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1. RESUMEN
La pérdida de suefio se ha relacionado con en el deterioro cognitivo asociado a la
edad. Ademas, la restriccion del suefio (RS) altera la fisiologia de multiples regiones
cerebrales e incrementa la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE)
ademas de disminuir la expresion de proteinas relacionadas a la plasticidad sinaptica.
Entre estas regiones, el hipocampo, tanto de humanos como de roedores, presenta
alteraciones que perduran mas tiempo que en otras areas como los ganglios basales
y el hipotalamo. En el presente estudio, ratas macho adultas fueron sometidas a 10
dias de RS utilizando el método modificado de plataformas multiples (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
restriccién, los animales del grupo RS mostraron un aumento en la inmunorreactividad
(IR) a la molécula adaptadora de union a calcio ionizado 1 (IBA-1) y en el nimero de
células positivas a este marcador, hallazgos consistentes con activacion microglial;
estos cambios morfolégicos persistieron tras un periodo de recuperacion de 4 horas.
Ademas, determinamos la expresion de las proteinas relacionadas con plasticidad
sinaptica sinaptofisina (Sin) y de la proteina cinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK) total y su forma fosforilada (pERK). Observamos que la expresion relativa de
Sin se redujo significativamente después de la RS y permanecio disminuida tras el
periodo de descanso, mientras que la relacién pERK/ERK aumentd significativamente
al final del periodo de recuperacién. Estas alteraciones moleculares se acomparfiaron
de una disrupcién en los potenciales de campo locales (PCL) del hipocampo,

caracterizada por un aumento en la actividad alfa y beta, y una disminucion en las



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 localizacion de objeto (LO), luego del periodo de recuperacion. En
conjunto, estos hallazgos demuestran que la RS subcrénica induce alteraciones
persistentes en la microglia y en la sinapsis, asi como una sefalizacién anormal de
ERK que perdura tras un breve descanso, que podria relacionarse con disfuncién de

la red hipocampal y deterioro de la memoria.



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.



3. LISTA DE ABREVIATURAS

AMPA Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico
BDNF Factor neurotréfico derivado del cerebro
BHE Barrera hematoencefalica

Clqg Proteina del complejo 1 del complemento
C3 Proteina del complejo 3 del complemento
C3R Receptor de C3

CAl Cuerno de Amon 1

CA3 Cuerno de Amoén 3

CD68 Cumulo de diferenciacion 68

CE Corteza entorrinal

CX3CL1 Fractalquina

CX3CR1 Receptor de fractalquina

EEG Electroencefalograma

EMG Electromiograma

ERK Cinasa regulada por sefales extracelulares
GD Giro dentado

IBA-1 Molécula adaptadora de union a calcio ionizado 1
IF Inmunofluorescencia

IL-18 Interleucinalp

IL-6 Interleucina 6

IR Inmunoreactividad



iINOS
LO
MAPK
MEK
MOR
N1

N2

N3
NMDA
NMOR
P2Y12
pERK
PLP
PCL
PSD95
RON
Sin
SNC
SOL

TMEM119

TNF-a

wB

Sintasa de 6xido nitrico inducible

Localizacién de objeto

Proteina cinasa activada por mitdgeno

Proteina cinasa activada por mitdgeno

Movimientos oculares rapidos

Fase del sueiio NMOR

Fase del sueiio NMOR

Fase del suefio NMOR, también conocido como SOL
N-metil-D-aspartato

No movimiento oculares rapidos

Receptor purinérgico

Cinasa regulada por sefales extracelulares fosforilada
Potenciacion a largo plazo

Potenciales de campo locales

Proteina de densidad postsinaptica 95
Reconocimiento de objeto novedoso

Sinaptofisina

Sistema nervioso central

Suefio de ondas lentas

Proteina transmembranal 119

Factor de necrosis tumoral alfa

Western blot



4. INTRODUCCION

4.1. El suefioy su arquitectura

El suefio es un proceso fisiolégico altamente conservado en mamiferos necesario para
la recuperacion fisica y la regulacion del metabolismo [1]. A nivel del sistema nervioso
central (SNC), el suefio se ha relacionado con la limpieza de desechos celulares que
son consecuencia del metabolismo celular [2, 3]. El suefio se caracteriza por patrones
especificos de la actividad eléctrica evaluada mediante  registros
electroencefalograficos (EEG) o de los potenciales de campo locales (PCL) corticales
acompafados de registros de la actividad electromiografica (EMG) [4, 5].

La arquitectura general del sueiio entre humanos y roedores es muy similar. En
humanos, el suefio se divide en dos grandes fases: el suefio en donde de movimientos
oculares rapidos (MOR) caracterizado por atonia muscular y la presencia de ondas de
alta frecuencia y baja amplitud en el EEG; y el suefio NMOR en el que no se presentan
los movimientos oculares rapidos y el EEG registra ondas de baja frecuencia y alta
amplitud. El suefio NMOR se divide en 3 etapas conocidas como N1, N2 y N3, a la
etapa N3 también se le denomina suefio de ondas lentas (SOL, por la presencia de
ondas delta) [6]. El tipo de suefio que presentan los humanos se conoce como
monofasico, 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 suefio MOR, NMOR y episodios breves de vigilia en
ciclos de 90 minutos. Ademas, el suefio NMOR es predominante durante la primera

mitad del suefio mientras que el suefio MOR se presenta con mayor proporcion



durante la segunda mitad [8]. En roedores, las fases de suefio son las mismas, la
principal diferencia con el suefio en humanos es que el patron de suefio es polifasico,
es decir, que sus ciclos de suefio se distribuyen a lo largo del dia con mayor proporcion
durante el periodo de luz [9, 10] (Figura 4.1.). Aunque la conducta y la temporalidad
del suefio entre humanos y roedores son diferentes, los mecanismos neurofisiol6gicos

subyacentes y las funciones del suefio se conservan entre especies [11].
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Figura 4.1. Comparacion de las fases del suefio entre humanos y roedores.
A) fases del ciclo de suefio/vigilia de humano donde se muestran los trazos corticales representativos

de la vigilia, el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) y las fases correspondientes al suefio
NMOR: N1, N2 y N3 conocido como suefio de ondas lentas (SOL) seguido por el hipnograma
correspondiente. B) fases del ciclo suefio/vigilia de roedores con el trazo cortical representativo de la
vigilia, SOL y suefio MOR seguido de su hipnograma correspondiente. Imagen tomada y modificada de

Rayan et al., 2024.



4.2. Neurofisiologia del suefio NMOR y MOR

El suefio NMOR se caracteriza por una disminucion en el metabolismo del cerebro, asi
como la aparicion 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 distincion entre las diferente etapas es menos
especifica [12]. El suefio NMOR esta regulado por la interaccién de la corteza cerebral,
el tAlamo y nucleos del prosencéfalo basal [13]. En modelos animales se ha observado
que durante esta etapa de suefio en el hipocampo se reactivan los patrones
neuronales que previamente se activaron durante la vigilia, lo que apoya la hipotesis
del papel de esta fase de suefio en la consolidacion de la memoria [14]. En humanos,
se ha observado mediante estudios polisomnogréaficos y de neuroimagen que la
cantidad y calidad del SOL estan asociadas con un mejor procesamiento de la
memoria [15]. Por otra parte, el suefio MOR presenta un patrén de la actividad eléctrica
parecido a la vigilia y con una actividad theta generalizada en el hipocampo,
especialmente en roedores [16]. En el suefio MOR se presenta la activacion de los
ndcleos pontinos y colinérgicos del tegmento que inducen la atonia muscular y las
oscilaciones de frecuencia rapida en la corteza [17]. El suefio MOR esta implicado en
la consolidacion de la memoria y la regulacion del estado de animo. En roedores, la
supresion selectiva del ritmo theta durante el suefio MOR evit6 la consolidaciéon de la
memoria contextual [18]. Ademas, durante el suefio MOR se llevan a cabo procesos

de reforzamiento sinaptico mediante la expresién de genes relacionados con la



plasticidad sinaptica como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF por sus
siglas en inglés) y a la proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad (ARC,

por sus siglas en inglés) [16, 19].

4.3. Efectos conductuales de la restriccion y privacién de suefio

La privacion de suefio se define como la pérdida total de suefio ya sea por
circunstancias particulares o por intervenciones experimentales mientras que la
restriccion de suefio se define como la disminucion de la duracion habitual de suefio
que requiere un individuo para presentar un desempefio 6ptimo en sus tareas diarias
[8, 20].En humanos se ha observado que la reduccién del tiempo de suefio disminuye
el rendimiento en tareas que implican atencién, toma de decisiones y la memoria de
trabajo. Participantes adultos que fueron sometidos a un protocolo de restriccion de
suefio en el cual se les permiti6 dormir de 4 a 6 horas durante 14 dias consecutivos
presentaron un menor rendimiento en las pruebas de vigilancia psicomotora y la
prueba computarizada de sustitucion de simbolos de digitos que evaltan el estado de
alerta y la memoria de trabajo respectivamente. Los autores reportan que los efectos
observados en el tiempo de reaccion y la atencién sostenida son comparables a los
gue presentan individuos privados completamente de suefio durante 1 o 2 noches [21].
La pérdida de suefio en ratas provoca alteraciones en la conducta. Tras 24 horas de
privacion total o fragmentacion del suefio mediante cinta rodante, las ratas exhiben un
aumento en la exploracién de espacios abiertos en el test de campo abierto [22].
Ademas, ratas sometidas a privacion del suefio MOR mediante el modelo de

plataforma pequefa, presentaron problemas de orientacion cuando fueron sometidas



a la prueba de laberinto acuético de Morris, indicando alteraciones en la capacidad de
navegacion 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 I6bulo temporal y forma parte del
sistema limbico. Las principales funciones del hipocampo son la formacion,
consolidacion y recuperacibn de memorias [24]. Adicionalmente, es una region
necesaria para la navegacion espacial [25] y la regulacién emocional [26]. La actividad
eléctrica del hipocampo se caracteriza por una actividad ritmica de baja frecuencia,
principalmente ondas theta (4-8 Hz), las cuales estan asociadas con el procesamiento
de sefiales ambientales y la codificacién de la memoria [27, 28]. Dentro del hipocampo,
el principal circuito neuronal para el procesamiento de la informacién es el circuito
trisinaptico el cual consiste en la via perforante que es el grupo de sinapsis mediante
el cual el giro dentado (GD) recibe informacion desde la corteza entorrinal (CE).
Después, el GD envia informacién hacia la region CA3 del hipocampo a través de las
fibras musgosas. Por Ultimo, las colaterales de Schaffer permiten la comunicacion
entre las neuronas piramidales del CA3 y la regién CA1 hipocampal (Figura 4.5.) [29].
La PLP se lleva a cabo principalmente en la region CA1 y es inducida por las sefiales
gue se transmiten a través del circuito trisinaptico hipocampal [30, 31].

Ademas, 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 observo que la estimulacion en la CE con una frecuencia
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theta (5 Hz) ocasiond la propagacion de la actividad neural a través del circuito
trisinaptico hipocampal [33]. En este experimento también se observo que la respuesta
del hipocampo es dependiente de la frecuencia del estimulo en la CE; frecuencias de
1 Hz incrementaron los potenciales evocados en el GD significativamente, pero no en
CALl. Ademas, la estimulacion a 20 Hz no incrementé los potenciales evocados en el
GD o CA1 en comparacion con la estimulacion a 5 Hz, que fue la Gnica que incremento
los potenciales evocados y la PLP en CA1 [33], demostrando que la frecuencia theta
es necesaria para la activaciéon del circuito trisindptico. La hipo6tesis de Stepan y
colaboradores para explicar esté hallazgo es que el hipocampo funciona mediante una
especie de “filtros”; mientras que la regién del GD funciona como un “filtro de paso
bajo”, el cual permite el paso de frecuencias bajas mientras que atenla las sefiales de
frecuencia alta. Por el contrario, la region CA3 permite el paso de frecuencias altas
atenuando frecuencias bajas (efecto opuesto) [33]. Esta informacién sugiere que los
ritmos hipocampales son indispensables para el establecimiento de procesos
conocidos por consolidar la memoria. En ratas a las que se evalud la actividad eléctrica
hipocampal mientras realizaban la prueba de laberinto en T, la cual evalGa la memoria
espacial, se observd que las oscilaciones theta y las gamma se acoplan en la region
CA1 (el acoplamiento es un evento de organizacion temporal en el que la amplitud de
las oscilaciones gamma se modula en funcién de la fase theta). Ademas, el
comportamiento de este acoplamiento de frecuencias theta/gamma cambia conforme
el animal adquiere habilidad en la tarea, lo que sugiere una funcién en la codificacion
y recuperacion de informacion 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 sefiales
theta/gamma entre regiones puede ser un mecanismo compensatorio para mantener
un buen desempefio en la memoria espacial cuando se incrementa la dificultad de la
prueba [35]. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que el acoplamiento cruzado de
frecuencias es clave para la codificacién secuencial de estimulos y para la plasticidad
sinéptica [36]. En el hipocampo predomina la neurotransmision mediada por glutamato
(glutamatérgica) que subyace a los procesos de plasticidad sinaptica caracteristicos
de esta regién, especialmente la PLP. La PLP depende de la activacién de los
receptores para N-metil-D-aspartato (NMDA), los receptores para acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA) y los receptores para kainato que al ser
activados permiten el influjo de iones Na* y Ca?* activando cascadas de sefializacion
intracelular y permitiendo el reclutamiento y la insercién de mas receptores AMPA en
la membrana postsinaptica para reforzar la comunicacion neuronal [37, 38]. Por otro
lado, el GD es una region 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 adaptacion a nuevas experiencias [39]. La actividad neuronal activa
vias de sefializacion transcripcionales y traduccionales que sostienen la plasticidad
sinaptica, incluidos genes de respuesta inmediata como ARC, c-FOS, asi como
proteinas estructurales y de sefalizacion que estabilizan y permiten los cambios

sinapticos.
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4.5. Funcion de lavia de ERK en el hipocampo

La sefalizacion de la via ERK en el hipocampo desempefia un papel indispensable
para los procesos de plasticidad singptica y la memoria dependiente del hipocampo.
La activaciéon de la via de las MAP cinasas (ERK/MAPK) acopla la actividad eléctrica
con la expresion de genes que dependen de la activacion de ERK que regula la
transcripcion de genes relacionados con la plasticidad. La activacion de la via ERK en
respuesta a estimulos sinapticos promueve la activacion de cascadas de sefializacion
que regulan la expresion génicay la sintesis de proteinas necesarias para la memoria
a largo plazo [40]. Por otro lado, la inhibicion de MEK (cinasa activadora de ERK) evita
la activacion de ERK ante estimulos inductores de la PLP y atentian su induccion [41].
En ratas, la activacion de la via de las MAPK incrementd en el hipocampo cuando los
animales fueron sometidos a una prueba de condicionamiento contextual al miedo la
cual evalla el aprendizaje asociativo, sin embargo, al inhibir MEK, se abati6 el
aprendizaje, sugiriendo gque la activacion de la via ERK/MAPK es necesaria para la
consolidacion de memoria [42]. Por otro lado, la via ERK participa en la remodelacion
estructural de espinas dendriticas y en la regulacién de proteinas presinapticas y
postsinapticas, contribuyendo a la estabilizacidbn de circuitos neuronales tras la
experiencia [43].Esta evidencia vincula la via de ERK con la expresion de proteinas
esenciales para la PLP y la memoria, incluyendo el incremento de la expresion de
diferentes proteinas sinapticas [44, 45]. Durante la PLP aumentan los puntos
sinapticos (acumulaciones discretas de proteinas sinapticas visualizadas por
inmunomarcaje que funcionan como indicadores de densidad singptica) en donde se

localizan proteinas de adhesién y sinapsis que participan en el ensamblaje de
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proteinas pre- y postsindpticas que acompafian la consolidaciéon de la PLP [46]. Estos
hallazgos posicionan a la activacién de ERK y las proteinas sinapticas de andamiaje y
vesiculares, como la sinaptofisina, como efectores clave de la plasticidad [44-46]. La
sinaptofisina (Sin) es una glucoproteina integral de las vesiculas presinpticas
identificada originalmente por Wiedenmann y Franke, y puede considerarse un
marcador molecular de membrana vesicular sinaptica [47]. Debido a su ubicuidad en
las terminales presinapticas, la inmunorreactividad de la Sin se ha utilizado
extensamente como indice cuantitativo de densidad sinaptica en tejido humano y
animal, con multiples estudios que relacionan su abundancia con el nimero de
sinapsis [48, 49]. Ademas, durante la fase tardia de la PLP, se presenta un incremento
en el nimero de “puncta” positivos a Sin, lo que respalda su valor como marcador

dinamico de cambios sinapticos estructurales [46-48].

Via perforanti/
= CE

Figura 4.5. Circuito trisinaptico 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 via perforante, las neuronas
granulares del GD envian proyecciones (fibras musgosas) a las neuronas piramidales de la region CA3,
por ultimo, 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 delarestriccion de suefio sobre la funcion hipocampal

La restriccion o fragmentacion del suefio tiene efectos adversos directos sobre la
actividad eléctrica del hipocampo. En un modelo de fragmentacion del suefio en ratas,
en el cual se redujo significativamente el suefio MOR mediante interrupciones
periddicas, se observo un deterioro de la PLP en la region CA1 del hipocampo. Estas
alteraciones se asociaron a un pobre desempefio en la prueba del laberinto acuético
de Morris, prueba que evalla la memoria espacial que es dependiente del hipocampo
[50]. Por otro lado, ratones a los cuales se abolio la actividad theta del hipocampo
durante el suefio MOR presentaron un bajo desempefio en la prueba RON, sugiriendo
que el ritmo theta durante esta fase de suefio es importante para la funcién cognitiva
que depende del hipocampo [18]. Ademas, la restriccion de suefio induce cambios
especificos en los ritmos oscilatorios tanto en la corteza como en el hipocampo. Tras
6 horas de restriccion de suefio, se observé un marcado incremento en la potencia de
ondas delta durante el suefio posterior a la privacion de suefio en la corteza, y refleja
el control homeostéatico que ejerce la presion de suefio, el cual se define como el
incremento progresivo de la necesidad para dormir en funcion al tiempo que el
individuo pasa en vigilia [51, 52]. La pérdida de suefio altera la sefializacion de ERK
en hipocampo y puede reducir marcadores sinapticos. En ratas las cuales fueron
sometidas a 6 horas de restriccion de suefio, se observé una disminucién en la
fosforilacion de ERK1/2 en el hipocampo, estos animales presentaron una memoria
espacial deteriorada 24 h después de protocolo de restriccion, sugiriendo que la
sefalizacion de ERK es necesaria para la consolidacion de la memoria espacial [53].

