prueba t de Student, t = 2.398, df = 10, p = 0.0374; Figura 11.6. H), lo que 

evidencia un deterioro en la memoria declarativa. 

 

 

Figura 11.6. La memoria declarativa se ve afectada después de 4 horas de oportunidad para 

dormir tras 10 días de restricción de sueño.  

A) Tiempo total de exploración durante la fase de entrenamiento en la prueba de reconocimiento del 

objeto novedoso para los animales control (CNT, barras blancas) y con restringidos de sueño (RS, 

barras rojas). B) Porcentaje del tiempo de exploración del objeto A′ durante la fase de entrenamiento. 

C) Tiempo total de exploración durante la fase de prueba. D) Porcentaje del tiempo de exploración del 

objeto nuevo B durante la fase de prueba. E) Tiempo total de exploración durante la fase de 

entrenamiento en la prueba de localización de objeto para los grupos CNT y RS. F) Porcentaje del 

tiempo de exploración del objeto A′ durante la fase de entrenamiento. G) Tiempo total de exploración 

durante la fase de prueba. H) Porcentaje de tiempo de exploración del objeto reubicado A′ durante la 

fase de prueba. Los resultados se expresan como la media ± error estándar. El análisis estadístico se 

realizó mediante pruebas t de Student no pareadas. Los asteriscos indican significancia estadística: *p 

< 0.05. 
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11.7. Los niveles de corticosterona sérica no se modificaron a los 10 días de 

restricción de sueño ni después de las últimas 4 horas de oportunidad 

para dormir 

La restricción de sueño induce estrés debido a que, por definición, un estresor es un 

factor (ambiental, eventos, sustancias) que empuja fuera de la homeostasis a un 

individuo, activando sistemas neuroendocrinos en respuesta para tratar de mantener 

la integridad fisiológica del individuo [101] . La corticosterona (cortisol en humanos) es 

un glucocorticoide secretado por las glándulas suprarrenales en respuesta a un 

estresor [102] y puede alterar la función cognitiva debido a que el hipocampo es una 

región muy susceptible a la acción de los glucocorticoides [103, 104]. Para evaluar el 

efecto de la RS sobre los niveles de corticosterona en los animales sometidos a RS, 

evaluamos la concentración sérica de este glucocorticoide en los animales RS y sus 

controles inmediatamente al salir del último periodo de RS y después de las últimas 4 

h de oportunidad para dormir. No observamos cambios en los niveles séricos de 

corticosterona entre los grupos inmediatamente después de la RS ni después de las 4 

h de descanso (ANOVA de dos vías, F[1,15] = 0,6477; inmediatamente después de la 

RS, p = 0,8605; después de 4 h oportunidad para dormir, p = 0,2170, Figura 11.7.), lo 

que indica que la reducción en la exploración del objeto nuevo o reubicado en animales 

RS no se atribuye al estrés. 
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Figura 11.7. Los niveles de corticosterona sérica no se ven afectados después de 10 días de 

restricción de sueño ni después de 4 h de oportunidad para dormir. 

Las concentraciones de corticosterona fueron determinadas inmediatamente después de la última RS 

en los animales del grupo control (CNT, barras blancas) y en los animales restringidos de sueño (RS, 

barras rojas) y después de las últimas 4 h de descanso. El análisis estadístico se realizó mediante 

ANOVA de dos vías. 
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12. DISCUSIÓN  

Los orígenes de las alteraciones inducidas por la RS en la actividad de las redes 

neuronales hipocampales y su relación con los déficits cognitivos observados tras 

alteraciones del sueño prolongadas aún no se comprenden completamente. En el 

presente trabajo, observamos que el hipocampo de ratas sometidas a 10 días de RS 

mediante el protocolo MPMM presenta alteraciones microgliales que persisten incluso 

después de 4 h de oportunidad para dormir. Además, la expresión de Sin, una proteína 

presináptica, y la proporción de ERK fosforilado, ambas vinculadas con la PLP 

hipocampal, se alteraron aún tras un breve periodo de oportunidad para dormir. Estos 

resultados podrían asociarse con las modificaciones en la actividad eléctrica 

hipocampal durante el último periodo de descanso del protocolo de 10 días de RS. 

