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RESUMEN

El papel fundamental que desempefia la barrera hematoenceféalica en el mantenimiento de la
integridad y el funcionamiento del sistema nervioso central, se ve afectado por la pérdida de
sueflo. Puesto que la pérdida de suefio y el fenotipo secretor asociado a la senescencia comparten
la presencia de mediadores inflamatorios, es posible que algunos de los cambios reportados en la
fisiologia de la barrera hematoencefalica durante la pérdida de suefio estén relacionados con la
induccion de senescencia celular. Asimismo, existe evidencia del vinculo bidireccional entre la
pérdida de suefio y el deterioro cognitivo. En la presente investigacion, se realiz6 la evaluacion
de los efectos de la restriccion de suefio sobre la induccion de senescencia celular en la barrera
hematoencefalica, y sus consecuencias sobre la memoria. Se restringié de suefo a ratas macho y
hembra de la cepa Wistar de 3 meses de edad a través de la técnica de plataformas multiples
durante 3, 5, y 10 dias consecutivos. Al término de este periodo, se realizd la prueba de
reconocimiento de objetos seguida de ensayos de permeabilidad de la barrera hematoencefalica.
Asimismo, se aislo la microvasculatura cerebral y se evalu6 la actividad de uno de los
marcadores de senescencia celular mas utilizados. La pérdida cronica de suefio incrementd la
actividad de la enzima [B-galactosidasa asociada a senescencia en la microvasculatura de la
corteza cerebral y del hipocampo. De la misma manera, la pérdida de suefio aument6 la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica a trazadores de distinto peso molecular e indujo
déficit cognitivo al evaluar la memoria de reconocimiento de objetos.

Es el primer reporte que muestra la relacion directa entre la pérdida de suefio y uno de los
marcadores de la senescencia celular en el sistema nervioso central ademas de su vinculacién con

la disfuncion de la barrera hematoencefilica y el deterioro cognitivo.



ABSTRACT

The critical role which the blood-brain barrier plays in maintaining the integrity and functioning
of the central nervous system is affected by sleep loss. Since sleep loss and the
senescence-associated secretory phenotype share inflammatory mediators, it is possible that
some of the reported changes in the physiology of the blood-brain barrier during sleep loss are
related to the induction of cellular senescence. Likewise, there is evidence of a bidirectional link
between sleep loss and cognitive decline. In the present research, the effects of chronic sleep
restriction on the induction of cellular senescence in the blood-brain barrier along with its
consequences on memory were evaluated. Three-month-old male and female Wistar rats were
sleep restricted using the multiple platform technique for 3, 5, and 10 consecutive days. At the
end of this period, the novel object recognition test was conducted followed by blood-brain
barrier permeability assays. Additionally, brain microvasculature was isolated, and the activity of
one of the most commonly used cellular senescence markers was evaluated. Chronic sleep loss
increased the activity of senescence-associated B-galactosidase in the microvasculature of the
cerebral cortex and hippocampus. Similarly, sleep loss increased the permeability of the
blood-brain barrier to tracers of different molecular weights and induced cognitive deficits when
evaluating object recognition memory.

This is the first report demonstrating a direct relationship between sleep loss and one of the
features of cellular senescence in the central nervous system, in addition to its link with

blood-brain barrier dysfunction and cognitive impairment.



INTRODUCCION
Generalidades de la barrera hematoencefilica

La barrera hematoencefdlica (BHE) es una interfaz reguladora y de intercambio
bidireccional del componente intravascular y el parénquima nervioso que mantiene la
homeostasis del microambiente del sistema nervioso central (SNC). La BHE esté constituida por
células del endotelio vascular que adquieren su fenotipo de barrera en funcion de interacciones
con células murales como los pericitos, y por la exposicion a diversos factores solubles liberados
por las células residentes del SNC, como la astroglia (Fig. 1) (Medina-Flores et al., 2023;

Avilez-Avilez et al., 2024).

pies
perivascuvlares

uniones inter—
endoteliales

Figura 1. Diagrama que ilustra los componentes principales de la BHE. En color rosa se
esquematizan las células endoteliales, en color azul se aprecia a un pericito envolviendo al
capilar, en color morado se observan los pies perivasculares de los astrocitos, en color amarillo
aparece la lamina basal y en beige una terminal neuronal.