En ratones sometidos a restriccion de suefio en el que se restaron 3 h a su periodo de
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suefio durante 5 dias, se observo la reduccion en la expresion de proteinas pre y
postsindpticas, 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 expresion de 1146
genes del hipocampo de ratones sometidos a un protocolo agudo de privacién de
suefio (5 h), con sobreexpresion de genes relacionados con splicing del RNA y
asociados al nucleo, mientras que los genes regulados a la baja estan implicados en
procesos de adhesion celular, localizacion dendritica, sinapsis y relacionados con la
membrana postsinaptica. No obstante, 3 h de descanso posterior a la privacion de
suefio normalizo los niveles de RNAm de la mayoria de genes alterados [55]. Estos
resultados demuestran que la disminucién del tiempo de suefio impacta a diferentes
niveles la funcion y estructura del hipocampo. Sin embargo, son pocos los estudios
que abordan la actividad eléctrica hipocampal durante o después de la restriccion y

privacion de suefio

4.7. Lamicrogliay funcién homeostatica

En condiciones fisiolégicas, la microglia 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 rapida alteraciones en la
actividad neuronal y cambios en el microambiente [56]. A nivel molecular, la funcién
homeostéatica microglial esta sostenida por firmas transcripcionales que incluyen al

receptor purinérgico P2RY12 acoplado a proteina G, la proteina transmembranal 119
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(TMEM119) y el receptor CX3CRL1. La vigilancia microglial depende principalmente de
los receptores purinérgicos P2Y12 que median la respuesta a nucleétidos
extracelulares liberados por neuronas y astrocitos durante la actividad neuronal y
sinaptica. Adicionalmente, los canales idnicos de potasio THIK-1 que regulan la
extension y retraccion de los procesos microgliales [57]. Otra funcion relevante de la
microglia es la remodelacion sinaptica, en la que se eliminan conexiones innecesarias
para favorecer la consolidacion de circuitos eficientes para el aprendizaje y la memoria
[58]. Este proceso es mediado por la interaccion de la fractalquina con su receptor

(CX3CL1-CX3CR1) y el sistema del complemento (C1g—C3—C3R) [55, 58]. Por otra

parte, los ejes inhibitorios CD47-SIRPa permiten la discriminacion 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 critico del mantenimiento y balance de los circuitos
sinapticos dependientes de la actividad neuronal [60-62]. La plasticidad sinaptica
mediada a través de la microglia se lleva a cabo mediante diferentes mecanismos: (a)
poda de elementos sinapticos mediante el marcaje con C1g-C3 (opsonizacion),
reconocimiento y posterior fagocitosis mediante el receptor de C3 (C3R), (b) liberacién
de factores moduladores como TNF-a y BDNF que regulan el trafico de receptores
AMPA y promueve la formacién, estabilidad y fuerza sinptica, y (c) contactos
dindmicos con espinas dendriticas que influyen en la estabilidad y recambio sinaptico

[60, 63, 64].
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4.8. Lafuncién de la microglia en el suefio

La interaccion entre el suefio y el sistema inmunitario ha sido ampliamente estudiada;
sin embargo, la evidencia sobre el papel especifico de la microglia en la regulacién del
suefio es relativamente reciente. En ratones, se ha observado que la activacion de los
receptores microgliales P2Y12 acoplados a proteinas Gi incrementa la produccion de
adenosina, lo que reduce los niveles de noradrenalina. Dicho mecanismo promueve la
disminucion de la vigilia y un aumento del tiempo total de suefio, particularmente del
suefio NMOR [110]. Asimismo, se reportd una reduccion en el niumero de episodios
tanto de suefio MOR como de suefio NMOR, asi como en los periodos de vigilia. De
manera complementaria, la deplecion microglial mediante la administracion de un
inhibidor del receptor del factor estimulante de colonias 1 (CSF1R) provoco
alteraciones en la arquitectura del suefio e incrementé la duraciéon de la fase NMOR
[143]. Por otra parte, se ha demostrado que los cambios morfolégicos de la microglia
y su interaccién con las espinas dendriticas varian a lo largo del ciclo suefio-vigilia.
Mediante microscopia de dos fotones, Nebeling et al. observaron que, durante la vigilia
existe un mayor contacto de los procesos microgliales con las espinas dendriticas de
las neuronas y que hacen mayor contacto con las que seran fagocitadas o en las
regiones que se presentaran nuevas dendritas [144]. Estos hallazgos sugieren que la
microglia participa activamente en la modulacién del suefio fisiolégico, integrando
sefales purinérgicas, monoaminérgicas y sinapticas para ajustar la duraciéon y calidad
del suefo. En conjunto, la evidencia posiciona a la microglia como un modulador clave
del ciclo suefo-vigilia, con un papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis

neural durante el descanso.
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4.9. Respuesta de la microglia a alteraciones no homeostaticas

La disrupcion o supresion de las vias de sefializacion que emplea la microglia para
mantener las funciones homeostaticas de vigilancia induce cambios en la microglia
hacia perfiles pro-inflamatorios caracterizados por la induccién de la interleucina-1 beta
(IL-1B), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la cintas de 6xido nitrico inducible
(INOS) y un aumento en MAPK (p38, ERK) y el factor nuclear kappa B (NF-kB) [65,
66]. La via de sefalizacion MAPK/ERK actia como nodo clave en la transduccion de
sefales proinflamatorias en la microglia. La presencia en el SNC de estimulos como
lipopolisacéarido (LPS), oligdmeros beta amiloide (AB) o sefiales de dafio activan
rapidamente la via ERK, con aumentos de la forma fosforilada de ERK1/2 en las
células de la microglia en rangos temporales de minutos a horas [65-67]. En cultivos
primarios de microglia de ratdn se observo que la inhibicion farmacoldgica de ERK con
el inhibidor SCH772984 suprimié la expresion de genes esenciales para la
homeostasis, genes microgliales asociados a enfermedad tanto anti como
proinflamatorios, sugiriendo que la via de sefializacién de ERK es indispensable para
el correcto funcionamiento y respuesta microglial [68]. Estudios de secuenciacion de
una sola célula han mostrado que los estados activados microgliales implican la
induccion de cinasas (por ejemplo, MEK—ERK) y de fosfatasas reguladoras que
modulan la amplitud y duracion de la fosforilacion de ERK, lo cual induce la produccién
de citocinas y cambios en la capacidad fagocitica [67, 68]. Estos datos sugieren que
la microglia integra sefiales neuronales, metabdlicas e inmunes para alternar entre un
estado que favorece la homeostasis y estados pro-inflamatorios que, si son

mantenidos, conducen a la disfuncién sinaptica [63, 68]. Disminuir la expresion de C3
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o el receptor CX3CR1 mediante manipulacién genética han demostrado que la
interrupcion de estas vias de comunicacién microglia-neurona altera la eliminacion
selectiva de sinapsis promoviendo un incremento en el nUmero de sinapsis inmaduras
y deteriora la consolidacién de la memoria, lo que demuestra la necesidad funcional
de la microglia en el refinamiento de circuitos sinapticos dependientes de actividad [60,

62].

4.10. Alteraciones de la microglia en respuesta a la pérdida de suefio

La restriccion y privacion de suefio inducen un conjunto de cambios en el fenotipo
microglial que incluyen activacion transcripcional pro-inflamatoria, aumento de
marcadores de fagocitosis y remodelado morfolégico con disminucién en el nimero de
ramificaciones y el incremento del tamafio del soma [68-70]. En ratones, se ha descrito
que la vigilia prolongada incrementa la expresion de genes del complemento (C1qg, C3)
y de receptores implicados en fagocitosis microglial, ademas, el bloqueo farmacolégico
0 genético de la via del complemento atenua la pérdida sindptica inducida por privacion
de suefio [61, 62]. Bellesi et al. observaron activacién microglial cortical y aumento en
la fagocitosis, tanto en componentes pre y postsinapticos tras la privaciéon aguda y
cronica de suefio; sin embargo, los animales con restriccién crénica muestran cambios
morfolégicos de activacion microglial, asi como una mayor cantidad de elementos
sinapticos fagocitados, sugiriendo que la privacion y la restriccion crénica de suefio
tienen efectos diferentes sobre la morfologia y funcion microglial. Adicionalmente, otros

protocolos de restriccion crénica de suefio reportan el incremento en la expresion de

citocinas inflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a en la corteza después de la pérdida
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de suefio [69, 71, 72]. Estos datos sugieren que la pérdida de suefio puede dirigir a la
microglia no solamente a un estado proinflamatorio sino también a un estado fagocitico
que pudiera estar asociado con una poda sinaptica exacerbada y por ende con el
deterioro cognitivo observado tras la restriccion de suefio [61, 62, 70]. En modelos de
privacion de suefio, el aumento de sefalizacion de la via del complemento y la
activaciéon microglial se han asociado directamente con la reduccion de marcadores
pre y postsinapticos asi como con déficits en la PLP y en tareas de memoria espacial,
sugiriendo la via causal activacidén microglial—pérdida sinaptica—disfuncién de la
plasticidad sinaptica [61, 62]. La pérdida de suefio aguda induce la disminucién de los
niveles de pERK en el hipocampo de ratas tras privacién aguda [53]. Por otro lado, en
un protocolo de RS de larga duracion (hasta 6 meses) se reportd 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 cronico). En conjunto, la evidencia apoya que ERK es un
regulador multifuncional que, en la microglia, es necesario para la vigilancia

homeostética y de respuesta ante cualquier desafio incluyendo la pérdida de suefio.
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4.11. Cambios morfolégicos y funcionales de la microglia del hipocampo
durante la reduccién del suefio
El hipocampo muestra una respuesta microglial sensible al estrés, lesion y alteraciones
del suefio. La combinacion de analisis morfométricos estandarizados,
inmunohistoquimica y ensayos de fagocitosis proporcionan evidencia para relacionar
la morfologia microglial con la funcién fagocitica [74, 75]. Los cambios morfolégicos de
la microglia sugieren cambios en su funcioén. En protocolos de privacion o restriccion
de suefio se ha reportado una reduccién en el numero promedio de intersecciones de
las ramificaciones y un incremento en el tamafio del soma de las células microgliales
en las regiones CAl y GD del hipocampo, ademas, en algunos trabajos utilizan el
aumento del soma (+25-60 %) y reducciones en el nUmero intersecciones (—20-45 %)
para sugerir la transicion hacia morfologia“ bushy” o tipo ameboide asociados a mayor
fagocitosis [74, 75]. Ademas, estos cambios morfoldgicos estan acompafiados de una
mayor cantidad de sinaptosomas internalizados y aumento de marcadores lisosomales
como CD68, lo que sugiere un incremento de la actividad fagocitica y de la capacidad

de remodelado sinaptico en el hipocampo tras protocolos de pérdida de suefio.
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5. ANTECEDENTES
La restriccion de suefio (RS) es un factor que no solo induce alteraciones de la funcion
cognitiva de manera transitoria, sino que también induce alteraciones duraderas en
regiones cerebrales criticas para el aprendizaje y la memoria, como el hipocampo [76,
77]. Diversos estudios han demostrado que la disminucion en el tiempo de suefio altera
multiples procesos celulares, incluyendo la neurogénesis, la plasticidad sinaptica y la
sefalizacion intracelular [78, 79]. Ademas, el hipocampo parece ser mas vulnerable
que otras regiones del encéfalo, esto se refleja en las alteraciones estructurales y
funcionales que pueden persistir incluso tras diversos periodos de recuperacion [80].
En humanos, se observé que después de una sola noche de privacion completa de
suefio, la concentracion del péptido B-amiloide incrementé en el hipocampo de los
participantes. También se observd que la memoria dependiente del hipocampo se
encontraba alterada incluso después de dos dias de recuperacion [81, 82].
Adicionalmente, en ratones sujetos a 5 dias consecutivos de restriccion de suefio, el
incremento cortical de las ondas delta asociados al rebote de suefio no se observo al
final del periodo de RS sugiriendo que la restriccion de suefio altera la respuesta
homeostéatica que regula la presion de suefio. Por otro lado, ratones que fueron
sometidos a un protocolo de restriccidn de suefio crénico se observé que un afo
después los ratones presentaban una reduccion tanto en el volumen como en el
namero de neuronas en la region CA1 del hipocampo acompafiado alteraciones en la
memoria espacial, activacion glial y aumento en la concentracion de péptido f-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 restriccion
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de suefio o si los efectos observados después de los protocolos de RS persisten a

largo plazo.

6. JUSTIFICACION
La restriccion de suefio representa una condicion creciente en la vida moderna,
especialmente en contextos urbanos y laborales donde se prioriza la vigilia prolongada
sobre el descanso fisioldgico. A pesar de su alta prevalencia, los estudios actuales
presentan limitaciones metodologicas relevantes: muchos emplean modelos de
privacion aguda, descuidando que en humanos la RS suele ser subcronica o cronica,
otros no contemplan evaluaciones posteriores a un periodo de recuperacion; y pocos
integran de manera simultdnea el andlisis de actividad eléctrica y marcadores
moleculares en regiones clave como el hipocampo. El presente proyecto busca
abordar estas limitaciones mediante un enfoque experimental que evalle, de forma
integrada y temporal, el efecto de una RS subcroénica sobre la morfologia microglial, la
expresion sinaptica, la sefalizacion intracelular mediada por ERK/pERK, los patrones
de actividad eléctrica hipocampal y el desempefio en tareas cognitivas dependientes
del hipocampo, tanto inmediatamente después del protocolo como tras un periodo de
recuperacion de 4 horas. Esta aproximacion permitird establecer un panorama mas
completo de las consecuencias neurobioldgicas de la RS. Considerando la creciente
evidencia gque vincula los trastornos del suefio con enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer, el estudio de estos mecanismos resulta de gran relevancia no solo

desde una perspectiva neurocientifica, sino también clinica y de salud publica.
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7. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cudl es el efecto de la restriccion de suefio (RS) sobre la expresion de proteinas
relacionadas con la plasticidad sinaptica, la actividad eléctrica hipocampal y la
memoria dependiente de hipocampo inmediatamente después de 10 dias de RS y

después de 4 h de descanso?

8. HIPOTESIS
La RS mediante el modelo de plataformas multiples modificado (MPMM) durante diez
dias consecutivos inducira alteraciones en la expresion de proteinas relacionadas con
la plasticidad sinptica, en la actividad eléctrica hipocampal y en la memoria
dependiente del hipocampo. Estas alteraciones no seran revertidas después de 4 h de

oportunidad para dormir.

9. OBJETIVOS

9.1. Objetivo general

Determinar los efectos de la RS sobre la expresion de proteinas relacionadas con la
plasticidad sinaptica, la actividad eléctrica hipocampal y la memoria dependiente del
hipocampo inmediatamente después de 10 dias de RS y después de 4 h de

oportunidad para dormir.
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9.2. Objetivos particulares

Evaluar el efecto de 10 dias de RS usando el MMPM en la expresion de IBA-1 en el
hipocampo de rata, asi como en el nimero y morfologia de las células positivas a este
marcador inmediatamente después de la restriccion de suefio y después de un periodo
de descanso de 4 h.

Determinar la expresion de la proteina presinaptica sinaptofisina (Sin) en el hipocampo
de los animales RS inmediatamente después de la restriccion de suefio y después de
un periodo de descanso de 4 h.

Cuantificar la expresion total de la cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK)
asi como de su forma fosforilada (pERK) en el hipocampo de los animales
inmediatamente después de la restriccibn de suefio y después de un periodo de
descanso de 4 h.

Determinar la actividad eléctrica del hipocampo antes del protocolo de MPMM vy
durante las 4 h de oportunidad para dormir posteriores a la restriccion de suefio.
Evaluar la memoria declarativa dependiente del hipocampo de los animales después
de 4 h de oportunidad para dormir posteriores a la RS.

Determinar la concentracion sérica de corticosterona en animales inmediatamente
después de la restriccion de suefio y después de 4 h de oportunidad para dormir

posteriores a la RS.
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10.MATERIALES Y METODOS

10.1. Animales

Este estudio fue conducido de acuerdo con los lineamientos y principios establecidos
en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (1964) y aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM) bajo el nimero de protocolo 032-2023 FM/01/102/2023. Asimismo,
todas las manipulaciones animales se realizaron conforme a lo estipulado en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, 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 Autbnoma de México. Los animales fueron mantenidos en
condiciones estandar 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 vy flujo
constante de aire filtrado. Durante todo el experimento, las ratas tuvieron acceso libre
a agua potable y alimento estandar 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 habituacion de 7 dias. Posteriormente, fueron asignados
aleatoriamente a uno de los cuatro grupos experimentales, los cuales se describen en

las siguientes secciones.
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10.2. Restriccion de suefio mediante el modelo de plataformas mdultiples
modificado

La RS se llevé 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 restriccion como en su respectiva caja hogar. Estudios previos realizados
por nuestro grupo han demostrado que este protocolo de RS no incrementa los niveles
seéricos de corticosterona, al menos cuando se mide al final del décimo dia durante las
dos ultimas horas de la fase de descanso [84]. Ademas, este procedimiento evita el
estrés por inmovilizacion, ya que cada caja de restriccion contiene tres plataformas.
Se ha reportado que este método elimina completamente el suefio MOR y reduce el
suefio NMOR en aproximadamente un 31% [85, 86] .

Para inducir la RS, las ratas del grupo experimental fueron colocadas en pares dentro
de cajas de acrilico (53 x 43 x 20 cm) que contenian 3 cm de agua en el fondo. En
cada jaula se ubicaron tres plataformas (7 x 6 cm, diametro y altura, respectivamente)
gue permitian a los animales estar de pie, sentarse o recostarse. Sin embargo, al
perder el tono muscular caracteristico del suefio, los animales caian al agua,
provocando su despertar. Las ratas permanecieron en estas cajas de restriccion
durante 20 horas continuas diarias (de 20:00 a 16:00 h) por 10 dias consecutivos, y se
les permitié descansar en sus cajas hogar durante las 4 horas restantes del dia (de

16:00 a 20:00 h) (Figuras 10.3. Ay B).
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10.3. Disefio experimental
Se utilizaron cuatro grupos independientes de ratas Wistar macho para evaluar los
efectos de la restriccion de suefio sobre diferentes parametros neurobioldgicos y

conductuales (Figura 10.3.).

10.3.1. Primer grupo: analisis de proteinas de plasticidad sinaptica
hipocampales inmediatamente después de 10 dias de RS

El primer grupo estuvo conformado por 20 animales, divididos en un grupo control
(CNT, n = 10), que permaneci6 en sus jaulas de hogar durante todo el protocolo, y un
grupo con restriccion de suefio (RS, n = 10). Al término del décimo dia, tras las ultimas
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 condicion) o por decapitacion para analisis por Western blot (WB, n = 6 por
condicién) (Figura 10.3. C). Ademas, se obtuvieron muestras de sangre para la
cuantificacion de corticosterona; no fue posible obtener sangre de dos ratas del grupo

RS.