 

12.1. La memoria dependiente del hipocampo se ve afectada por la restricción 

del sueño 

Los efectos perjudiciales de la restricción del sueño han sido ampliamente estudiados 

[105], mientras que el proceso de recuperación ha recibido mucha menos atención. En 

ratas sometidas a RS, la permeabilidad de la BHE se ve comprometida en regiones 

como el hipocampo, el tálamo, los ganglios basales, el cerebelo, la corteza insular y 

otras áreas tras 10 días de RS. Un breve periodo de recuperación de 2 h restauró la 

función de la BHE en regiones como el cíngulo, la corteza parietal e insular, el 

hipotálamo, los núcleos basales, la amígdala, el septo y el área preóptica [86], aunque 

en otras regiones, entre ellas el hipocampo, no se recuperaron. Además, un 

metaanálisis en ratones privados de sueño indicó que 3 h de recuperación no son 
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suficientes para restablecer la expresión génica basal hipocampal [106]. En humanos, 

se ha comprobado que dos días de recuperación tras una noche de privación de sueño 

no restauran la memoria episódica, a pesar de que la conectividad del hipocampo 

parece retornar a niveles basales [82]. Otra investigación que evaluó los efectos de la 

RS a temprana edad empleando el modelo MPMM (20 h de RS diarias durante 14 días 

iniciando en el día postnatal 28) encontró déficits en la memoria a largo plazo, pero no 

en memoria a corto plazo, al día postnatal 42. Este efecto persistió hasta la adultez 

(día postnatal 85) y se relacionó con una neurogénesis hipocampal disminuida y menor 

inmunorreactividad de aquaporina 4 astrocítica [107]. Algunas similitudes entre estos 

estudios incluyen alteraciones en el número de neuronas y neurogénesis, disminución 

en la expresión de proteínas sinápticas, y menor rendimiento en pruebas de 

aprendizaje y memoria. Estos datos sugieren que la RS induce efectos en la memoria 

que podrían persistir en periodos prolongados e indeterminados. Comparar estos 

datos entre estudios resulta desafiante debido a las diferencias en modelos animales, 

métodos de RS, duración del protocolo de RS, momentos del día en el que se realiza 

la restricción, y momentos de evaluación cognitiva [108]. Evaluaciones secuenciales 

en múltiples puntos temporales posteriores a los protocolos de RS podrían ser 

necesarias para determinar los mecanismos involucrados y sus consecuencias a corto 

y largo plazo. 

 

12.2. La restricción de sueño altera la función microglial en modelos animales 

La función fisiológica, la morfología y la dinámica microglial están reguladas por la 

actividad neuronal espontánea y evocada, y viceversa. Estudios han demostrado que 
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el sueño modula la morfo-dinámica microglial a través de interacciones dependientes 

de contacto, como el receptor CX3CR1, mientras que la señalización microglial 

mediada por los receptores P2Y12 regula la arquitectura del sueño [109, 110] . En 

nuestro estudio, tras 10 días de RS, las células microgliales del hipocampo 

presentaron un número significativamente menor de ramificaciones, alteración que 

persistió tras 4 h de oportunidad para dormir, lo que indica que dicho periodo no es 

suficiente para normalizar su morfología. Un perfil microglial menos ramificado está 

asociado con mayor actividad fagocítica [111-115]. Estudios previos han reportado, 24 

h después de RS, un aumento en el número de células microgliales en el hipocampo, 

mayor expresión de marcadores como CD68 (proteína que se localiza en lisosomas y 

endosomas de células fagocíticas) y el receptor a la molécula C3 del complemento 

(C3aR), y disminución en la colocalización de las proteínas sinápticas Sin 

(presináptica)/PSD95 (postsinaptica) en CA1, señalando una reducción de contactos 

sinápticos por aumento de actividad microglial fagocítica [62]. En nuestro estudio, 

aunque la IR de IBA‑1 y el número de células IBA‑1+ no permanecieron elevados tras 

4 h de descanso, observamos una reducción de la ramificación de células IBA‑1+, lo 

que sugiere un estado reactivo. Además, la disminución significativa en la IR de Sin en 

CA1 y CA3, tanto inmediatamente después de RS como tras 4 h de descanso, podría 

estar vinculada a esa actividad fagocítica aumentada. Estudios futuros deberían 

evaluar si los cambios morfológicos microgliales tras 4 h de descanso están asociados 

con la actividad fagocítica elevada y contribuyen a la reducción de la expresión de Sin. 

Un fenotipo microglial menos ramificado también se ha asociado con neuroinflamación 

mediada por la microglía [111]. Modelos de neuroinflamación como infartos cerebrales 
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o inyecciones de LPS intracerebroventricular inducen morfología microglial menos 

ramificada [116, 117]. De forma similar, otro estudio mostró una reducción en la 

longitud de ramificación de la microglía cortical en modelos de RS [69]. Además, se ha 

reportado un aumento en la expresión de IL‑1β, IL‑6 y TNF‑α en el hipocampo y/o 

corteza prefrontal de ratones con RS [71, 72], lo que sugiere que los cambios 

morfológicos observados podrían asociarse con un perfil proinflamatorio. La 

morfología microglial también ha sido relacionada con oscilaciones neuronales. En 

ratones sometidos a vigilia prolongada (3 h más de vigilia), se observó aumento de 

frecuencia theta/gamma cortical, incremento en el estado de alerta y mayor 

ramificación microglial en la corteza somatosensorial e hipocampo. Al extender la 

vigilia a 9 h, las ramificaciones disminuyeron en ambas regiones y este cambio estuvo 

asociado con el aumento progresivo de la actividad delta [92]. Estos hallazgos 

concuerdan con los nuestros, que muestran disminución de ramificación tras RS 

prolongada asociada a reducción de la frecuencia theta hipocampal. Por otro lado, se 

sabe que la activación microglial P2Y12–Gi promueve el sueño NMOR al reducir la 

transmisión cortical de noradrenalina [110]. Dado que la pérdida de función 

homeostática microglial ocurre durante RS, planteamos la hipótesis de que los 

cambios en la actividad eléctrica hipocampal observados después de la RS podrían 

estar asociados con modificaciones en la actividad microglial, especialmente con la 

activación P2Y12-Gi. Estudios posteriores deberían evaluar si la señalización 

microglial Gi en el hipocampo se altera durante RS y si su restauración pudiera prevenir 

los déficits cognitivos observados. 
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12.3. Alteración de la actividad eléctrica hipocampal tras la restricción del 

sueño 

Las oscilaciones hipocampales se caracterizan por actividad rítmica lenta, 

principalmente representada por el ritmo theta (4‑8 Hz), que organiza la tasa de disparo 

neuronal y se asocia con el procesamiento de señales ambientales y codificación de 

memoria [84, 118, 119]. Estudios previos indican que el ritmo theta en la vía CE–CA1 

es necesario para la codificación, y en las colaterales de Schaffer para la consolidación 

y recuperación de la memoria [33]. En nuestro estudio, las ratas RS no pudieron 

reconocer el objeto novedoso incluso después de 4 h de sueño tras el protocolo MPMM 

Este efecto podría estar relacionado con la reducción del ritmo theta registrada en el 

periodo de descanso. La frecuencia gamma hipocampal, es fundamental para la 

transferencia de información entre CA3 y CA1 durante la consolidación y recuperación 

de memoria [36, 120]. Sin embargo, en el presente estudio no se observaron 

alteraciones en potencia relativa gamma durante el último periodo de descanso. 