10.3.2. Segundo grupo: analisis de proteinas hipocampales de plasticidad
sinaptica después del ultimo periodo de descanso de 4 horas

El segundo grupo incluyd inicialmente a 20 animales (10 RS y 10 CNT). Los animales
del grupo RS fueron sometidos al mismo protocolo de restriccion de suefio, pero tras

las dltimas 20 horas de RS, se les permitié una recuperacion de 4 horas de suefio en
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Figura 10.3. Disefio experimental del método modificado de plataformas multiples (MPMM) para
larestriccion de suefio.
A) Diagrama del protocolo MPMM. Los animales fueron colocados en la caja de restriccion de suefio

(RS; borde rojo) durante 20 h por dia y luego regresados a sus cajas hogar durante 4 h para darles
oportunidad de dormir (R, borde azul). Este esquema se repiti6 durante 10 dias 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 realiz6 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 recuperacion de 4 h (barra azul, tltimas 4 h de la fase de luz (ZT
8—ZT 12). C) Disefio experimental de los grupos 1y 2, destinados al analisis de proteinas 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 recuperacion de 4 h (ZT 12,
grupo 2). D) Disefio experimental del grupo 3, utilizado para el andlisis de la actividad eléctrica
hipocampal. Los animales fueron implantados con electrodos en la regiéon CA1 del hipocampo (barra
naranja) antes del inicio del protocolo de RS, se les permitié una semana de recuperacion postquirdrgica
(barra azul), y los potenciales de campo locales (PCL) se registraron de forma basal antes de la RS y
durante las dltimas 4 h del periodo de recuperacion (ZT 8 — ZT 12, grupo 3). E) Disefio experimental del
grupo 4, destinado a las pruebas conductuales. La prueba de reconocimiento de objeto nuevo (RON) y
la prueba de localizacién de objeto (LO) se realizaron en el dia 11, tras completar el protocolo de RS y

después del ultimo periodo de recuperacion 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 recuperacion, se dio eutanasia a
ambos grupos de forma simultanea y se recolectaron los cerebros para IF (n = 4 por
condicién) o WB (n = 6 por condicion); sin embargo, una rata del grupo RS murid
durante el protocolo y una muestra del grupo CNT fue descartada por degradacion.
También se obtuvieron muestras de sangre para analisis 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 disefio,
los animales fueron sacrificados ya sea inmediatamente después de la RS (ZT8, fase
de luz) o tras el periodo de recuperacion (ZT12, inicio de la fase activa), lo que permitié
distinguir los efectos propios de la restriccién de suefio de las influencias circadianas

(Figura 10.3. By 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 area
CALl del hipocampo para el registro de los PCL. El registro basal se realizé en el dia 7
posterior a la cirugia, 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 inici6 el protocolo MPMM durante 10 dias consecutivos. Un segundo registro
se efectuo durante las 4 horas de recuperacion del dia 10. En este disefio, cada animal

sirvid 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 evité las complicaciones técnicas asociadas al mantenimiento de
electrodos en animales emparejados expuestos al agua durante la fase de restriccion

(Figura 10.3. D).

10.3.4. Cuarto grupo: evaluacion de memoria declarativa dependiente de

hipocampo después de las ultimas 4 h de descanso
El cuarto grupo consistié 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 localizacion de objeto (LO; grupo CNT, n = 8, grupo
RS n = 6); se excluyo el analisis 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 administracion
intraperitoneal de una sobredosis de pentobarbital sédico (Aranda, 200 mg/kg). Una
vez alcanzada una anestesia profunda y justo antes del paro cardiaco, se realiz6 una
perfusion intracardiaca con solucion salina al 0.9% durante 5 minutos (15 mL/min),
enseguida, se realizd la perfusion con paraformaldehido (PFA) al 4% frio en buffer
fosfato salino (PBS) durante 5 minutos. Los cerebros fueron extraidos, posfijados en
PFA al 4% (a temperatura ambiente con agitacion constante) durante 48 horas y
posteriormente crioprotegidos en una solucion 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 um de espesor del hipocampo (Bregma —2.52 mm a —3.24 mm, segun
Paxinos & Watson, 2007), utilizando un criéstato Leica CM1850 UV. Los cortes fueron
recolectados en solucion crioprotector y almacenados a 4 °C hasta su procesamiento
para inmunofluorescencia (IF). Para cada animal, se seleccionaron cuatro cortes que
contenian el hipocampo dorsal bilateral. Estos fueron preincubados durante 10 minutos
en una solucion de peroxido de hidrégeno al 1% para bloquear la actividad de
peroxidasas enddégenas. Luego de un lavado en PBS, los cortes fueron incubados
durante la noche a temperatura ambiente, bajo agitacion constante, con los siguientes
anticuerpos primarios: IBA-1 (Abcam, ab5076, 1:1000) y sinaptofisina (Sin; Santa Cruz
Biotechnology, sc-17750, 1:2000). Al dia 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-ratén

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 solucion de DAPI (Invitrogen, 4',6-diamidino-2-fenilindol, diclorhidrato, D1306, 1
pMg/mL) y se cubrieron con medio de montaje antifotoblanqueo para fluorescencia

(Abcam, ab104135).

10.5. Analisis de la expresion de Sin e IBA-1 y anédlisis morfologicos para las
células IBA-1+ del hipocampo
Se adquirieron micrografias confocales (20x) de las regiones CAl1 y CA3 del
hipocampo (3—-4 campos por animal) utilizando un microscopio confocal ZEISS LSM
880. El andlisis cuantitativo de la densidad Optica por corte se realiz6 con el software
de libre acceso FIJI [93]. Dado que las imagenes contenian exclusivamente las
regiones de interés, no fue necesario trazar regiones de interés adicionales; la DO se
midié 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 niumero de células IBA-1*, se analizaron de 3 a 4
micrografias de las regiones CA1 y CA3 por animal. Las células fueron contadas con
base en los siguientes criterios: (1) se incluyeron Unicamente células completas, y (2)
se requiri6 la presencia simultanea de sefial DAPI e IBA-1. En el analisis morfologico
de células IBA-1*, se evaluaron 3—4 micrografias por regién por animal. Se aplicé una
cuadricula de 10 x 10 en FlJI, y se seleccionaron 3 células aleatorias por region
utilizando la funcion de aleatorizacion de Excel. Cada célula seleccionada fue

recortada y procesada mediante un script estandarizado para generar imagenes. Las
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imagenes 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 andlisis de Sholl se llevo a
cabo en las imagenes binarias utilizando el complemento de Neuroanatomy de FIJI,
con el fin de caracterizar la arborizacién glial. Se trazaron circulos concéntricos
separados por 5 um desde el soma, y se cuantificaron las intersecciones de los
procesos celulares con dichas circunferencias [94]. EI nUmero de ramificaciones se
evaluo en las imagenes “esqueletonizadas” mediante el complemento Skeleton de

FIJI.

10.6. Western blot

Ya sea inmediatamente después del protocolo de restriccion de suefio o tras 4 horas
de suefio de recuperacion, los animales fueron decapitados. Los hipocampos de los
grupos CNT y con restriccion de suefio 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 concentracion proteica fue determinada por espectrofotometria a 280
nm (Epoch BioTek). Para la inmunodeteccion, se separaron 50 ug de proteina 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-B-actina (Santa
Cruz Biotechnology, sc-69879, 1:1000). Al dia siguiente, las membranas se incubaron
con anticuerpos secundarios biotinilados: anti-ratén (Jackson ImmunoResearch, 715-
065-150, 1:2000) o anti-conejo (Jackson ImmunoResearch, 711-065-152, 1:2000),
seguidos por amplificacion de la sefial mediante el complejo avidina—biotina
(Vectastain Elite ABC-HRP Kit, PK-6100, 2.5:1000). Las sefiales fueron visualizadas
mediante un sistema de deteccion por quimioluminiscencia (Bio-Rad, 1705060). El
analisis semicuantitativo se realiz6 utilizando la herramienta Gel Analyzer del software
FIJI. La densidad Optica de B-actina se utilizO como control de carga para la
normalizacion. La expresién proteica se calculé como la razén entre la proteina blanco
y B-actina o para la expresién de la cinasa regulada por sefiales extracelulares se
utilizé la raz6n pERK/ERK. Los cambios relativos se determinaron en funcion del grupo

CNT (establecido en 1).

10.7. Registro y andlisis 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 restriccion de suefio (RS) sobre la funcién hipocampal, seis
ratas macho fueron implantadas con un electrodo de registro mediante cirugia
estereotaxica. Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina
(90/10 mg/kg, i.p.) y posicionados en un aparato estereotaxico. Tras la exposicion de

Bregma, se implantd un electrodo de registro de acero inoxidable en la region 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 localizacion representativa del electrodo se muestra en la
Figura 10.7. Se fijaron dos tornillos de acero inoxidable al craneo: uno por encima de
la duramadre de la corteza motora derecha (tierra monopolar indiferente) y otro en el
hueso occipital izquierdo (para fijacién). Los electrodos se conectaron a un conector
micro-USB de 5 pines y se aseguraron con acrilico dental. La herida fue tratada con
gentamicina tépica (0.3%) y suturada. Durante el periodo de recuperacion, los
animales fueron alojados individualmente en cajas de acrilico. Durante los tres
primeros dias postoperatorios, las ratas recibieron enrofloxacina (5 mg/kg, i.p., cada
24 h). Se obtuvieron dos registros de PCL por animal. El primero se realizé en el dia 7
postquirargico, entre las 16:00 y 20:00 h, y sirvié como linea base. Esta ventana horaria
coincidié con el periodo de descanso de 4 horas que posteriormente se aplicé en el
protocolo de RS. Al dia siguiente, las seis ratas comenzaron el protocolo MPMM
durante 10 dias consecutivos. El segundo registro se obtuvo durante el periodo de
recuperacion de 4 h al final del protocolo de restriccion. De este modo, cada animal
funcioné como su propio control, lo que permitid minimizar la variabilidad y evitar los
desafios técnicos de mantener electrodos funcionales en animales apareados bajo
condiciones de restriccion con agua. Para los registros de PCL, las ratas fueron
colocadas en cajas de acrilico (30 x 22 x 22 cm) y conectadas a un sistema de
adquisicién de video-PCL (BE Light, EB Neuro S.p.A., Florencia, Italia) mediante
cables flexibles que permitian 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

37



NT (EB Neuro, Italia). El analisis de la potencia relativa por bandas de frecuencia se

realiz6 automaticamente mediante la Transformada Répida de Fourier.

Figura 10.7. Sitio de implantacion del electrodo en el hipocampo de los animales sometidos a
RS.
Micrografia representativa de la region CA1 del hipocampo dorsal izquierdo observada mediante Nissl.

El electrodo de registro esta delimitado por las lineas punteadas.
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10.8. Pruebas conductuales de reconocimiento de objeto novedoso vy
reconocimiento de localizacién de objeto
La prueba de reconocimiento de objeto novedoso (RON) y la prueba de localizacion
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 restriccion de suefio 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 dias del protocolo de RS, y animales sometidos a la restriccién de suefio (RS,
n = 10; un animal fue excluido tras escapar del area 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 realizé 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 tendian 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: habituacion, entrenamiento y
prueba. Para minimizar la alteracién del ciclo luz/oscuridad, todas las sesiones se
realizaron bajo luz roja tenue. Las fases de habituacion y entrenamiento fueron

idénticas para ambas pruebas:
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10.8.1. Habituacion

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 vacias para habituarse al

entorno (un animal CNT y uno RS simultaneamente), 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 tincidon Coplin de 60 mL; objetos Ay 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. Ay 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 tamafio similar, pero de forma diferente al familiar). Ambos objetos se
colocaron en las mismas ubicaciones usadas durante el entrenamiento. La exploraciéon

se permitié 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) permanecidé en su ubicacion original, mientras que el otro (A") fue
reubicado a una nueva localizacion. La exploracion también duré 5 minutos (Figura

10.8. D).
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Todos los ensayos fueron videograbados para su analisis posterior. Los tiempos de
exploracion fueron evaluados por dos investigadores independientes en ciego a las
condiciones experimentales. El porcentaje de tiempo de exploracion durante el
entrenamiento se calculé como:

“TA'/(TA"+ TA) x 100", donde *TA™ es el tiempo de exploracion del objeto A"y *TA* el
del objeto A.

En las pruebas, el porcentaje de exploracion se calculé como:

“TB/(TB + TA) x 100”7, donde *TB* corresponde al tiempo de exploracién 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

localizacion de objeto.
Disposicion de los objetos empleados en el entrenamiento para A) la prueba de reconocimiento de

objetos novedoso RON y C) la prueba de localizacién de objeto LO. Disposicion de los objetos durante
la C) prueba RON y D) prueba LO.
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10.9. Ensayo radioinmunol6gico para la deteccion 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 uL) y almacenado a —80 °C hasta su analisis. 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 estandares de la curva se diluyeron 1:400
con el amortiguador RIA (PBS 50 mM con 0.1% de gelatina). Posteriormente, se
afiadi6 el trazador de corticosterona marcado con ['?° y el anticuerpo anti-
corticosterona, y las muestras se incubaron durante 16 horas a 4 °C. Después de la
incubacion, se agregd solucién 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/uL.

10.10. Analisis Estadistico

La normalidad de la distribucion de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro—
Wilk. Se aplicaron analisis paramétricos cuando los datos cumplieron con el supuesto
de normalidad. Las pruebas conductuales, la densidad 6ptica de IBA-1 y el nimero de
células IBA-1+ se analizaron con la prueba t de Student para muestras independientes.

El nimero de ramificaciones inmediatamente después de la restriccion se analizé con
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la misma prueba, mientras que el nimero de intersecciones se evalué con ANOVA de
dos vias, seguido de la prueba post hoc de Sidak. Los datos paramétricos se presentan
como la media *error estdndar de la media (SEM). Cuando los datos no cumplieron
con el supuesto de normalidad, se utlizaron pruebas no paramétricas.
Especificamente, el numero de ramificaciones tras 4 h de descanso se analizé
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 evalué mediante la prueba de rangos de Wilcoxon. Los datos no
paramétricos se presentan como la mediana con rango. Todos los analisis estadisticos
se realizaron utilizando el software Prism 10 (GraphPad Software), y el nivel de
significancia estadistica se establecié en p < 0.05**. Los valores atipicos 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 dias de restriccién de suefio inducen cambios especificos en la

inmunorreactividad de IBA-1y en lamorfologia microglial en el hipocampo
Dado que diferentes protocolos de privacion o restriccibn de suefio inducen
alteraciones en la expresion de numerosos marcadores de macréfagos/microglia [83,
97], evaluamos la IR de IBA-1 en el hipocampo al final del tltimo periodo de restriccion
del MPMM, asi como en el ultimo periodo de 4 h de recuperacion de suefio. En la
region CA1 (Figura11.1. A), los animales sometidos a restriccion de suefio mostraron
un aumento significativo de la IR de IBA-1 inmediatamente después de la restriccion
en comparacion con el grupo CNT (prueba t de Student, t=3.046, df =6, p=0.0226;
Figura11.1. B). En la regién 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 asoci6 con cambios en el numero de células IBA-1*
(prueba t de Student, t=0.1823, df =6, p=0.4307; Figural1l.1l. C). En contraste, la
region CA3 mostré un incremento significativo en el numero 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 andlisis skeleton revel6 una reduccion en el
namero de ramas en CAl de ratas RS (prueba de Mann-Whitney, U=111.5,
p =0.0142; Figura 11.1 F). Asimismo, el analisis de Sholl en CAl indic6 que las células
IBA-1* de ratas RS presentaron significativamente menos intersecciones que las del
grupo CNT (ANOVA de dos vias, F[1,40]=4.706, p=0.0360; Figural11.1.G), con

diferencias significativas a los 15.4 um (p=0.0271) y 20.4 um (p=0.0001), lo que
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sugiere que 10 dias de restriccion de suefio provocan cambios morfologicos en la
microglia/macréfagos promoviendo procesos mas cortos y menos ramificados en CA1.
En contraste, las células IBA-1* en CA3 no presentaron cambios ni en el nUmero de
ramas (Mann-Whitney U=281.5, p=0.2891; Figurall.l. M) ni en el nimero de
intersecciones (ANOVA de dos vias, F[1,49]=1.579, p=0.2148; Figura 11.1. N) tras la
restriccion. En conjunto, los andlisis de IR y morfologia de IBA-1 en CAl y CA3
demuestran que la restriccidn de suefio altera la expresion de IBA-1 y la morfologia

microglial en el hipocampo de manera especifica segun la region.
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Figura 11.1. Diez dias de restriccién de suefio alteran el nUmero y la morfologia de las células
positivas para IBA-1 en el hipocampo.
A) Imagenes representativas de células positivas para IBA-1 (IBA-1*, rojo) y nacleos celulares (DAPI,

azul) en la region CAL de animales control (CNT) y con restriccién de suefio (RS). Barra de escala:
50 ym. B) Densidad optica de la inmunorreactividad (IR) de IBA-1 en CAl para animales CNT (barras
blancas) y RS (barras rojas). C) Numero de células IBA-1+DAPI positivas en CAl. D) Imagenes
representativas de la morfologia de las células IBA-1* en CA1 de animales CNT y RS. E) Versiones
binarias y “esqueletonizadas” de las imagenes en D. Se trazaron circulos concéntricos (separados 5 um)
alrededor del centro de masa celular; los circulos de colores indican intersecciones de ramas. F) NiUmero
de ramificaciones por célula IBA-1* en CA1. G) Niumero de intersecciones por célula IBA-1* en CAl. H)
Iméagenes representativas de células IBA-1* y nulcleos celulares en CA3. Barra de escala: 50 um. I)
Densidad optica de la IR de IBA-1 en CA3. J) Numero de células IBA-1+DAPI positivas en CA3. K)
Imagenes representativas de células IBA-1* en animales CNT y RS. L) Versiones binarias y
“esqueletonizadas” de las imagenes en K. L) Circulos concéntricos alrededor del centro de masa celular.

M) Numero de ramificaciones por célula IBA-1* en CA3. N) nimero de intersecciones por célula IBA-1*

en CA3. Los resultados se expresan como la media *error estandar(SEM), excepto para el nimero de
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ramificaciones, que se presenta como mediana con rango. Analisis estadistico: la densidad 6ptica, el
ndmero de células IBA-1* y el nimero de intersecciones se analizaron mediante la prueba t de Student
para muestras independientes; el nimero de ramificaciones se analizé con la prueba de Mann-Whitney.
El analisis de intersecciones de Sholl se realiz6 mediante ANOVA de dos vias. Los asteriscos indican
significancia estadistica: *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001.

11.2. La inmunorreactividad de IBA-1 en el hipocampo se restablece
parcialmente tras 4h de descanso, aunque la morfologia microglial
permanece alterada

Posteriormente, evaluamos la IR y la morfologia de las células IBA-1* tras el ultimo

periodo de 4 h de oportunidad para dormir. En CA1l, 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; Figura1l.2. B) ni en el numero de células IBA-1* (prueba t de Student,
t=0.5595, df=6, p=0.2980; Figurall.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; Figural1ll.2. I). Sin embargo, en contraste con el aumento observado
inmediatamente después de la restriccion, el numero 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; Figurall.2. J). Los andlisis morfologicos

revelaron alteraciones persistentes a pesar del descanso. El andlisis skeleton mostré

que las células IBA-1* en CAl de ratas RS aun presentaban menor numero de
ramificaciones en comparacion con los controles (Mann-Whitney U =320.5,

p =0.0220; Figural1ll.2. F). Del mismo modo, en CA3 las células IBA-1* también

exhibieron una reduccion significativa de ramificaciones tras la restriccion (Mann—
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Whitney U=461.5, p<0.0001; Figural1l.2. M). El andlisis de Sholl confirmé estos
resultados: en CAl, las células IBA-1* de ratas RS presentaron significativamente
menos intersecciones que los controles tras 4 h de descanso (ANOVA de dos vias,
F[1,61]=11.29, p=0.0014; Figura 11.2. G). De manera similar, en CA3 se observé una
reduccion pronunciada en el numero de intersecciones comparado con los animales
CNT (ANOVA de dos vias, F[1,73]=29.28, p<0.0001; Figural1l.2. N). En conjunto,
estos resultados indican que, aunque la IR de IBA-1 en el hipocampo muestra una
recuperacion parcial tras un breve periodo de descanso, la morfologia microglial
continda alterada, lo que sugiere que 4 h de suefio no son suficientes para normalizar

los cambios estructurales inducidos por la restriccion subcroénica de suefio.
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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 dias de restriccion de suefio.
A) imagenes representativas de células positivas para IBA-1 (IBA-1*, rojo) y nucleos celulares (DAPI,

azul) en la regién CA1 de animales control (CNT) y restringidos de suefio (RS). Barra de escala: 50 ym.
B) Densidad 6ptica de la inmunorreactividad (IR) de IBA-1 en CA1. C) Numero de células IBA-1+DAPI
positivas en CAl. D) Imagenes representativas de la morfologia de las células IBA-1* en CAl de ratas
CNT y RS. E) Versiones binarias y “esqueletonizadas” de las imagenes en D. Se trazaron circulos
concéntricos (separados 5 um) alrededor del centro de masa celular; los circulos de colores indican
intersecciones de las ramificaciones. F) Nimero de ramificaciones por célula IBA-1* en CAl. G) NUmero
de intersecciones de las células IBA-1* de CAl. H) Iméagenes representativas de células IBA-1* y
nucleos celulares en CA3. Barra de escala: 50 um. 1) Densidad Optica de la IR de IBA-1 en CA3. J)
Ndmero de células IBA-1+DAPI positivas en CA3. K) Imagenes representativas de células IBA-1* de
ratas CNT y RS. L) Versiones binarias y “eskeletonizadas” de las imagenes en K, con circulos
concéntricos alrededor del centro de masa celular; los circulos de colores indican intersecciones de las

ramificaciones. M) Numero de ramificaciones por célula IBA-1* en CA3. N) NUmero de intersecciones

de las células IBA-1* de CA3. Los resultados se expresan como la media =error estandar (SEM),
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excepto el nimero de ramificaciones, que se presenta como la mediana con rango. La densidad 6ptica,
el nimero de células IBA-1* y las intersecciones se analizaron mediante pruebas t de Student no
apareadas; el numero de ramificaciones se analiz6 mediante la prueba de Mann-Whitney; las
intersecciones se evaluaron mediante ANOVA de dos vias. Los asteriscos indican significancia
estadistica: *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001.

11.3. La inmunorreactividad de la sinaptofisina en el hipocampo permanece
reducidaincluso tras 4 h de descanso
Las alteraciones en la IR de IBA-1 han sido asociadas a disfuncion microglial. Estudios
previos han evidenciado que, tras la RS, la microglia del SNC incrementa la fagocitosis
de proteinas sinapticas [62] . Para evaluar si los cambios observados en IBA-1 podrian
estar vinculados a alteraciones en la densidad sinaptica, analizamos la expresion de
la proteina de vesicula presindptica sinaptofisina (Sin). El andlisis de WB de
homogenados hipocampales no revelé diferencias significativas en la expresion de Sin
entre los grupos CNT y RS, inmediatamente después de la restriccion (t de Student,
t=1.402, df =9, p=0.1946; Figura 11.3.1. B), ni tras 4 h de recuperacion (t de Student,
t=0.1018, df=8, p=0.9215; Figurall.3.2. B). Sin embargo, dado que los
homogenados representan el hipocampo completo, evaluamos especificamente la
expresion de Sin en CA1 y CA3 mediante inmunofluorescencia (IF). Encontramos que
inmediatamente después de la restriccion de suefio, la IR de Sin se redujo
significativamente en ratas RS respecto al grupo CNT, tanto en CAl (prueba t de
Student, t=5.671, df=5, p=0.0024; Figural11.3.1. D) como en CA3 (prueba t de
Student, t=4.950, df=6, p=0.0026; Figural1l.3.1. F). Importante, la IR de Sin

permanecio reducida incluso tras 4h de descanso. Las ratas RS continuaron
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mostrando niveles significativamente menores de Sin en CAl (prueba t de Student,
t=7.563, df =6, p=0.0001; Figura11.3.2. D) y CA3 (prueba t de Student, t=2.068,
df =6, p=0.0420; Figura11.3.2. F) en comparacién con los controles. En conjunto,
estos hallazgos indican que la restriccion de suefio induce una reduccién persistente
en la expresion de sinaptofisina de forma especifica en las regiones CA1 y CA3 del
hipocampo, que no se revierte con un breve periodo de recuperacion, lo cual es

coherente con la alteracion de la integridad presinaptica.
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Figura 11.3.1 Diez dias de restriccidon de suefio disminuyen los niveles de sinaptofisina en el
hipocampo.
A) Inmunoblot representativo de sinaptofisina (Sin, 38 kDa) y B-actina (40 kDa) en animales control

(CNT) y con restriccion de suefio (RS). B) Cociente de la densidad 6ptica de Sin y f-actina en animales
CNT (barras blancas) y RS (barras rojas). C) Imagenes representativas de inmunofluorescencia (IF) de
Sin (verde) y nicleos celulares (DAPI, azul) en la region CAl de ratas CNT y RS. Barra de escala:
50 um. D) Cuantificacién de la densidad 6ptica de Sin en CAL. E) Imagenes representativas de IF de
Sin y nucleos celulares en la region CA3. Barra de escala: 50 um. F) Cuantificacién de la densidad 6ptica

de Sin en CA3. Los resultados se expresan como la media £ error estandar. El analisis estadistico se

realiz6 mediante pruebas t de Student no apareadas. Los asteriscos indican significancia estadistica:
**p <0.01.
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Figura 11.3.2. La disminucion de los niveles de sinaptofisina en el hipocampo inducida por 10
dias de restriccion de suefio persiste después de 4 horas de descanso.
A) Inmunoblot representativo de sinaptofisina (Sin, 38 kDa) y B-actina (40 kDa) en animales control

(CNT) y con restriccion de suefio (RS). B) Cociente de la densidad éptica Sin y p-actina en animales
CNT (barras blancas) y RS (barras rojas). C) Imagenes representativas de inmunofluorescencia (IF) de
Sin (verde) y nicleos celulares (DAPI, azul) en la region CAl de ratas CNT y RS. Barra de escala:
50 ym. D) Cuantificacion de la densidad optica de Sin en CAl. E) Imagenes representativas de IF de
Sin y nucleos celulares en la region CA3. Barra de escala: 50 um. F) Cuantificacién de la densidad 6ptica

de Sin en CAS. Los resultados se expresan como la media Ferror estandar. El analisis estadistico se

realiz6 mediante pruebas t de Student no apareadas. Los asteriscos indican significancia estadistica:
*p<0.05, **p<0.001.
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11.4. Lafosforilacion de ERK aumenta tras las ultimas 4 h de descanso

Dado que la expresion de Sin disminuyo tras la restriccion de suefio y permanecio
reducida después del breve periodo de descanso, evaluamos si la expresion y
fosforilacién (activacion) de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK) se
veian afectada. ERK se ha descrito como promotor de la plasticidad sinaptica
hipocampal y facilitador de la induccién de la PLP, ademas de que una mayor
fosforilacion de ERK (pERK/ERK) se asocia con una mayor inmunorreactividad de
sinaptofisina, reflejando una mayor formacién y/o maduracion sinptica [98, 99].
Basados en esta evidencia y en nuestros hallazgos sobre Sin, se plante6 la hipotesis
de que la proporcion pERK/ERK disminuiria tras la restriccibn y permaneceria
disminuida después del descanso. Contrario a esta hipotesis, el hipocampo de ratas
RS no mostré un cambio significativo en la proporcién pERK/ERK inmediatamente
después de la restriccion 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 exhibié un
aumento significativo en la proporcion pERK/ERK comparado con los controles
(pruebat de Student, t=4.105, df =7, p =0.0045; Figura 11.4. D). Estos datos sugieren
gue el periodo de oportunidad para dormir indujo un efecto de rebote, posiblemente
compensatorio, en la activacion de ERK en el hipocampo de animales previamente

restringidos.
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Figura 11.4. Cuatro horas de descanso después del protocolo de restriccion de suefio
incrementan la relacion pERK/ERK en el hipocampo de los animales restringidos de suefio.
A) Inmunoblot representativo de ERK fosforilado (pERK, 42/44 kDa), ERK total (42/44 kDa) y B-actina

(40 kDa) en animales control (CNT) y restringidos de suefio (RS) inmediatamente después del protocolo
de RS. B) Cociente de la de densidad 6ptica 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 -
actina en animales CNT y RS tras 4 horas de oportunidad para dormir. D) Cociente de la densidad 6ptica
pPERK/ERK en CNT y RS después de 4 horas de descanso. Los resultados se expresan como la media

+error estandar. El andlisis estadistico se realizé mediante pruebas t de Student no apareadas. Los

asteriscos indican significancia estadistica: **p <0.01.
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11.5. La actividad eléctrica hipocampal esta alterada durante las 4h de
descanso tras 10 dias de RS.
Dado que la proporcion pERK/ERK aument6 mientras que la IR de Sin y la morfologia
de las células IBA-1* seguian alteradas tras 4 h de descanso, planteamos la hipétesis
de que la actividad eléctrica hipocampal durante este periodo de recuperacién también
estaria comprometida. Para comprobarlo, implantamos un electrodo de registro en
CAl, region final del circuito trisindptico donde se promueve PLP durante la
consolidacion de la memoria [18, 100]. La potencia espectral total en CA1 aumento
significativamente en los animales después de la RS respecto al registro basal (prueba
de Wilcoxon, W =21, p=0.0312; Figura11.5. B). Asimismo, la frecuencia total de la
sefal incrementd (prueba t de Student, t=6.045, df=5, p=0.0018; Figura 11.5. C). El
andlisis de potencia relativa por bandas mostré una reduccion significativa en la
actividad de baja frecuencia: ondas delta (prueba t de Student, t=3.630, df=5,
p=0.0151; Figura11.5. 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; Figura11.5. G) aumentaron significativamente, mientras que la actividad
gamma permanecio sin cambios (prueba t de Student, t=0.6334, df =5, p=0.5543;
Figura11.5. H). En conjunto, estos resultados indican que la actividad eléctrica

hipocampal esta notablemente alterada durante las 4 h de descanso tras la restriccion
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subcronica de suefio, con un desplazamiento de oscilaciones de baja frecuencia

(delta/theta) hacia frecuencias mas altas (alfa/beta).
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Figura11.5. Larestriccion de suefio alterala actividad eléctricadel hipocampo durante el periodo
de oportunidad para dormir de 4 h.
A) Trazos representativos de los potenciales de campo locales (PCL) del hipocampo antes del protocolo

de restriccion de suefio (registro basal) y durante el periodo de recuperacion de 4 horas posterior a la
restriccion (DRS). B) Potencia espectral total. C) Frecuencia total del trazo para la linea 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 periodo de recuperacion de 4 horas. Los resultados se expresan como

la media zerror estandar 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 andlisis estadistico se realizé mediante ANOVA de dos vias seguido de la
prueba post hoc de Sidak, excepto para la potencia espectral total, que se analizd con la prueba de

Wilcoxon. Los asteriscos indican significancia estadistica: *p < 0.05, **p < 0.01.
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11.6. La memoria declarativa se encuentra deteriorada tras 4h de descanso
después de 10 dias de restriccidon de suefio
Habiendo observado que la actividad eléctrica en CAl estaba alterada durante el
periodo de descanso, formulamos la hipétesis de que los animales sometidos a
restricciéon de suefio exhibirian 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 exploracién similares
para los objetos Ay A’ (prueba t de Student, t=1.092, df =16, p =0.2910; Figura 11.6.
A), sin diferencias en el porcentaje de exploracion 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 exploracién fueron comparables entre grupos (prueba t de Student, t=1.122,
df=17, p=0.2775; Figura1l1.6. 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 exploracién (prueba t de Student,
t=2.063, df =10, p=0.0661; Figura11.6. E) ni en el porcentaje de exploracion del
objeto A’ (prueba t de Student, t=0.4138, df=10, p=0.6878; Figura11.6. F). De
manera similar, durante la fase de prueba, los tiempos totales de exploracion no

difirieron (prueba t de Student, t=0.1569, df =10, p=0.8785; Figura11.6. G). No
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obstante, al analizar el tiempo de exploracion del objeto reubicado (A'), las ratas RS
dedicaron significativamente menos tiempo a explorarlo en comparaciéon 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.
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Figura 11.6. La memoria declarativa se ve afectada después de 4 horas de oportunidad para
dormir tras 10 dias de restriccién de suefio.
A) Tiempo total de exploraciéon durante la fase de entrenamiento en la prueba de reconocimiento del

objeto novedoso para los animales control (CNT, barras blancas) y con restringidos de suefio (RS,
barras rojas). B) Porcentaje del tiempo de exploracion del objeto A’ durante la fase de entrenamiento.
C) Tiempo total de exploracion durante la fase de prueba. D) Porcentaje del tiempo de exploracion del
objeto nuevo B durante la fase de prueba. E) Tiempo total de exploracién durante la fase de
entrenamiento en la prueba de localizacion de objeto para los grupos CNT y RS. F) Porcentaje del
tiempo de exploracion del objeto A’ durante la fase de entrenamiento. G) Tiempo total de exploracion
durante la fase de prueba. H) Porcentaje de tiempo de exploracion del objeto reubicado A’ durante la

fase de prueba. Los resultados se expresan como la media £ error estandar. El andlisis estadistico se

realiz6 mediante pruebas t de Student no pareadas. Los asteriscos indican significancia estadistica: *p
< 0.05.
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11.7. Los niveles de corticosterona sérica no se modificaron a los 10 dias de
restriccion de suefio ni después de las ultimas 4 horas de oportunidad
para dormir

La restriccion de suefio induce estrés debido a que, por definicién, 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 fisiol6gica del individuo [101] . La corticosterona (cortisol en humanos) es
un glucocorticoide secretado por las glandulas suprarrenales en respuesta a un
estresor [102] y puede alterar la funcién cognitiva debido a que el hipocampo es una
regidbn muy susceptible a la accion 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 concentracion sérica de este glucocorticoide en los animales RS y sus

controles inmediatamente al salir del dltimo periodo de RS y después de las ultimas 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 vias, F[1,15] =0,6477; inmediatamente después de la

RS, p = 0,8605; después de 4 h oportunidad para dormir, p = 0,2170, Figura11.7.), lo

gue indica que la reduccion en la exploracion 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 dias de
restriccion de suefio ni después de 4 h de oportunidad para dormir.
Las concentraciones de corticosterona fueron determinadas inmediatamente después de la dltima RS

en los animales del grupo control (CNT, barras blancas) y en los animales restringidos de suefio (RS,
barras rojas) y después de las Ultimas 4 h de descanso. El andlisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA de dos vias.
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12.DISCUSION
Los origenes de las alteraciones inducidas por la RS en la actividad de las redes
neuronales hipocampales y su relacién con los déficits cognitivos observados tras
alteraciones del suefio prolongadas aun no se comprenden completamente. En el
presente trabajo, observamos que el hipocampo de ratas sometidas a 10 dias de RS
mediante el protocolo MPMM presenta alteraciones microgliales que persisten incluso
después de 4 h de oportunidad para dormir. Ademas, la expresién de Sin, una proteina
presinaptica, y la proporcion de ERK fosforilado, ambas vinculadas con la PLP
hipocampal, se alteraron aun tras un breve periodo de oportunidad para dormir. Estos
resultados podrian asociarse con las modificaciones en la actividad eléctrica

hipocampal durante el ultimo periodo de descanso del protocolo de 10 dias de RS.

12.1. La memoria dependiente del hipocampo se ve afectada por la restriccion
del suefio
Los efectos perjudiciales de la restriccion del suefio han sido ampliamente estudiados
[105], mientras que el proceso de recuperacion ha recibido mucha menos atencién. En
ratas sometidas a RS, la permeabilidad de la BHE se ve comprometida en regiones
como el hipocampo, el talamo, los ganglios basales, el cerebelo, la corteza insular y
otras areas tras 10 dias de RS. Un breve periodo de recuperacion de 2 h restauré la
funcién de la BHE en regiones como el cingulo, la corteza parietal e insular, el
hipotalamo, los ndcleos basales, la amigdala, el septo y el area predptica [86], aunque
en otras regiones, entre ellas el hipocampo, no se recuperaron. Ademas, un

metaanalisis en ratones privados de suefio indicé que 3 h de recuperacién no son
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suficientes para restablecer la expresion génica basal hipocampal [106]. En humanos,
se ha comprobado que dos dias de recuperacién tras una noche de privaciéon de suefio
no restauran la memoria episodica, a pesar de que la conectividad del hipocampo
parece retornar a niveles basales [82]. Otra investigacion que evalué los efectos de la
RS a temprana edad empleando el modelo MPMM (20 h de RS diarias durante 14 dias
iniciando en el dia postnatal 28) encontrd déficits en la memoria a largo plazo, pero no
en memoria a corto plazo, al dia postnatal 42. Este efecto persistié hasta la adultez
(dia postnatal 85) y se relacion6 con una neurogénesis hipocampal disminuida y menor
inmunorreactividad de aquaporina 4 astrocitica [107]. Algunas similitudes entre estos
estudios incluyen alteraciones en el numero de neuronas y neurogénesis, disminucion
en la expresion de proteinas sinapticas, y menor rendimiento en pruebas de
aprendizaje y memoria. Estos datos sugieren que la RS induce efectos en la memoria
que podrian persistir en periodos prolongados e indeterminados. Comparar estos
datos entre estudios resulta desafiante debido a las diferencias en modelos animales,
meétodos de RS, duracion del protocolo de RS, momentos del dia en el que se realiza
la restriccién, y momentos de evaluacion cognitiva [108]. Evaluaciones secuenciales
en multiples puntos temporales posteriores a los protocolos de RS podrian ser
necesarias para determinar los mecanismos involucrados y sus consecuencias a corto

y largo plazo.