Aunque no existen estudios que aborden explícitamente el acoplamiento theta‑gamma 

durante el sueño, futuros análisis deberían evaluar si la RS interfiere en dicho 

acoplamiento en tareas exploratorias y en las etapas del sueño. Además, se sabe que 

la estimulación de la CE a frecuencias bajas (1 Hz) o altas (20 Hz) no induce PLP en 

CA1, a diferencia de la estimulación theta (5 Hz) [33], ya que el circuito GD–CA3 actúa 

como filtro. Adicionalmente, observamos que la RS aumentó los ritmos alfa y beta 

(8‑12 Hz y 12‑30 Hz, respectivamente) durante el periodo de descanso, lo que podría 

contribuir a la disminución del rendimiento conductual. Se ha demostrado que el ritmo 

theta hipocampal induce PLP en CA1 [33], y que su inhibición optogenética durante el 
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sueño MOR deteriora el desempeño en la prueba RON [18]. Estudios futuros deberían 

investigar si la reducción del ritmo theta tras RS es responsable de los déficits de 

memoria y los cambios en la expresión de Sin y ERK. Por otro lado, el control 

homeostático del sueño incrementa la presión de sueño proporcionalmente a la 

duración de la vigilia; cuando el tiempo de sueño se reduce, el organismo compensa 

mediante un rebote de sueño [121]. En roedores, se observa un aumento 

compensatorio inmediato de la potencia delta cortical durante NMOR y del porcentaje 

de este estado tras la privación total aguda  de sueño [121-123]. Sin embargo, esta 

respuesta deja de observarse en restricción repetida del sueño: tras 5 días 

consecutivos de RS, los ratones no mostraron aumento compensatorio de la potencia 

delta en NMOR, permaneciendo por debajo de los niveles basales incluso dos días 

después [124]. A nivel cortical, el ritmo theta normalmente se eleva durante NMOR 

[125], mientras que durante MOR es fundamental para la consolidación de la memoria 

del olvido selectivo [126]. En estudios con 6 días de privación del sueño, el EEG 

hipocampal mostró un aumento transitorio del ritmo theta en el grupo RS en los 

primeros dos días de entrenamiento, mientras que los controles mantuvieron este 

aumento durante la vigilia prolongada  [127]. No existen, hasta la fecha, estudios que 

documenten el rebote delta/theta en registros de PCL hipocampales tras RS, pero 

nuestros datos muestran que no hay aumento en delta o theta luego de 10 días de RS, 

sugiriendo que la pérdida repetida de sueño altera los mecanismos compensatorios 

durante el aprendizaje y entre estados del sueño. Estudios prospectivos son 

necesarios para determinar si protocolos subcrónicos similares inducen efectos 

persistentes comparables a los descritos en paradigmas crónicos, como en el estudio 
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de Owen et al. [83], donde déficits de memoria espacial a largo plazo y patología 

hipocampal se evidenciaron meses después del periodo de restricción de sueño. 

Otro factor que modula la actividad eléctrica son las citocinas proinflamatorias. La 

administración IL-1β y TNF-α induce alteraciones significativas de la excitabilidad 

neuronal, la frecuencia de disparo y la vulnerabilidad a procesos excitotóxicos. En un 

estudio ex vivo en el que se administró IL-1β a cultivos organotípicos de médula espinal 

de rata se observó el incrementó de la inhibición sináptica en neuronas piramidales del 

hipocampo de rata, modificando la propiedad de disparo de estas células 

[145]. Además, la administración de IL-1β (1 µg, i.p.) a ratas indujo un aumento agudo 

(<30 min) de la frecuencia de disparo espontáneo en neuronas del núcleo basal de la 

amígdala basolateral, sugiriendo que la inflamación periférica modula rápidamente la 

actividad neuronal central [146].  También se observó que la aplicación de TNF-α en 

baño a neuronas del órgano subfornical indujo despolarización y aumento de la 

frecuencia de potenciales de acción, evidenciando que TNF-α incrementa la 

excitabilidad neuronal intrínseca [147]. En cultivos de neuronas corticales de ratón 

observaron que TNF-α (100 pg/mL, 24 h) incrementó corrientes de Na⁺ dependientes 

de canales de voltaje, redujo el umbral de disparo y elevó la tasa de disparo, implicando 

un mecanismo directo de modulación de excitabilidad [148]. Tomando en cuenta que 

en otros protocolos de restricción de sueño se reporta el incremento en la expresión 

IL-1β y TNF-α y que se ha demostrado que estas citocinas pueden alterar la función 

de la actividad neuronal, este factor podría contribuir en la modificación de la actividad 

eléctrica del hipocampo registrada después de nuestro protocolo de RS. Estudios 

posteriores deberían evaluar si efectivamente se observa un incremento en las 
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citocinas proinflamatorias y si inhibir o bloquear la acción de estas puede rescatar la 

función eléctrica del cerebro después del protocolo de RS. 