12.2. Larestriccion de suefio altera la funcién microglial en modelos animales

La funcidn fisiolégica, la morfologia y la dinAmica microglial estan reguladas por la

actividad neuronal espontanea y evocada, y viceversa. Estudios han demostrado que
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el suefio modula la morfo-dinamica microglial a través de interacciones dependientes
de contacto, como el receptor CX3CR1, mientras que la sefalizacion microglial
mediada por los receptores P2Y12 regula la arquitectura del suefio [109, 110] . En
nuestro estudio, tras 10 dias de RS, las células microgliales del hipocampo
presentaron un numero significativamente menor de ramificaciones, alteracion que
persistié tras 4 h de oportunidad para dormir, lo que indica que dicho periodo no es
suficiente para normalizar su morfologia. Un perfil microglial menos ramificado esta
asociado con mayor actividad fagocitica [111-115]. Estudios previos han reportado, 24
h después de RS, un aumento en el nimero de células microgliales en el hipocampo,
mayor expresion de marcadores como CD68 (proteina que se localiza en lisosomas y
endosomas de células fagociticas) y el receptor a la molécula C3 del complemento
(C3aR), y disminuciébn en la colocalizacion de las proteinas sinapticas Sin
(presinaptica)/PSD95 (postsinaptica) en CA1l, sefialando una reduccién de contactos
sinapticos por aumento de actividad microglial fagocitica [62]. En nuestro estudio,
aunque la IR de IBA-1y el numero de células IBA-1* no permanecieron elevados tras
4 h de descanso, observamos una reduccion de la ramificacion de células IBA-1*, lo
gue sugiere un estado reactivo. Ademas, la disminucion significativa en la IR de Sin en
CA1l y CA3, tanto inmediatamente después de RS como tras 4 h de descanso, podria
estar vinculada a esa actividad fagocitica aumentada. Estudios futuros deberian
evaluar si los cambios morfolégicos microgliales tras 4 h de descanso estan asociados
con la actividad fagocitica elevada y contribuyen a la reduccion de la expresion de Sin.
Un fenotipo microglial menos ramificado también se ha asociado con neuroinflamacion

mediada por la microglia [111]. Modelos de neuroinflamaciéon como infartos cerebrales
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0 inyecciones de LPS intracerebroventricular inducen morfologia microglial menos
ramificada [116, 117]. De forma similar, otro estudio mostré una reduccioén en la
longitud de ramificacion de la microglia cortical en modelos de RS [69]. Ademas, se ha
reportado un aumento en la expresion de IL-13, IL-6 y TNF-a en el hipocampo y/o
corteza prefrontal de ratones con RS [71, 72], lo que sugiere que los cambios
morfologicos observados podrian asociarse con un perfil proinflamatorio. La
morfologia microglial también ha sido relacionada con oscilaciones neuronales. En
ratones sometidos a vigilia prolongada (3 h mas de vigilia), se observé aumento de
frecuencia theta/gamma cortical, incremento en el estado de alerta y mayor
ramificacion 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 disminucién de ramificacién tras RS
prolongada asociada a reduccion de la frecuencia theta hipocampal. Por otro lado, se
sabe que la activacién microglial P2Y12—-Gi promueve el suefio NMOR al reducir la
transmision cortical de noradrenalina [110]. Dado que la pérdida de funcion
homeostéatica microglial ocurre durante RS, planteamos la hipotesis de que los
cambios en la actividad eléctrica hipocampal observados después de la RS podrian
estar asociados con modificaciones en la actividad microglial, especialmente con la
activacion P2Y12-Gi. Estudios posteriores deberian evaluar si la sefializacion
microglial Gi en el hipocampo se altera durante RS y si su restauracion pudiera prevenir

los déficits cognitivos observados.
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12.3. Alteracion de la actividad eléctrica hipocampal tras la restriccién del
suefo
Las oscilaciones hipocampales se caracterizan por actividad ritmica lenta,
principalmente representada por el ritmo theta (4-8 Hz), que organiza la tasa de disparo
neuronal y se asocia con el procesamiento de sefiales ambientales y codificacién de
memoria [84, 118, 119]. Estudios previos indican que el ritmo theta en la via CE—-CALl
es necesario para la codificacion, y en las colaterales de Schaffer para la consolidacion
y recuperacion de la memoria [33]. En nuestro estudio, las ratas RS no pudieron
reconocer el objeto novedoso incluso después de 4 h de suefio tras el protocolo MPMM
Este efecto podria estar relacionado con la reduccion del ritmo theta registrada en el
periodo de descanso. La frecuencia gamma hipocampal, es fundamental para la
transferencia de informacion entre CA3 y CA1 durante la consolidacion y recuperacion
de memoria [36, 120]. Sin embargo, en el presente estudio no se observaron
alteraciones en potencia relativa gamma durante el UGltimo periodo de descanso.
Aunque no existen estudios que aborden explicitamente el acoplamiento theta-gamma
durante el suefio, futuros analisis deberian evaluar si la RS interfiere en dicho
acoplamiento en tareas exploratorias y en las etapas del suefio. Ademas, se sabe que
la estimulacion de la CE a frecuencias bajas (1 Hz) o altas (20 Hz) no induce PLP en
CA1, a diferencia de la estimulacion theta (5 Hz) [33], ya que el circuito GD—CA3 actua
como filtro. Adicionalmente, observamos que la RS aumenté los ritmos alfa y beta
(8-12Hz y 12-30 Hz, respectivamente) durante el periodo de descanso, lo que podria
contribuir a la disminucion del rendimiento conductual. Se ha demostrado que el ritmo

theta hipocampal induce PLP en CA1 [33], y que su inhibicion optogenética durante el

67



suefio MOR deteriora el desempenio en la prueba RON [18]. Estudios futuros deberian
investigar si la reduccion del ritmo theta tras RS es responsable de los déficits de
memoria y los cambios en la expresiéon de Sin y ERK. Por otro lado, el control
homeostatico del suefio incrementa la presion de suefio proporcionalmente a la
duracion de la vigilia; cuando el tiempo de suefio se reduce, el organismo compensa
mediante un rebote de suefio [121]. En roedores, se observa un aumento
compensatorio inmediato de la potencia delta cortical durante NMOR y del porcentaje
de este estado tras la privacién total aguda de suefio [121-123]. Sin embargo, esta
respuesta deja de observarse en restriccion repetida del suefio: tras 5 dias
consecutivos de RS, los ratones no mostraron aumento compensatorio de la potencia
delta en NMOR, permaneciendo por debajo de los niveles basales incluso dos dias
después [124]. A nivel cortical, el ritmo theta normalmente se eleva durante NMOR
[125], mientras que durante MOR es fundamental para la consolidacion de la memoria
del olvido selectivo [126]. En estudios con 6 dias de privacion del suefio, el EEG
hipocampal mostré un aumento transitorio del ritmo theta en el grupo RS en los
primeros dos dias 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 dias de RS,
sugiriendo que la pérdida repetida de suefio altera los mecanismos compensatorios
durante el aprendizaje y entre estados del suefio. Estudios prospectivos son
necesarios para determinar si protocolos subcrénicos similares inducen efectos

persistentes comparables a los descritos en paradigmas cronicos, como en el estudio
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de Owen et al. [83], donde déficits de memoria espacial a largo plazo y patologia
hipocampal se evidenciaron meses después del periodo de restriccion de suefio.

Otro factor que modula la actividad eléctrica son las citocinas proinflamatorias. La
administracion IL-1B y TNF-a induce alteraciones significativas de la excitabilidad
neuronal, la frecuencia de disparo y la vulnerabilidad a procesos excitotoxicos. En un
estudio ex vivo en el que se administré IL-1 a cultivos organotipicos de médula espinal
de rata se observo el incremento de la inhibicion sinaptica en neuronas piramidales del
hipocampo de rata, modificando la propiedad de disparo de estas células
[145]. Ademas, la administracion de IL-1B (1 ug, i.p.) a ratas indujo un aumento agudo
(<30 min) de la frecuencia de disparo espontaneo en neuronas del nucleo basal de la
amigdala basolateral, sugiriendo que la inflamacién periférica modula rapidamente la
actividad neuronal central [146]. También se observé que la aplicacién de TNF-a en
bafio a neuronas del érgano subfornical indujo despolarizacion y aumento de la
frecuencia de potenciales de accién, evidenciando que TNF-a incrementa la

excitabilidad neuronal intrinseca [147]. En cultivos de neuronas corticales de raton

observaron que TNF-a (100 pg/mL, 24 h) incrementé corrientes de Na* dependientes

de canales de voltaje, redujo el umbral de disparo y elevé la tasa de disparo, implicando
un mecanismo directo de modulacion de excitabilidad [148]. Tomando en cuenta que
en otros protocolos de restriccion de suefio se reporta el incremento en la expresion
IL-1B y TNF-a y que se ha demostrado que estas citocinas pueden alterar la funcion
de la actividad neuronal, este factor podria contribuir en la modificacién de la actividad
eléctrica del hipocampo registrada después de nuestro protocolo de RS. Estudios

posteriores deberian evaluar si efectivamente se observa un incremento en las
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citocinas proinflamatorias y si inhibir o bloguear la accion de estas puede rescatar la

funcion eléctrica del cerebro después del protocolo de RS.

12.4. Cambios en sinaptofisinay ERK durante la restriccion de suefio

La Sin es una proteina de vesicula presinaptica implicada en la transmision sinaptica,
cuya expresion 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 proteina
Ubiquinona oxidorreductasa, se ha reportado la disminucién de actividad de ERK y
menor expresion de Sin en el hipocampo [132]. Esto indica una estrecha relacion entre
la actividad de ERK y Sin. En nuestro estudio, observamos una reduccién en la
expresion de Sin y un aumento de pERK tras un periodo de descanso de 4 h, lo que
refleja alteraciones en la transmision sinaptica. La activacién de ERK es esencial para
la induccién y mantenimiento de la PLP al modular el trafico de receptores AMPA [131].
La administracion de U0126, un inhibidor de ERK, deteriora la PLP hipocampal
inducida por la estimulacién mediante una frecuencia theta (5 Hz) [98], lo que sugiere
gue la PLP dependiente de theta es ERK-dependiente. Por lo tanto, el aumento de
pPERK tras RS podria estar asociado con procesos distintos a la PLP. La via ERK
también participa en la regulacion del ciclo suefio—vigilia. La eliminacion especifica de
ERK1/2 o su inhibicién farmacoldgica incrementan la vigilia tras 6 h de privacion del
suefio en ratones [133], lo que sugiere que la fosforilacion de ERK contribuye a la
presion de suefio. En el presente estudio, los niveles de pERK aumentaron

significativamente tras 4 h de descanso, lo que podria representar un efecto
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compensatorio que intensifica la presion de suefio, aunque no explica por qué pERK
no incremento inmediatamente después de la restriccion. Los efectos de la RS sobre
la modulacién de ERK parecen depender de la duracién del protocolo. En ratas
Sprague—Dawley, la privacién o restriccion aguda reduce la fosforilacién de ERK en el
hipocampo [53, 134, 135], lo que contrasta con nuestros resultados. Esta discrepancia
podria explicarse por la naturaleza aguda de los protocolos utilizados en esos estudios
frente al caracter subcronico del nuestro. Esta interpretacion se respalda por datos en
protocolos de RS de larga duracion (hasta 6 meses) que muestran aumento de pERK
en el cerebelo [73] , asi como en el hipocampo de ratones epilépticos que presentan
niveles elevados de pERK [136, 137]. Todas estas intervenciones implican
alteraciones homeostaticas profundas, incluyendo la regulacion a la alza de
mediadores inflamatorios en el SNC [138, 139], lo que sugiere que el aumento de
PERK responde a desafios fisiolégicos prolongados o extremos. La activacion de la
via ERK también es necesaria para desencadenar cascadas inflamatorias en células
gliales. La microglia aislada de ratones 5xFAD presenta pERK elevado [68], regulador
critico de la activacion proinflamatoria microglial [140] . Asimismo, la activacion de ERK
favorece la migracion microglial y la proliferacion en modelos de dolor neuropatico
[141], y estimula la actividad fagocitica de células BV2 en cultivo [142]. Dado que los
protocolos de RS promueven procesos proinflamatorios en el SNC, el aumento de
pPERK observado podria estar relacionado también con la activacion de rutas

inflamatorias.
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13.LIMITACIONES DEL ESTUDIO
Si bien nuestros hallazgos aportan nuevo conocimiento sobre los efectos de la
restriccion del suefio, existen varias limitaciones importantes. En primer lugar,
Unicamente se incluyeron ratas macho, dado que nuestros trabajos previos y las
referencias directas se realizaron en machos, lo que facilitd la comparacién entre
estudios. No obstante, reconocemos que los sujetos femeninos han estado
histéricamente subrepresentados en la investigacion del suefio, y es imperativo
determinar si la RS y el proceso de recuperacion afectan de manera diferencial al
hipocampo femenino. En segundo lugar, no se registraron senales de EMG debido al
alto riesgo de infeccién durante el protocolo MPMM y a la complejidad técnica que
implica mantener electrodos funcionales en un entorno de restriccion en presencia de
agua. Como consecuencia, no fue posible calificar formalmente las etapas del suefio
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 recuperacion. En tercer lugar, los PCL hipocampales
no se registraron durante las fases de restriccién de 20 horas, sino Unicamente durante
las ultimas 4 horas de cada ciclo. Esto se debid a que el protocolo MPMM requeria
gue los animales permanecieran en jaulas de restriccidbn 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 interaccion entre los animales. En
consecuencia, no fue posible evaluar la dindmica de la red hipocampal a lo largo de
las fases de restriccién. En cuarto lugar, nuestro andlisis se restringié al periodo de

descanso inmediato de 4 horas posterior a los 10 dias 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 relacion entre la
actividad eléctrica hipocampal, la morfologia microglial, la expresion de Sin 'y ERK, el
disefio del estudio no permite establecer relaciones causales. Finalmente, el alcance
mecanistico fue limitado: no evaluamos de manera directa la fagocitosis microglial, los
niveles de mediadores inflamatorios ni otras vias de sefalizacion que podrian
contribuir a los resultados observados. Asimismo, el andlisis se restringié al marcador
presinaptico Sin y a la fosforilacion de ERK como correlato molecular de plasticidad.
Futuros estudios deberian incluir pardmetros adicionales, como otras proteinas
involucradas en plasticidad sinaptica, mediadores inflamatorios y andlisis extendidos
tanto de PCL/EEG como de conducta, con el fin de proporcionar una comprension mas

integral de las alteraciones hipocampales inducidas por la restriccion del suefio.
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14.CONCLUSION
En el presente estudio, observamos que la actividad eléctrica del hipocampo se ve
alterada tras 10 dias de restriccion del suefio. El analisis de los PCL hipocampales
durante el periodo inmediato de descanso revel6 un aumento de los ritmos alfa y beta,
junto con una disminucion de las ondas delta y theta en comparacién con las ratas no
restringidas, lo que sugiere que los efectos a largo plazo de la RS podrian estar
asociados con una desregulacion sostenida de los circuitos neuronales y gliales
hipocampales. Este estudio también demuestra la persistencia de alteraciones en la
morfologia microglial, una disminucion en la inmunorreactividad a Sin, y un aumento
en la relacion pERK/ERK después del descanso, factores que podrian 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 relacion 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 deberian explorarse
en futuros estudios para prevenir tanto las consecuencias a corto como a largo plazo
de la restriccién del suefio. Esto resulta especialmente relevante considerando que la
reduccion cronica del suefio en humanos se ha asociado con un mayor riesgo de
desarrollar trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer, una
condicion promovida por la actividad proinflamatoria microglial y la degeneracién

neuronal.
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Abstract
Sleep loss has been implicated in age-related cognitive decline. Experimental sleep restriction (SR) alters the physiology
of multiple brain regions and increases blood—brain barrier (BBB) permeability. Among these regions, the hippocampus of
both humans and rodents shows alterations that endure longer than in other areas such as the basal ganglia and hypothala-
mus. In the present study, adult male rats were subjected to 10 days of SR using the modified multiple platform method
(MMPM). Immediately after restriction, SR animals exhibited increased IBA-1 immunoreactivity (IR) and cell number,
consistent with microglial activation; these morphological changes persisted after a 4 h recovery period. Synaptophysin
(Syn) expression was significantly reduced after SR and remained decreased following rest, while the pERK/ERK ratio
was significantly increased by the end of the recovery window. These molecular alterations were accompanied by dis-
rupted hippocampal local field potentials (LFPs), characterized by increased alpha and beta activity and reduced delta and
theta power. Importantly, SR rats showed impaired short-term memory in the novel object and object location recogni-
tion tests after the recovery period. Together, these findings demonstrate that subchronic SR induces persistent microglial
and synaptic alterations and abnormal ERK signaling that remain after short rest, correlating with hippocampal network
dysfunction and memory impairment.
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Introduction

The total or partial loss of sleep, defined as sleep restric-
tion (SR), represents a health problem that increases the
risk for developing conditions such as overweight, obesity,
infectious and cardiovascular diseases, diabetes and hyper-
tension [1]. Many processes aimed at maintaining homeo-
stasis take place preferentially during sleep. For example,
central nervous system (CNS) debris clearance, and several
synaptic plasticity processes involved in memory consoli-
dation and cognition take place during specific phases of
the sleep cycle [2-4]. In addition, there is growing evidence
suggesting that SR may be a risk factor for the development
of neurodegenerative diseases [5]. Human studies indicate
that short sleep duration (< 7 h per night) is associated with
a higher incidence of neurodegenerative conditions [6, 7].
The hippocampus (Hc) is sensitive to SR and sleep depri-
vation with changes in cellular signaling, protein synthesis,
and neuronal connectivity following sleep loss [8]. Sleep
loss in rodents induces a decrease in hippocampal synaptic
proteins, postsynaptic protein 95 (PSD-95) and synaptophy-
sin (Syn), as well as a decrease in the phosphorylation lev-
els of extracellular signal-regulated kinase (ERK), a kinase
involved in memory formation, consolidation, and retrieval
[9-11]. Sleep loss also increases the expression of the mac-
rophage marker ionized calcium-binding adaptor molecule
1 (IBA-1) and promotes the expression of inflammatory
cytokines in the CNS [8, 12-17].

Sleep loss induces hippocampal long-lasting effects.
In humans, one night of sleep deprivation impairs hippo-
campal dependent memory even after two days of sleep
recovery [15]. In rodents, the increased hippocampal BBB
permeability remains impaired after 2 h of resting opportu-
nity [16, 18]. A meta-analysis of several studies performed
in sleep deprived mice indicated that 3 h of sleep recovery
is not enough time to restore the basal hippocampal gene
expression of cirpb and rbm3 [19], which are associated
with altered expression of stress response and cell survival
genes, suggesting that sleep loss has persistent effects in the
hippocampus after short resting periods.

There are few studies determining the effects of resting
in hippocampal protein expression and electrical activity.
The aim of the present study is to determine the molecular,
cellular and behavioral effects of 4 h sleeping opportunity
following 10 days of SR induced by the modified multiple
platform method (MMPM). With this aim in mind, we ana-
lyzed the molecular footprint of SR, with or without the
recovery period, by using immunofluorescence analysis
of neuroplasticity and neuroinflammation markers along
with Western Blot analysis of memory-related kinase ERK
phosphorylation levels, in the hippocampus. In addition, in
a different set of animals, we assessed the effect of SR and
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the following recovery opportunity in hippocampal rthythms
using LFP recordings. Finally, we assess how MMPM
affects context and object recognition memory. We discuss
the data in terms of how SR-induced molecular and cellu-
lar alterations could explain short-term and, possibly, long-
term cognitive alterations.

Materials and Methods
Animals

This study was conducted in accordance with the guidelines
and requirements of the World Medical Association Decla-
ration of Helsinki (1964), approved by the ethics commit-
tee of the Faculty of Medicine, UNAM (protocol 032-2023
FM/01/102/2023 Facultad de Medicina, UNAM), and regu-
lated by the Mexican Official Norm NOM-062-Z00-1999
to minimize animal suffering.

Male Wistar rats (280-350 g weight, 3 months old) were
obtained from the Unidad Académica Bioterio (UAB) from
the Faculty of Medicine, Universidad Nacional Autonoma
de México. Animals were maintained under a 12:12 h light—
dark cycle (lights were on from 8:00=ZT 0 to 20:00=ZT
12) with access to tap water and standard laboratory chow
(5001 PMI Nutrition International Inc., Greenwood, MO)
ad libitum throughout the experiments. Room temperature
was maintained at 22+2 °C with constant filtered air flow.
All animals were habituated for 7 days prior to randomly
assigning them into one of the four different experimental
cohorts that will be described later.

Sleep Restriction by the Modified Multiple Platform
Method (MMPM)

To induce SR, we performed the modified multiple platform
method (MMPM). The MMPM method prevents social
isolation stress, as two rats from the same social group are
placed together in both the restriction cage and their respec-
tive home cage. In addition, we previously showed that this
SR protocol does not increase serum corticosterone levels,
at least when measured on the tenth day, at the end of the last
two hours of the resting phase [53], this procedure avoids
immobilization stress since each restriction cage presents
three platforms. and that is known to completely abolish
REM sleep and to reduce NREM sleep by approximately
31%[18, 20].

To induce SR, rats (SR) were kept awake by placing them
in pairs inside of acrylic cages (53 cm x 43 c¢m x 20 cm)
filled with 3 cm of water and inside of which three platforms
of 7x6 cm each (diameter and height, respectively) were
placed in order to allow the rats to stand, sit and lie down;
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however whenever the animals lost muscle tone, they fell
into the water, thus, waking them up. Rats remained in these
restriction cages for 20 h (20:00-16:00 h) during 10 con-
secutive days and were allowed to rest in their home cages
for the remaining 4 h (16:00-20:00 h) (Fig. 1A and B).

Experimental Design

The first cohort included 20 rats, divided into a control
group (CNT, n 10), which remained in their home cages
throughout the protocol, and a sleep-restricted group (SR,
n=10). After the final 20 h of sleep restriction on day 10, SR
animals were euthanized immediately upon removal from
the restriction cage, along with time-matched CNT counter-
parts. Brains were collected either after perfusion for immu-
nofluorescence (IF, n 4 per condition) or after decapitation
for Western blot (WB, n=6 per condition) (Fig. 1C). Trunk
blood samples from decapitated animals were collected to
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determine corticosterone concentrations (blood could not be
collected from 2 SR rats).

The second cohort initially included 20 rats (10 SR and
10 CNT). SR animals underwent the same sleep restriction
protocol but, following the last 20 h of restriction on day
10, were allowed 4 h of recovery sleep in their home cages.
CNT rats remained in their home cages for the entire proto-
col. At the end of the 4 h recovery period, both groups were
sacrificed simultaneously. Brains were collected either after
perfusion for IF (n 4 per condition) or after decapitation for
WB (n = 6 per condition; one SR rat died during the proto-
col, and one CNT sample degraded) (Fig. 1C). Trunk blood
was also obtained from decapitated animals to determine
corticosterone concentrations (two CNT samples could not
be obtained). Paired time-matched controls were included
in this cohort because the hippocampus exhibits circadian
oscillations in molecular and cellular markers [21-26]. In
our design, animals were sacrificed either immediately after
sleep restriction (ZT8, light phase) or after a 4 h recovery
period coinciding with the onset of the dark phase (ZT12,
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uGHT ]
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Fig. 1 Experimental design of the modified multiple-platform method
(MMPM) for sleep restriction. A Diagram of the MMPM protocol.
Animals were placed in the SR cage (red border) for 20 h/day and
then returned to their home cages for 4 h/day to allow recovery sleep
(blue border). This schedule was repeated for 10 consecutive days. B
Daily timeline aligned with the light—dark cycle. Black and white bars
represent the dark and light phases, respectively. The SR period (red
bar) was conducted from lights on (ZT0=08:00) to ZT8=16:00, con-
tinuing until ZT12=20:00, when animals were returned to their home
cages for a 4 h recovery opportunity (blue bar) during the onset of
the dark phase (ZT8-ZT12). C Experimental design for cohorts 1 and
2, designated for hippocampal protein analysis by Western blot (WB)
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Explicit memory tests
of cohort 4 (n=34)

and immunofluorescence (IF). Animals were sacrificed either imme-
diately after SR (ZT8, cohort 1) or after a 4 h recovery period (ZT12,
cohort 2). D Experimental design for cohort 3, used for hippocampal
electrical activity analysis. Animals were implanted with hippocampal
electrodes (orange bar) prior to the SR protocol, allowed one week
for recovery (blue bar), and then local field potentials (LFPs) were
recorded during the final 4 h recovery opportunity (ZT8-ZT12, cohort
3). E Experimental design for cohort 4, designated for behavioral test-
ing. The novel object recognition test (NORT) and object location test
(OLT) were performed on day 11, following completion of the SR pro-
tocol and a 4 h recovery opportunity (ZT8—ZT12, white bar)
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active phase). Including time-matched controls ensured that
the effects of sleep restriction could be distinguished from
circadian influences.

A third cohort consisted of 6 rats implanted with hip-
pocampal electrodes in CA1 to record local field potentials
(LFPs) before (non-restricted baseline) and after the SR pro-
tocol (Fig. 1D). The baseline recording was obtained on day
7 after surgery, between 16:00 and 20:00 h, corresponding
to the 4 h resting period later used in the SR protocol. The
following day, all animals began the MMPM protocol for
10 consecutive days. A second recording was obtained dur-
ing the 4 h recovery opportunity at the end of the restriction
protocol. In this design, each animal served as its own con-
trol, allowing paired comparisons of hippocampal activity
before and after SR. This approach also minimized variabil-
ity and avoided the technical complications of maintaining
electrodes in paired animals housed under water-exposure
conditions during the restriction phase.

Finally, a fourth cohort consisted of 34 rats used for
explicit memory testing: 20 for the NORT (CNT n 10, SR
n 10; one SR rat was excluded because it jumped out of the
testing box) and 14 for the OLT (CNT »=8, SR n 6; one
CNT and one SR were excluded because their video record-
ing were incomplete).

Immunofluorescence

Animals were euthanized either immediately after the SR
protocol or following 4 h of recovery sleep by intraperitoneal
injection of an overdose of sodium pentobarbital (Aranda,
200 mg/kg). Once deeply anesthetized, and just before car-
diac arrest, animals underwent transcardial perfusion with
0.9% saline solution for 5 min (15 mL/min), followed by
4% ice-cold paraformaldehyde (PFA) in phosphate-buffered
saline (PBS) for 5 min.

Brains were collected, post-fixed in 4% ice-cold PFA for
48 h at room temperature under continuous gentle agita-
tion, and subsequently cryoprotected in 30% sucrose/0.05%
sodium azide in PBS at 4 °C until use. Serial coronal
Sect. (30 pm thick) of the hippocampus (Hc; Bregma
—2.52 mm to —3.24 mm, Paxinos & Watson, 2007) were
obtained with a Leica CM1850 UV cryostat, collected in
cryoprotectant solution, and stored at 4 °C until immuno-
fluorescence (IF) processing.

For each animal, four sections containing the bilateral
dorsal Hc were pre-incubated for 10 min in 1% H.0: to
block endogenous peroxidase activity. After a PBS wash,
sections were incubated overnight at room temperature
under constant agitation with the following primary anti-
bodies: IBA-1 (Abcam, ab5076, 1:1000) and Synaptophysin
(Syn; Santa Cruz Biotechnology, sc-17750, 1:2000).
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The next day, sections were washed with PBS and incu-
bated for 2 h with secondary antibodies: CY3-conjugated
donkey anti-goat (Jackson ImmunoResearch, 705-165-147,
1:500) and Alexa Fluor 488-conjugated donkey anti-mouse
(Jackson ImmunoResearch, 715-545-150, 1:500). Sections
were then washed with PBS and mounted on gelatin-coated
slides. After drying, slides were incubated for 10 min with
DAPI solution (Invitrogen, 4',6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride, D1306, 1 pg/mL) and cover-slipped
using anti-fade fluorescence mounting medium (Abcam,
ab104135).

Syn and IBA-1 Inmunoreactivity and Morphological
Analyses

Confocal micrographs (20x) of the hippocampal CAl and
CAS3 regions (34 fields per animal) were acquired using a
ZEISS LSM 880 confocal microscope. Quantitative analy-
sis of optical density (OD) per section was performed in
FIJI software [27]. Since the images exclusively contained
the regions of interest, no additional ROI tracing was
required; OD was measured across the entire image. Data
are presented as OD percentage normalized to controls for
both Synaptophysin (Syn) and IBA-1 immunofluorescent
staining.

To determine the number of IBA-I-positive cells, 3—4
micrographs from CA1 and CA3 regions were analyzed per
animal. Cells were counted based on the following criteria:
(1) only complete cells were included, and (2) both DAPI
and IBA-1 signals were required.

For morphological analysis of IBA-1—positive cells, 3—4
micrographs per region per animal were evaluated. A 10 x 10
grid was applied in FIJI, and 3 random cells per region were
selected using the Excel randomization function. Each
selected cell was cropped and processed with a standardized
script to generate binary and skeletonized images. Images
were converted to 8-bit grayscale, filtered to improve con-
trast and remove background, and then transformed into
binary and skeletonized formats. This processing was per-
formed independently by two researchers blinded to the
experimental conditions.

Sholl analysis was carried out on binary images with the
FIII Neuroanatomy plugin to characterize glial arborization.
Concentric circles (5 um apart) were drawn from the soma,
and intersections of processes with the shells were quan-
tified [28]. Branch number was assessed on skeletonized
images using the FIJI Skeleton plugin.

Western Blot

Either immediately after sleep restriction or following 4 h
of recovery sleep in the MMPM protocol, animals were
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euthanized by decapitation. Hippocampi from CNT and
SR groups were collected and stored at —80 °C until pro-
cessing. Tissue was homogenized in NP-40 lysis buffer
supplemented with protease and phosphatase inhibitors, and
samples were centrifuged at 13,500 rpm for 10 min at 4 °C.
The supernatant was collected, and protein concentration
was determined by spectrophotometry at 260 nm (Epoch
BioTek).

For immunoblotting, 50 pg of protein were resolved on
10% SDS-PAGE gels, transferred to polyvinylidene fluo-
ride (PVDF) membranes, and blocked with 5% (w/v) nonfat
milk in PBS-Tween 20 for 45 min. Membranes were incu-
bated overnight at 4 °C with the following primary antibod-
ies: anti-Synaptophysin (Syn; Santa Cruz Biotechnology,
sc-17750, 1:1000), anti-ERK (Cell Signaling, cat. 4695,
1:2000), anti-phospho-ERK (Santa Cruz Biotechnology,
sc-101760, 1:400), and anti-B-actin (Santa Cruz Biotechnol-
ogy, sc-69879, 1:1000).

The next day, membranes were incubated with bioti-
nylated secondary antibodies donkey anti-mouse (Jackson
ImmunoResearch, 715-065-150, 1:2000) or donkey anti-
rabbit (Jackson ImmunoResearch, 711-065-152, 1:2000),
followed by avidin-biotin complex amplification (Vec-
tastain Elite ABC-HRP Kit, PK-6100, 2.5:1000). Signals
were visualized using a chemiluminescence detection sys-
tem (Bio-Rad, 1705060).

Semi-quantitative analysis was performed using the Gel
Analyzer tool in FIJI. B-actin optical density was used as the
loading control for normalization. Protein expression was
calculated as the ratio of the target protein to B-actin, and
fold changes were determined relative to the CNT group
(set to 1). Original PVDF membrane images used for analy-
sis are provided in Supplementary Figs. 1-4.

Hippocampal Local Field Potentials

Local field potentials (LFPs) provide a reliable measure of
brain electrical activity [29, 30]. To assess the effects of SR
on hippocampal function, six male rats were implanted with
a recording electrode during stercotaxic surgery. Animals
were anesthetized with a ketamine/xylazine mixture (90/10
mg/kg, i.p.) and positioned in a stereotaxic frame. After
exposing Bregma, a stainless-steel recording electrode was
implanted in the left dorsal CAl region of the hippocampus
at the following coordinates: AP =— 3.8 mm; L = 2.0 mm;
V = 3.0 mm. The representative electrode location is shown
in Supplementary Figure S5.

Two stainless-steel screws were anchored to the skull:
one above the dura mater of the right motor cortex (indif-
ferent monopolar ground) and another on the left occipital
bone (fixation). Electrodes were connected to a 5-pin micro-
USB connector and secured with dental acrylic. The wound
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was treated with topical gentamicin (0.3%) and sutured.
Animals were housed individually in acrylic cages during
recovery. For the first three postoperative days, rats received
enrofloxacin (5 mg/kg, i.p., every 24 h).

Two LFP recordings were obtained from the same ani-
mal. The first was performed on day 7 after surgery, between
16:00 and 20:00 h, serving as a baseline (BL). This time
window corresponded to the 4 h resting period later used
in the SR protocol. The following day, all six rats began
the MMPM protocol for 10 consecutive days. The second
recording was obtained during the 4 h recovery opportu-
nity at the end of the SR protocol. In this way, each animal
served as its own control, minimizing variability and avoid-
ing the technical challenges of maintaining electrodes in
paired animals housed under MMPM conditions.

For LFP recordings, rats were placed in acrylic boxes
(30x22x22 cm) and connected to a video-LFP acquisi-
tion system (BE Light, EB Neuro S.p.A., Florence, Italy)
via flexible cables that allowed free movement. Data were
sampled at 256 Hz, low-pass filtered at 0.3 Hz, and high-
pass filtered at 70 Hz using Galileo NT software (EB Neuro,
Italy). Relative power across frequency bands was calcu-
lated using automated Fast Fourier Transform analysis.

Novel Object Recognition and Object Location Test

The novel object recognition test (NORT) and the object
location test (OLT) are widely used paradigms to assess
explicit memory [25, 26]. We employed both tests to evalu-
ate the effects of SR on this type of memory.

For the NORT, 20 rats were randomly assigned to two
groups: control animals (CNT, n=10), which remained in
their home cages for 10 days, and sleep-restricted animals
(SR, n=10; one animal was excluded after escaping from
the testing arena during trials). For the OLT, 14 rats were
used (CNT, n=28; SR, n=6); one animal from each group
was excluded due to incomplete video recordings.

After the final restriction period, SR animals were
returned to their home cages for a 4 h resting opportunity.
Thereafter, either the NORT or the OLT was performed at
20:00 h, corresponding to the beginning of the dark/activ-
ity phase. Tests were not conducted immediately after SR,
as pilot experiments indicated that animals tended to fall
asleep rather than explore the objects (data not shown).

Behavioral testing was conducted in a 45%45x45 cm
open wooden box (without lid) and consisted of three
phases: habituation, training, and test. To minimize disrup-
tion of the light/dark cycle, all sessions were conducted
under red light. The habituation and training phases were
identical for both NORT and OLT:
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1. Habituation: Rats were transferred to the behavioral
testing room in their own home cages and left undis-
turbed for 1 h to acclimate. Next, each rat was placed
in one of two parallel empty arenas for habituation (one
CNT and one SR animal simultaneously) for 5 min
before being returned to its home cage.

2. Training: One hour later, two identical objects (either
an upside-down 100 mL glass beaker or a 60 mL Cop-
lin staining jar; objects A and A’ respectively) were
placed at diagonally opposite corners of the testing box.
Animals were allowed to explore the objects for 5 min
before being returned to their home cages.

3. NORT trial: One hour after training, animals were
placed in the testing box with one familiar object (A)
and one novel object (B, a glass object of similar size
but different shape from the familiar object). Both
objects were positioned in the same locations as during
training. Exploration was allowed for 5 min.

4. OLT trial: One hour after training, animals were placed
in the testing box with the same two identical objects
used during training. One object (A) remained in its
original location, while the other (A') was displaced to a
new location. Exploration lasted 5 min.

All trials were video-recorded for later analysis. Explora-
tion times were scored by two independent researchers
blind to the experimental conditions. The percentage of
investigation time during training was calculated as TA'/
(TA'+TA)x100, where TA’ is the exploration time of object
A" and TA is the exploration time of object A. For the test
trials, the percentage of investigation time was calculated
as TB/(TB+TA)x=100, where TB is the exploration time of
the novel (NORT) or relocated (OLT) object, and TA is the
exploration time of the familiar (NORT) or non-relocated
(OLT) object.

Corticosterone Radioimmunoassay

Blood samples from euthanized animals were collected
in 2.5 mL microtubes and centrifuged at 11,700 rpm for
15 min. Plasma was aliquoted (60 pL) and stored at —80 °C
until analysis. Corticosterone concentrations were deter-
mined using the Corticosterone Double Antibody RIA Kit
(MP Biomedicals, cat. 07120102), following the manu-
facturer’s instructions. Briefly, plasma and standard curve
samples were diluted 1:400 with RIA buffer (50 mM PBS
containing 0.1% gelatin). Corticosterone-I1"125 tracer and
anti-Corticosterone antibody were then added, and samples
were incubated for 16 h at 4 °C. Subsequently, precipitant
solution and an equal volume of polyethylene glycol were
added to each sample, which was centrifuged at 4000 rpm
for 15 min at 4 °C. The supernatant was discarded, and
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radioactivity in the pellet was quantified using a Genesys
(LTI Laboratory Technologies) y-counter. All samples were
analyzed in duplicate, and blood corticosterone concentra-
tions are expressed in ng/pL.