 

12.4. Cambios en sinaptofisina y ERK durante la restricción de sueño 

La Sin es una proteína de vesícula presináptica implicada en la transmisión sináptica, 

cuya expresión se correlaciona positivamente con el aprendizaje y la memoria [128-

130]. La PLP se asocia con el aumento de Sin y la actividad de ERK [46, 131]. En 

ratones knock-out para el gen Ndufs4 que codifica para subunidad 4 de la proteína  

Ubiquinona oxidorreductasa, se ha reportado la disminución de actividad de ERK y 

menor expresión de Sin en el hipocampo [132]. Esto indica una estrecha relación entre 

la actividad de ERK y Sin. En nuestro estudio, observamos una reducción en la 

expresión de Sin y un aumento de pERK tras un periodo de descanso de 4 h, lo que 

refleja alteraciones en la transmisión sináptica. La activación de ERK es esencial para 

la inducción y mantenimiento de la PLP al modular el tráfico de receptores AMPA [131]. 

La administración de U0126, un inhibidor de ERK, deteriora la PLP hipocampal 

inducida por la estimulación mediante una frecuencia theta (5 Hz) [98], lo que sugiere 

que la PLP dependiente de theta es ERK‑dependiente. Por lo tanto, el aumento de 

pERK tras RS podría estar asociado con procesos distintos a la PLP. La vía ERK 

también participa en la regulación del ciclo sueño–vigilia. La eliminación específica de 

ERK1/2 o su inhibición farmacológica incrementan la vigilia tras 6 h de privación del 

sueño en ratones [133], lo que sugiere que la fosforilación de ERK contribuye a la 

presión de sueño. En el presente estudio, los niveles de pERK aumentaron 

significativamente tras 4 h de descanso, lo que podría representar un efecto 
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compensatorio que intensifica la presión de sueño, aunque no explica por qué pERK 

no incrementó inmediatamente después de la restricción. Los efectos de la RS sobre 

la modulación de ERK parecen depender de la duración del protocolo. En ratas 

Sprague–Dawley, la privación o restricción aguda reduce la fosforilación de ERK en el 

hipocampo [53, 134, 135], lo que contrasta con nuestros resultados. Esta discrepancia 

podría explicarse por la naturaleza aguda de los protocolos utilizados en esos estudios 

frente al carácter subcrónico del nuestro. Esta interpretación se respalda por datos en 

protocolos de RS de larga duración (hasta 6 meses) que muestran aumento de pERK 

en el cerebelo [73] , así como en el hipocampo de ratones epilépticos que presentan 

niveles elevados de pERK [136, 137]. Todas estas intervenciones implican 

alteraciones homeostáticas profundas, incluyendo la regulación a la alza de 

mediadores inflamatorios en el SNC [138, 139], lo que sugiere que el aumento de 

pERK responde a desafíos fisiológicos prolongados o extremos. La activación de la 

vía ERK también es necesaria para desencadenar cascadas inflamatorias en células 

gliales. La microglía aislada de ratones 5xFAD presenta pERK elevado [68], regulador 

crítico de la activación proinflamatoria microglial [140] . Asimismo, la activación de ERK 

favorece la migración microglial y la proliferación en modelos de dolor neuropático 

[141], y estimula la actividad fagocítica de células BV2 en cultivo [142]. Dado que los 

protocolos de RS promueven procesos proinflamatorios en el SNC, el aumento de 

pERK observado podría estar relacionado también con la activación de rutas 

inflamatorias. 
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13. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