Statistical Analysis

Normality of the data distribution was assessed using the
Shapiro—-Wilk test. Parametric analyses were applied when
data met the assumption of normality. Behavioral tests, hip-
pocampal IBA-1 optical density (OD), and the number of
IBA-1+cells were analyzed by unpaired Student’s t-test.
The number of branches immediately after restriction was
analyzed by unpaired Student’s t-test, while the number of
intersections was evaluated by two-way ANOVA followed
by Sidak’s post hoc test. Parametric data are presented as
mean+standard error (SEM).

When data did not meet the assumption of normality,
non-parametric tests were used. Specifically, the number of
branches after 4 h of rest was analyzed by the Mann—Whit-
ney U test. Hippocampal LFPs were analyzed by Student’s
t-test, except for total spectral power, which was analyzed
using the Wilcoxon signed-rank test. Non-parametric data
are presented as median with range.

All statistical analyses were performed with Prism 10
(GraphPad Software), and statistical significance was set
at p<0.05. Grubb’s test with alpha=0.05 was used to de-
termine outliers that were excluded.

Results

Ten Days of Sleep Restriction Induce Region-Specific
Changes in Hippocampal IBA-1 Immunoreactivity
and Microglial Morphology

Since different sleep deprivation and sleep restriction
protocols induce changes in the expression of several
macrophage/microglial markers [31, 32], we evaluated hip-
pocampal IBA-1 immunoreactivity (IR) immediately after
the MMPM protocol and after 4 h of recovery sleep.

In the CA1 region (Fig. 2A), SR animals showed a sig-
nificant increase in IBA-1 IR immediately after restric-
tion compared with controls (Student’s t-test, t=3.046,
df=6, p=0.0226; Fig. 2B). In contrast, no differences
were observed in CA3 IR (Student’s t-test, t=1.087, df=6,
p=0.3186; Fig. 2I). Notably, the increase in CAl IBA-1
IR was not associated with changes in the number of
IBA-1+cells (Student’s t-test, t=0.1823, df=6, p=0.4307;
Fig. 2C). Conversely, the CA3 region displayed a significant
increase in IBA-1+cell number (Student’s t-test, t=3.698,
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Fig. 2 Ten days of sleep restriction alters hippocampal IBA-1 posi-
tive cells immediately after the MMPM protocol. A Representative
images of IBA-1 positive cells (red) and cell nuclei (DAPI, blue) in
the CA1 region of control (CNT) and sleep-restricted (SR) animals.
Scale bar: 50 pum. B Optical density (OD) of IBA-1 immunoreactivity
in CAl for CNT (white bars) and SR (red bars) animals. C Number
of IBA-1+DAPI positive cells in CAl. D Representative images of
IBA-1 positive cells from CNT and SR animals. E Binary and skel-
etonized versions of the images in D. Concentric circles (5 pm apart)
were plotted around the cell center of mass, with colored circles indi-
cating branch intersections. F Number of branches per CA1 IBA-1
positive cell. G Number of intersections per CA1 IBA-1 positive cell.
H Representative images of IBA-1 positive cells (red) and nuclei
(blue) in CA3. Scale bar: 50 um. I Optical density of IBA-1 immuno-

df=6, p=0.0051; Fig. 2J), despite no changes in IR between
CNT and SR animals.

Skeleton analysis revealed a reduction in branch number
in CA1l of SR rats (Mann—Whitney U = 111.5, p = 0.0142;
Fig. 2F). In addition, Sholl analysis in CA1 showed that
SR IBA-1 + cells had significantly fewer intersections than
those of the CNT group (Two-way ANOVA, F [1, 40] =
4.706, p = 0.0360; Fig. 2G), with differences at 15.4 pm (p =
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reactivity in CA3. J Number of IBA-1+DAPI positive cells in CA3.
K Representative images of IBA-1 positive cells in CNT and SR ani-
mals. L Binary and skeletonized versions of the images in K, with con-
centric circles (5 pm apart) plotted around the cell center of mass; col-
ored circles indicate branch intersections. M Number of branches per
CA3 IBA-1 positive cell. N Number of intersections per CA3 IBA-1
positive cell. Results are expressed as mean+SEM, except for the
number of branches, which is shown as median with range. Statistical
analysis: optical density, IBA-1 positive cells, and intersections were
analyzed with unpaired Student’s t-tests; the number of branches was
analyzed with the Mann—Whitney test. Two-way ANOVA was used for
Sholl intersection analysis. Asterisks represent statistical significance:
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

0.0271) and 20.4 um (p = 0.0001), indicating that 10 days of
SR induced morphological changes consistent with shorter
and less ramified processes in CA1 microglia/macrophages.

Incontrast, CA3IBA-1+cells showedno changes in either
branch number (Mann-Whitney U = 281.5, p = 0.2891; Fig.
2M) or number of intersections (Two-way ANOVA, F [1,
49]=1.579, p = 0.2148; Fig. 2N) after SR. Taken together,
our CAl and CA3 IBA-1 IR and morphological analyses
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demonstrate that SR alters hippocampal IBA-1 expression
and microglial morphology in a region-specific manner.

Hippocampal IBA-1 Immunoreactivity is Partially
Restored After 4 h of Resting Opportunity, While
Microglial Morphology Remains Altered

Next, we evaluated hippocampal IBA-1 IR and morphology
after4 hofrecovery sleep. In CA1, no differences were found
between CNT and SR groups in IBA-1 IR (Student’s t-test,

IBA-1 optical density vs. control
e

120+

No. Branches

No. Intersections

.4 104 154 204 254 304 354 404 454 504
Distance from mass center (um)

Fig. 3 Alterations in hippocampal IBA-1 positive cells persist after
4 h of rest following 10 days of sleep restriction. A Representative
images of IBA-1 positive cells (red) and nuclei (DAPI, blue) in CAl
of CNT and SR animals. Scale bar: 50 um. B Optical density of IBA-1
immunoreactivity in CAl. C Number of IBA-1+DAPI positive cells
in CAl. D Representative IBA-1 positive cells from CNT and SR rats.
E Binary and skeletonized versions of D. Concentric circles (5 pm
apart) plotted around the cell center of mass; colored circles indicate
branch intersections. F Number of branches in CA1 IBA-1 positive
cells. G Sholl analysis showing number of intersections in CA1. (H)
Representative images of IBA-1 positive cells (red) and nuclei (blue)
in CA3. Scale bar: 50 pm. I Optical density of IBA-1 immunoreactiv-
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t=1.269, df=6, p=0.1258; Fig. 3B) or in the number of
IBA-1+cells (Student’s t-test, t=0.5595, df=6, p=0.2980;
Fig. 3C). Similarly, CA3 IBA-1 IR did not differ between
groups (Student’s t-test, t=1.689, df=6, p=0.0711; Fig. 3I).
However, in contrast to the increase observed immediately
after SR, the number of IBA-1+cells in CA3 was lower in
SR animals compared to controls after 4 h of rest (Student’s
t-test, t=2.395, df=6, p=0.0268; Fig. 3J).

Morphological analyses revealed persistent alterations
despite the resting period. Skeleton analysis showed that

IBA-1 optical density vs. control
IBA-1 positive cells
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ity in CA3. J Number of IBA-1+DAPI positive cells in CA3. K Rep-
resentative IBA-1 positive cells from CNT and SR rats. L Binary
and skeletonized versions of K, with concentric circles (5 um apart);
colored circles indicate branch intersections. M Number of branches
in CA3 IBA-1 positive cells. N Sholl analysis showing number of
intersections in CA3. Results are expressed as mean+SEM, except
for branch number (median with range). Statistical analysis: optical
density, IBA-1 positive cells, and intersections were analyzed with
unpaired Student’s t-tests; branch number with the Mann—Whitney
test; intersections with two-way ANOVA. Asterisks indicate statistical
significance: *p<0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001
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CA1 IBA-1 + cells in SR rats still had fewer branches com-
pared to controls (Mann—-Whitney U = 320.5, p = 0.0220;
Fig. 3F). Likewise, CA3 IBA-1 + cells also exhibited a sig-
nificant reduction in branch number after SR (Mann—Whit-
ney U =461.5, p <0.0001; Fig. 3M). Sholl analysis further
confirmed these findings. In CA1l, SR IBA-1 + cells had
significantly fewer intersections than controls after 4 h of
rest (Two-way ANOVA, F [1, 61]=11.29, p = 0.0014; Fig.
3G). Similarly, CA3 IBA-1 + cells showed a pronounced
reduction in intersections compared to controls (Two-way
ANOVA, F [1, 73] = 29.28, p < 0.0001; Fig. 3N).

Together, these results indicate that although IBA-1 IR in
the hippocampus shows partial recovery after a short rest-
ing opportunity, microglial morphology remains altered,
suggesting that 4 h of sleep is insufficient to normalize the
structural changes induced by subchronic SR.

Hippocampal Synaptophysin Inmunoreactivity
is Down-Regulated Even After 4 h of Resting
Opportunity

Changes in hippocampal IBA-1 IR have been associated
with alterations in microglial function. Previous studies have
shown that after SR, CNS microglia increase the phagocyto-
sis of synaptic proteins [17]. To assess whether the changes
in IBA-1 expression observed here could be linked to altera-
tions in synaptic density, we next analyzed the expression of
the presynaptic vesicle protein synaptophysin (Syn).

Western blot analysis of hippocampal homogenates
revealed no significant differences in Syn expression
between CNT and SR animals, either immediately after
restriction (Student’s t-test, t=1.402, df=9, p=0.1946;
Fig. 4B) or after 4 h of recovery sleep (Student’s t-test,
t=0.1018, df=8, p=0.9215; Fig. 5B).

Because homogenates represent the entire hippocampus,
we next evaluated Syn expression specifically in CA1 and
CA3 using immunofluorescence (IF). Immediately after
SR, Syn IR was significantly decreased in SR rats compared
to controls in both CA1l (Student’s t-test, t=5.671, df=35,
p=0.0024; Fig. 4D) and CA3 (Student’s t-test, t=4.950,
df=6, p=0.0026; Fig. 4F).

Importantly, Syn IR remained reduced even after 4 h
of rest. SR rats continued to show significantly lower Syn
levels in CAl (Student’s t-test, t=7.563, df=6, p=0.0001;
Fig. 5D) and CA3 (Student’s t-test, t=2.068, df=6,
p=0.0420; Fig. 5F) compared to controls.

Together, these findings indicate that SR leads to a per-
sistent reduction in hippocampal Syn expression that is not
reversed by a short recovery period, consistent with dis-
rupted presynaptic integrity.

100

ERK Phosphorylation Increased After the Last 4 h of
Resting

Since Syn expression was reduced after the SR protocol and
remained decreased after a short resting opportunity, we
next evaluated whether extracellular signal-regulated kinase
(ERK) expression and phosphorylation (activation) were
affected by SR. ERK has previously been shown to enhance
hippocampal synaptic plasticity and promote long-term
potentiation induction, while increased ERK phosphoryla-
tion correlates with higher synaptophysin immunoreactivity,
reflecting enhanced synapse formation and/or maturation
[33, 34]. Based on this evidence and our Syn results, we
hypothesized that a reduction in the pERK/ERK ratio would
be observed in the hippocampus after SR and would persist
after the resting opportunity.

Contrary to this hypothesis, the hippocampus of SR rats
showed no significant change in the pERK/ERK ratio imme-
diately after the restriction compared with CNT animals
(Student’s t-test, t=0.8952, df=10, p=0.3917; Fig. 6B).
Furthermore, after 4 h of rest, the SR group exhibited a sig-
nificant increase in the pERK/ERK ratio relative to controls
(Student’s t-test, t=4.105, df=7, p=0.0045; Fig. 6D). These
data indicate that recovery sleep induces a rebound—pos-
sibly compensatory—ERK activation in the hippocampus
of SR animals.

Hippocampal Electrical Activity is Impaired During
the 4 h of Rest Following 10 Days of SR

Since the hippocampal pERK/ERK ratio increased while
Syn IR and IBA-1 morphology remained altered after 4 h
of rest, we hypothesized that hippocampal electrical activity
during this recovery period would also be impaired. To test
this, we implanted a recording electrode in CAl, the final
relay of the trisynaptic pathway, where LTP is promoted
during memory consolidation [35, 36].

CALl total spectral power was significantly increased in
SR animals compared to controls (Wilcoxon test, W=21,
p=0.0312; Fig. 7B). The total signal frequency was also
elevated (Student’s t-test, t=6.045, df=5, p=0.0018;
Fig. 7C). Analysis of spectral relative power revealed a sig-
nificant reduction in low-frequency activity: delta (Student’s
t-test, t=3.630, df=5, p=0.0151; Fig. 7D) and theta waves
(Student’s t-test, t=3.639, df=5, p=0.0149; Fig. 7E). In
contrast, high-frequency alpha (Student’s t-test, t=3.394,
df=5, p=0.0194; Fig. 7F) and beta waves (Student’s t-test,
t=6.580, df=5, p=0.0012; Fig. 7G) were significantly
increased, while gamma activity remained unchanged (Stu-
dent’s t-test, t=0.6334, df=5, p=0.5543; Fig. TH).

Together, these results indicate that hippocampal electri-
cal activity is markedly altered during the 4-h rest period
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Fig. 4 Ten days of sleep restriction decreases hippocampal synapto-
physin levels immediately after the MMPM protocol. A Representa-
tive Western blot of synaptophysin (Syn, 38 kDa) and B-actin (40 kDa)
from control (CNT) and sleep-restricted (SR) animals. B Quantifi-
cation of Syn/B-actin optical density ratio in CNT (white bars) and
SR (red bars). C Representative immunofluorescence images of Syn
(green) and nuclei (DAPI, blue) in the CA1 region of CNT and SR rats.
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Scale bar: 50 pm. D Quantification of Syn optical density in CAl. E
Representative immunofluorescence images of Syn (green) and nuclei
(blue) in the CA3 region. Scale bar: 50 um. F Quantification of Syn
optical density in CA3. Results are expressed as mean+SEM. Statisti-
cal analysis was performed with unpaired Student’s t-tests. Asterisks
indicate statistical significance: **p<0.01
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Fig. 5 Decrease in hippocampal synaptophysin levels induced by 10
days of sleep restriction persists after 4 h of rest. A Representative
Western blot of synaptophysin (Syn, 38 kDa) and B-actin (40 kDa)
from control (CNT) and sleep-restricted (SR) animals. B Quantifi-
cation of Syn/B-actin optical density ratio in CNT (white bars) and
SR (red bars). C Representative immunofluorescence images of Syn
(green) and nuclei (DAPI, blue) in the CA1 region of CNT and SR rats.

102

A1
ook

E

-
o
]

F

-
o
1

Syn optical density vs. control
o
o
1

o
=)

T
CNT SR

Scale bar: 50 um. D Quantification of Syn optical density in CAl. E
Representative immunofluorescence images of Syn (green) and nuclei
(blue) in the CA3 region. Scale bar: 50 um. F Quantification of Syn
optical density in CA3. Results are expressed as mean+SEM. Statisti-
cal analysis was performed with unpaired Student’s t-tests. Asterisks
indicate statistical significance: *p <0.05, ***p <0.001
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Immediately after sleep restriction
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Fig. 6 Sleep restriction increases the hippocampal pERK/ERK ratio
after 4 h of rest. A Representative Western blot of phosphorylated ERK
(pERK, 42/44 kDa), total ERK (42/44 kDa), and p-actin (40 kDa) from
control (CNT) and sleep-restricted (SR) animals immediately after the
SR protocol. B Quantification of pERK/ERK optical density ratio in
CNT (white bars) and SR (red bars) immediately after SR. C Repre-

following subchronic SR, with a shift from low-frequency
(delta/theta) to higher-frequency (alpha/beta) oscillations.

Explicit Memory is Impaired After 4 h of Rest
Following 10 Days of SR

Having observed that hippocampal CA1 electrical activity
was altered during the 4-h rest opportunity, we hypothesized
that SR animals would exhibit deficits in explicit memory
after this period. To test this, we evaluated memory perfor-
mance using the novel object recognition test (NORT) and
the object location test (OLT).

During NORT training, CNT and SR animals showed
similar total exploration times for objects A and A’ (Stu-
dent’s t-test, t=1.092, df=16, p=0.2910; Fig. 8A) and no
differences in the percentage of exploration of object A’
(Student’s t-test, t=1.383, df=17, p=0.1845; Fig. 8B). This
indicates that both groups explored the objects equally dur-
ing training and that neither object was preferred.
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sentative Western blot of pERK, total ERK, and B-actin from CNT and
SR animals after 4 h of recovery. D Quantification of pERK/ERK opti-
cal density ratio in CNT and SR after 4 h of rest. Results are expressed
as mean+ SEM. Statistical analysis was performed with unpaired Stu-
dent’s t-tests. Asterisks indicate statistical significance: **p<0.01

One hour after training, during the test phase, both
groups displayed comparable total exploration times (Stu-
dent’s t-test, t=1.122, df=17, p=0.2775; Fig. 8C). How-
ever, SR animals spent significantly less time exploring the
novel object (Student’s t-test, t=2.269, df=17, p=0.0366;
Fig. 8D), indicating impaired short-term recognition mem-
ory formation.

In the OLT training session, no differences were observed
between groups in total exploration time (Student’s t-test,
t=2.063, df=10, p=0.0661; Fig. 8E) or in the percent-
age of exploration of object A’ (Student’s t-test, t=0.4138,
df=10, p=0.6878; Fig. 8F). Similarly, during the OLT test
trial, total exploration times did not differ (Student’s t-test,
t=0.1569, df=10, p=0.8785; Fig. 8G). In contrast, when
analyzing exploration time for the relocated object A’, SR
rats spent significantly less time exploring it compared
to controls (Student’s t-test, t=2.398, df=10, p=0.0374;
Fig. 8H), indicating impaired contextual memory.

Importantly, neither total exploration times during train-
ing and testing nor corticosterone levels (Figure S6) differed
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Fig. 7 Sleep restriction alters hippocampal electrical activity during
the 4 h recovery period. A Representative local field potential (LFP)
traces of the hippocampus at baseline (before the 10-day SR protocol)
and during the 4 h recovery period after SR. B Total spectral power.
C Total signal frequency for baseline (white bars) and after SR (red
bars). D-H Relative power of delta, theta, alpha, beta, and gamma
waves recorded during the 4 h recovery period. Results are expressed

between groups, indicating that reduced exploration of the
novel or relocated object in SR animals was not attributable
to decreased arousal, sleepiness, or stress.