Si bien nuestros hallazgos aportan nuevo conocimiento sobre los efectos de la 

restricción del sueño, existen varias limitaciones importantes. En primer lugar, 

únicamente se incluyeron ratas macho, dado que nuestros trabajos previos y las 

referencias directas se realizaron en machos, lo que facilitó la comparación entre 

estudios. No obstante, reconocemos que los sujetos femeninos han estado 

históricamente subrepresentados en la investigación del sueño, y es imperativo 

determinar si la RS y el proceso de recuperación afectan de manera diferencial al 

hipocampo femenino. En segundo lugar, no se registraron señales de EMG debido al 

alto riesgo de infección durante el protocolo MPMM y a la complejidad técnica que 

implica mantener electrodos funcionales en un entorno de restricción en presencia de 

agua. Como consecuencia, no fue posible calificar formalmente las etapas del sueño 

ni relacionar directamente los ritmos hipocampales con las distintas fases del mismo, 

por lo que nuestras conclusiones se limitan a los registros de los PCL hipocampales 

obtenidos durante el periodo de recuperación. En tercer lugar, los PCL hipocampales 

no se registraron durante las fases de restricción de 20 horas, sino únicamente durante 

las últimas 4 horas de cada ciclo. Esto se debió a que el protocolo MPMM requería 

que los animales permanecieran en jaulas de restricción en pares para minimizar el 

estrés por aislamiento. Sin embargo, el alojamiento en parejas introdujo la posibilidad 

de desplazamiento de los electrodos debido a la interacción entre los animales. En 

consecuencia, no fue posible evaluar la dinámica de la red hipocampal a lo largo de 

las fases de restricción. En cuarto lugar, nuestro análisis se restringió al periodo de 

descanso inmediato de 4 horas posterior a los 10 días de RS. Por tanto, no podemos 
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determinar si las alteraciones observadas persisten, se normalizan o progresan en 

puntos temporales posteriores. En quinto lugar, aunque observamos relación entre la 

actividad eléctrica hipocampal, la morfología microglial, la expresión de Sin y ERK, el 

diseño del estudio no permite establecer relaciones causales. Finalmente, el alcance 

mecanístico fue limitado: no evaluamos de manera directa la fagocitosis microglial, los 

niveles de mediadores inflamatorios ni otras vías de señalización que podrían 

contribuir a los resultados observados. Asimismo, el análisis se restringió al marcador 

presináptico Sin y a la fosforilación de ERK como correlato molecular de plasticidad. 

Futuros estudios deberían incluir parámetros adicionales, como otras proteínas 

involucradas en plasticidad sináptica, mediadores inflamatorios y análisis extendidos 

tanto de PCL/EEG como de conducta, con el fin de proporcionar una comprensión más 

integral de las alteraciones hipocampales inducidas por la restricción del sueño. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

74 

14. CONCLUSIÓN 

En el presente estudio, observamos que la actividad eléctrica del hipocampo se ve 

alterada tras 10 días de restricción del sueño. El análisis de los PCL hipocampales 

durante el periodo inmediato de descanso reveló un aumento de los ritmos alfa y beta, 

junto con una disminución de las ondas delta y theta en comparación con las ratas no 

restringidas, lo que sugiere que los efectos a largo plazo de la RS podrían estar 

asociados con una desregulación sostenida de los circuitos neuronales y gliales 

hipocampales. Este estudio también demuestra la persistencia de alteraciones en la 

morfología microglial, una disminución en la inmunorreactividad a Sin, y un aumento 

en la relación pERK/ERK después del descanso, factores que podrían contribuir a los 

déficits cognitivos observados. Aunque los efectos a largo plazo de la RS en el 

hipocampo han sido reportados previamente, nuestro trabajo aporta evidencia que 

vincula estos cambios con la actividad eléctrica hipocampal. No podemos establecer 

una relación causal entre las oscilaciones hipocampales y los déficits cognitivos 

inducidos por la RS; sin embargo, identificamos posibles dianas celulares y 

moleculares, conocidas por influir en la actividad hipocampal, que deberían explorarse 

en futuros estudios para prevenir tanto las consecuencias a corto como a largo plazo 

de la restricción del sueño. Esto resulta especialmente relevante considerando que la 

reducción crónica del sueño en humanos se ha asociado con un mayor riesgo de 

desarrollar trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer, una 

condición promovida por la actividad proinflamatoria microglial y la degeneración 

neuronal. 
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