Discussion

The origins of SR-induced alterations in hippocampal neu-
ral network activity and how they relate to cognitive impair-
ments observed after prolonged sleep disturbances remain
poorly understood. In the present work, we found that the
hippocampus of rats subjected to 10 days of SR using the
MMPM protocol presents microglial alterations that persist
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After SR Baseline After SR

as mean+ SEM for six animals, except for total spectral power, which
is expressed as median with range. LFP recordings after SR were
compared with baseline recordings from the same animals. Statistical
analysis was performed with two-way ANOVA followed by Sidak’s
post hoc test, except for total spectral power, which was analyzed with
the Wilcoxon test. Asterisks indicate statistical significance: *p <0.05,
**p <0.01

after 4 h of sleep opportunity. In addition, the expression of
synaptophysin, a presynaptic protein, and the ERK phos-
phorylation ratio, both involved in hippocampal long-term
potentiation, were impaired after a short resting period.
These results may be associated with alterations in hippo-
campal electrical activity during the last resting period of
the 10-day SR protocol.

Hippocampal-Dependent Memory is Affected by SR
The detrimental effects of sleep restriction have been widely

studied [37], whereas the recovery process has received far
less attention.
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Fig. 8 Explicit memory is impaired after 4 h of recovery following 10
days of sleep restriction. A Total exploration time during the training
trial in the novel object recognition test (NORT) for control (CNT,
white bars) and sleep-restricted (SR, red bars) animals. B Percentage
of exploration time of object A’ during the training trial. C Total explo-
ration time during the testing trial. D Percentage of exploration time
of the novel object B during the testing trial. E Total exploration time

In SR rats, BBB permeability is impaired in areas such
as the insular cortex, hippocampus, hypothalamus, basal
ganglia, and cerebellum after 10 days of SR. A brief 2 h
sleep recovery period restored BBB function in the cingu-
late gyrus, parietal and insular cortices, hypothalamus, basal
nuclei, amygdala, thalamus, septal, and preoptic areas [18].
However, other regions including the hippocampus, rhinal,
somatosensory, motor, auditory, orbitofrontal, and retro-
splenial cortices did not recover [18].

Furthermore, a meta-analysis of sleep-deprived mice
indicated that 3 h of sleep recovery is not enough to restore
basal hippocampal gene expression [19]. In humans, two
days of sleep recovery after one night of acute sleep depri-
vation did not restore episodic memory, despite hippocam-
pal connectivity returning to baseline [15].

Another study tracked the effects of early-life SR induced
by the MMPM, 20 h SR per day for 14 days beginning at
postnatal day (PND) 28, observed impairments in long-term,
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during the training trial of the object location test (OLT) for CNT and
SR animals. F Percentage of exploration time of object A’ during the
training trial. G Total exploration time during the testing trial. H Per-
centage of exploration time of the relocated object A’ during the test-
ing trial. Results are expressed as mean+ SEM. Statistical analysis was
performed with unpaired Student’s t-tests. Asterisks indicate statistical
significance: *p <0.05

but not short-term, memory at PND 42. This effect persisted
until adulthood (PND 85) and was associated with reduced
hippocampal neurogenesis and significantly less astrocytic
aquaporin-4 (AQP4) immunoreactivity [38].

Some of the similarities among the above mentioned
studies include alterations in neuronal counts and neurogen-
esis, reductions in the expression of synaptic proteins, and
decreased performance in tests that evaluate learning and
memory. Taken together, these data suggest that SR induces
effects on memory that might persist over unknown time
periods.

One challenge for comparing the available data is that
each study employs different animal models, SR methods,
durations, times of day, and moments of cognitive and
mechanistic evaluations [39]. These differences complicate
cross-study comparisons. Sequential evaluations at multiple
time points following SR protocols may be necessary to
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determine the mechanisms involved in SR-induced cognitive
impairments and their short- and long-term consequences.

Microglial Function is Altered After SR

Microglial physiological function, morphology, and dynam-
ics are regulated by spontaneous and evoked neuronal activ-
ity and vice versa. Studies have found that sleep modulates
microglial morphodynamics through contact-dependent
interactions such as CX3CRI1, while Gi microglial signaling
mediated by P2Y12 receptors regulates sleep architecture
[40, 41]. In the present study, we observed that after 10 days
of SR, hippocampal microglia showed significantly fewer
branches. This decrease persisted after 4 h of sleep oppor-
tunity, indicating that this resting period is not sufficient to
normalize microglial morphology.

A less ramified microglial profile is associated with
phagocytosis [42-46]. Previous studies have shown that 24
h after SR, mice exhibit increased hippocampal microglial
cell number, upregulated vesicular CD68 and C3aR, and
decreased Syn and PSD-95 co-localization in CA1, which
indicates reduced synaptic contacts due to increased phago-
cytic microglial activity [17]. In our study, IBA-1 IR and
IBA-1 + cells did not remain elevated after a 4-h resting
opportunity; instead, we observed a reduction in ramifica-
tion of IBA-1 + cells, indicating a shift toward a reactive
phenotype. Furthermore, we observed a significant decrease
in both CAl and CA3 Syn immunoreactivity immediately
after SR, which persisted after 4 h of rest. We did not assess
whether SR microglia contained Syn engulfments; how-
ever, the observed reduction in Syn could be associated
with increased microglial phagocytic activity. Future stud-
ies should assess whether microglial morphological changes
after 4 h of rest are associated with increased phagocytic
activity and contribute to Syn reduction.

A less ramified phenotype has also been associated with
microglial-mediated neuroinflammation [47]. Neuroinflam-
matory models such as brain infarcts or intracerebroven-
tricular lipopolysaccharide injections are known to induce
a less ramified microglial morphology [48, 49]. Similarly,
studies have shown reduced ramification length of cortical
microglia in SR mice [50]. Furthermore, IL-1f, IL-6, and
TNF-o increase in the hippocampus and/or prefrontal cortex
of SR mice [51, 52], indicating that the microglial morpho-
logical changes observed in the present study may be asso-
ciated with a pro-inflammatory profile.

Microglial morphology has also been associated with
neuronal oscillations. In mice subjected to extended wak-
ing, keeping animals awake for 3 h during their usual rest-
ing phase enhanced cortical theta/gamma frequency, which
was associated with increased alertness and microglial
ramification in the somatosensory cortex and hippocampus.
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When waking was extended to 9 h, microglial ramifica-
tions decreased in both regions, which was associated with
a gradual increase in slow wave activity (delta) [26]. These
results in two acute paradigms are consistent with our data,
which show a decrease in ramification after prolonged
SR associated with reduced hippocampal theta frequency.
Although the two studies differed in duration and in the sig-
nals recorded (cortical EEGs vs. hippocampal LFPs), both
converge on the association between microglial ramification
and theta activity, indicating that this thythm may be impor-
tant for maintaining microglial homeostasis, or conversely,
that microglial state may influence theta activity.

Microglial P2Y12-Gi activation promotes NREM sleep
by reducing norepinephrine cortical transmission [41]. As
mentioned before, the loss of microglial homeostatic func-
tion is observed during SR; therefore, we hypothesize that
changes in hippocampal electrical activity after SR could be
associated with changes in microglial activity, specifically
with Gi activation. Future studies should assess whether
hippocampal microglial Gi signaling is altered during SR
and whether its restoration could prevent the cognitive
impairments observed.

Hippocampal Electrical Activity is Altered After SR

Hippocampal LFPs are characterized by slow rhythmic
activity, mainly represented by the theta (4-8 Hz) rhythm
that organizes neuronal firing rate and is associated with the
processing of environmental signals and memory encoding
[53-55]. Previous studies have determined that theta rhythm
in the entorhinal-CA1 pathway is necessary for memory
encoding, while theta rhythm in the Schaffer collateral path-
way underlies memory consolidation and retrieval [53]. In
the present study, SR animals were unable to recognize the
novel object even when they were allowed to sleep for 4 h
following the MMPM protocol. This effect could be asso-
ciated with the reduced amount of theta rhythm observed
during the 4 h of rest.

In addition, hippocampal gamma frequency is important
for information transfer between CA3 and CA1l and plays
a role in memory consolidation and retrieval [53, 56]. The
CA3-CAl pathway displays distinctive theta—gamma cou-
pling during exploratory and memory-guided behaviors
[35, 57]; disrupting hippocampal theta oscillation during
REM sleep after learning prevents memory consolidation
[18]. In the present study, we did not observe changes in
gamma relative power during the 4 h resting opportunity.
Although there are no studies directly addressing whether
theta—gamma coupling occurs during sleep, future stud-
ies should assess whether SR interferes with hippocampal
theta—gamma coupling during exploratory tasks and across
sleep stages.
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Furthermore, stimulation of the entorhinal cortex (EC)
at low (1 Hz) or high (20 Hz) frequencies fails to elicit
long-term potentiation (LTP) in CA1 compared with theta
frequency stimulation (5 Hz) [58]. This is because the con-
nections between the DG and CA3 serve as a filter, pre-
venting low and high frequencies from reaching CA1 [59].
Here, we observed that SR increased high-frequency alpha
and beta rhythms (8-12 Hz and 12-30 Hz, respectively) in
the hippocampus during the resting opportunity. This shift
from theta to higher-frequency activity in the hippocampus
may contribute to decreased performance during behavioral
tests. Indeed, hippocampal theta frequency has been shown
to induce LTP in CA1l [60], and optogenetic inhibition of
hippocampal theta during REM sleep impairs subsequent
performance in the NORT [36]. Future studies should inves-
tigate whether reduced theta rhythm after SR is responsible
for the associated memory impairments and altered Syn
expression and ERK activation.

The homeostatic regulation of sleep increases sleep pres-
sure in proportion to the duration of wakefulness; when
sleep time is reduced, the organism compensates through
a process known as sleep rebound [61]. In rodents, EEG
studies have shown an immediate compensatory increase in
cortical NREM delta power and in the percentage of NREM
sleep following acute total sleep deprivation [61-63]. How-
ever, this compensatory response is no longer evident under
repeated sleep restriction. Kim et al. reported that after 5
consecutive days of sleep restriction (20 h SR followed by
4 h of rest each day), mice failed to exhibit a compensatory
increase in cortical NREM delta power. Moreover, cortical
NREM delta power remained below baseline levels for two
additional days after the restriction protocol ended [64].

At the hippocampal level, theta rhythm is normally up-
regulated during NREM [65], while theta oscillations dur-
ing REM are critical for both memory consolidation and
selective forgetting [66]. In a related study using 6 days of
sleep deprivation, hippocampal EEG revealed that training
shifted activity from irregular mixed waves to rhythmic pat-
tetns; however, the proportion of theta (4-8 Hz) increased
only transiently in the SR group (restricted to the first two
training days), whereas control animals displayed a sus-
tained theta enhancement while awake [67]. To our knowl-
edge, no studies have explicitly measured or documented
delta/theta rebound in hippocampal LFP recordings during
NREM or REM following sleep restriction. However, our
data show no increase in delta or theta power after 10 days
of SR, suggesting that repeated sleep loss disrupts com-
pensatory rebound mechanisms both during learning and
across sleep states. Importantly, prospective studies will be
needed to determine whether subchronic protocols similar
to ours may also lead to persistent effects comparable to
those described in chronic paradigms, such as the study by

@ Springer
107

Owen et al. [31], in which long-term spatial memory deficits
and hippocampal pathology were evident months after the
restriction period.

Syn and ERK Changes During SR

Syn is a presynaptic vesicle protein involved in synaptic
transmission, and its expression positively correlates with
learning and memory performance [68—-70]. Processes such
as LTP are associated with increased Syn expression and
ERK activity [71, 72]. A decrease in hippocampal ERK
activity and Syn expression has been reported in Ndufs4
knockout mice [73]. These findings indicate that ERK activ-
ity and Syn expression are closely linked. In our study, we
observed a reduction in Syn and an increase in pERK after
a 4 h resting opportunity, indicating changes in synaptic
transmission.

ERK activation is essential for the induction and main-
tenance of LTP by modulating AMPA receptor trafficking
[72]. Moreover, administration of U0126, an ERK inhibitor,
impairs hippocampal LTP induced by 5 Hz (theta rhythm)
stimulation [33]. This suggests that hippocampal LTP
induced by theta rhythm is ERK-dependent. Therefore, the
increase in pERK after SR may be associated with processes
other than LTP.

The ERK pathway also modulates the sleep—wake cycle.
Specific ERK1/2 deletion or pharmacological inhibition
increases wakefulness after 6 h of sleep deprivation in mice
[74]. This suggests that ERK phosphorylation contributes
to sleep pressure, the biological drive to sleep that accumu-
lates with time awake. In the present study, pERK levels
significantly increased after 4 h of rest. This could represent
a compensatory effect of SR that enhances sleep pressure;
however, it does not explain why pERK was not increased
immediately after restriction.

The effects of SR on ERK modulation appear to depend
on protocol duration. Acute SR/SD in Sprague—Dawley rats
reduces hippocampal ERK phosphorylation [75-77]. These
results contrast with our data, since we observed the oppo-
site effect. This discrepancy may be explained by the acute
nature of the protocols used by Guan et al., Ravassard et al.,
and Wang et al., compared with the subchronic character of
ours. This interpretation is further supported by data from
long-term SR protocols lasting up to 6 months, in which
ERK phosphorylation is increased in the cerebellum [78].
In addition, the hippocampus of epileptic mice also presents
elevated pERK [79, 80]. Collectively, these interventions
involve profound homeostatic alterations, including upregu-
lation of inflammatory mediators in the CNS [81, 82], indi-
cating that pERK increases in response to either prolonged
or extreme physiological challenges.
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Activation of the ERK pathway is also required to initiate
the inflammatory cascade in glial cells. Microglia isolated
from 5xFAD mice show increased ERK phosphorylation
[83], which is a critical regulator of microglial pro-inflam-
matory activation [84]. Moreover, ERK activation enhances
microglial migration and proliferation in a rat model of neu-
ropathic pain [85], and stimulation of this pathway increases
phagocytic activity in cultured BV2 cells [86]. As previ-
ously noted, SR protocols promote pro-inflammatory pro-
cesses in the CNS; therefore, the increase in pERK observed
here may also be related to the up-regulation of inflamma-
tory pathways.

Limitations of the Study

While our findings provide new insights into the effects of
SR, a number of limitations remain. First, only male rats
were included, since our previous work and direct refer-
ences were performed in males, which facilitated compari-
sons across studies. However, we recognize that female
subjects have been historically underrepresented in sleep
research, and it is imperative to determine whether SR and
recovery differentially affect the female hippocampus. Par-
allel studies in our group are currently being performed in
females to directly address this question.

Second, we did not record EMG signals due to the high
risk of infection during the MMPM protocol and the techni-
cal complexity of maintaining electrodes in a water-based
paradigm. As a result, we could not formally score sleep
stages to directly relate hippocampal rhythms to the differ-
ent sleep phases, and our conclusions are therefore limited
to hippocampal LFP recordings obtained during the recov-
ery period.

Third, hippocampal LFPs were not recorded along the
20 h restriction phases, but only during the last 4 h of each
cycle, as the MMPM protocol required animals to remain
in the restriction cage in pairs to minimize isolation stress.
However, pair housing introduced the possibility of elec-
trode displacement due to animal interactions. Conse-
quently, hippocampal network dynamics throughout the
restriction phases could not be evaluated.

Fourth, we restricted our analysis to the immediate 4-h
resting period following 10 days of SR; therefore, we can-
not determine whether the observed alterations persist, nor-
malize, or progress at later time points. Fifth, although we
observed correlations between hippocampal electrical activ-
ity, microglial morphology, Syn expression, and ERK phos-
phorylation, the study design does not allow us to establish
causal relationships. Finally, our mechanistic scope was
limited: we did not directly assess microglial phagocyto-
sis, inflammatory mediator levels, or additional signaling
pathways that may contribute to the observed outcomes.
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Likewise, the analysis was restricted to Syn as a presynaptic
marker and ERK phosphorylation as a molecular correlate
of plasticity.

Future studies should aim to describe additional parame-
ters, including other synaptic proteins, inflammatory media-
tors, and extended LFP and behavioral analyses, to provide
a more comprehensive understanding of hippocampal alter-
ations induced by sleep restriction.

Conclusion

In the present work, we observed that hippocampal electrical
activity is altered after 10 days of sleep restriction. Analysis
of hippocampal LFPs during the immediate resting opportu-
nity revealed increased alpha and beta rhythms together with
decreased delta and theta waves compared to non-restricted
rats, indicating that the long-term effects of SR may be asso-
ciated with sustained deregulation of hippocampal neuronal
and glial circuits. This study also demonstrates the persis-
tence of alterations in microglial morphology, reduced Syn
immunoreactivity, and an increased pERK/ERK ratio after
resting, which may contribute to the cognitive impairments
observed.

Although long-term effects of SR in the hippocampus
have been previously reported, our study provides evidence
linking these changes with hippocampal electrical activ-
ity. We cannot establish a causal relationship between hip-
pocampal oscillations and SR-induced cognitive deficits;
however, we identify potential cellular and molecular tar-
gets known to influence hippocampal activity that should be
explored in future studies to prevent both short- and long-
term consequences of SR. This is particularly relevant given
that chronic sleep reduction in humans has been associated
with an increased risk of neurodegenerative disorders such
as Alzheimer’s disease, a condition promoted by microglial
pro-inflammatory activity and neuronal degeneration.
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m ACTA DE DISERTACION PUBLICA

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA No. 00170
Matricula: 2192802432

'S s T

Determinacién de los efectos

de la restriccién de suerfio En la Ciudad de México, se presentaron a las 11:00 horas
por el método de plataformas del dia 17 del mes de noviembre del afic 2025 en la Unidad
maltiples modificado sobre Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
la memoria declarativa, la suscritos miembros del jurado:

plasticidad sindptica y la

funcién eléctrica del CRA. MINA KONIGSBERG FAINSTEIN

hipocampo de rata. DRA. ANAHI CHAVARRIA KRAUSER

DR. JULIO CESAR ALMANZA PEREZ
DRA. ADRIANA JIMENEZ HERNANDEZ

Bajo la Presidencia de la primera y con carédcter de
( h Secretaria la ultima, se reunieron a la presentacién de la
Disertacién Publica cuya denominacién aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

| A e DOCTOR EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

DE: JESUS ENRIQUE GARCIA AVILES

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Autdnoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

J=8US ENRIQUE GARCIAAVILES
ALUMNO

. g A pvroba r

Acto continuo, la presidenta del Jjurado comunicéd al
interesado el resultado de la evaluacién vy, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.

PERRANO DE LA PAZ
STIEMAS ESCOLARES

PRESIDENTA

DRA. MIN IGSBERG FAINSTEIN

VOCAL SECRETARIA

o Y,

DRA. ANAHI CHAVARRIA KRAUSER DR. JULIO CESAR ALMANZA PEREZ DRA. ADRIANA JIMENEZ HERNANDEZ