Las células endoteliales de los capilares cerebrales que forman la BHE se caracterizan
por tener una lamina basal continua, numerosas mitocondrias en su citoplasma, ausencia de
fenestraciones y complejos de union inter-endoteliales que regulan la difusion y comunicacion
entre células (Nag, 2003; Ballabh et al., 2004; Hurtado-Alvarado et al., 2017). Estos complejos
los conforman uniones estrechas u ocluyentes, uniones adherentes y uniones comunicantes. Esta
organizacion impide la extravasacion paracelular de moléculas circulantes potencialmente
toxicas y mantiene un nivel bajo de transmigracion de células inmunes en condiciones basales
(Langen et al., 2019).

Las uniones ocluyentes poseen una estructura de placa, organizada por un entramado de
proteinas integrales de membrana y citosélicas (Fig. 2). Las proteinas integrales de membrana
incluyen a miembros de la familia de las claudinas, a la proteina ocludina y a proteinas de la
familia de las inmunoglobulinas, denominadas moléculas de adhesion de la union (JAMs, por sus
siglas en inglés) (Lochhead et al., 2020). Las proteinas integrales de membrana de las uniones
ocluyentes presentan interacciones con proteinas de andamiaje localizadas en la cara interna de
la membrana, como zonula occludens-1, zonula occludens-2, zonula occludens-3 (ZO-1, ZO-2,
7Z0-3) y cingulina, tales proteinas forman un enlace con el citoesqueleto de actina. El anclaje de
las proteinas de la union ocluyente al citoesqueleto desempeina un papel clave en el
mantenimiento del fenotipo de barrera del endotelio cerebral (Greene y Campbell, 2016). Las
uniones ocluyentes se caracterizan por su contribucion a establecer y mantener una barrera
paracelular selectiva de tamafio y carga, regulando la difusion de solutos e iones (Tietz y
Engelhardt, 2015). Las claudinas cuentan con cuatro dominios transmembranales, dos bucles
extracelulares y dos extremos citoplasmaticos, el extremo carboxilo permite su interaccion con

las proteinas de andamiaje. La claudina-5 predominantemente participa en la formacién de las
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uniones ocluyentes de la BHE, pero también estan presentes la claudina-1, claudina-3 y
claudina-12 (Greene y Campbell, 2016; Hashimoto et al., 2021). La ocludina es un componente
funcional de las uniones ocluyentes y, también es una proteina tetra-transmembranal con dos
bucles extracelulares; ayuda a regular las propiedades de adhesion entre las células, la
permeabilidad paracelular, la migracion transepitelial de los neutrofilos, e interactiia con las
proteinas de andamiaje (Wolburg y Lippoldt, 2002; Hashimoto et al., 2021; Knox et al., 2022).
Las JAMs son proteinas de la familia de las inmunoglobulinas cuyo extremo carboxilo
igualmente interactiia con proteinas de andamiaje, incluida ZO-1. JAM-A, JAM-B y JAM-C son
clave para el establecimiento de los complejos de union, asi como en la regulacion de la adhesion
y transmigracion de leucocitos en la BHE (Greene y Campbell, 2016; Stamatovic et al., 2016).

Las uniones adherentes son complejos de union indispensables para el establecimiento y
mantenimiento de las uniones ocluyentes (Fig. 2). Las uniones adherentes se conforman por
proteinas transmembranales de la familia de las cadherinas y proteinas periféricas denominadas
cateninas. Las cadherinas son moléculas de adhesion dependientes de calcio, poseen 5 dominios
extracelulares, un dominio transmembranal y un dominio citosélico, las cadherinas son
responsables de la adhesion celular. Mientras que, las cateninas son proteinas citosolicas que
anclan las cadherinas al citoesqueleto de las células endoteliales. Una vez que se desensambla la
union adherente, las cateninas regulan eventos de sefializacion intracelular (Dejana et al., 2009;
Stamatovic et al., 2016).

Las uniones comunicantes tienen como unidad funcional un hexamero de proteinas
llamadas conexinas. Las conexinas son proteinas integrales de membrana que comparten el
mismo dominio que las proteinas de uniones adherentes y ocluyentes (Fig. 2). Cada conexina

recibe su nombre en funcion de su peso molecular. Los hexameros estdn conformados por
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conexinas de diversos pesos moleculares; la yuxtaposicion entre los hemicanales de dos células
adyacentes forma canales intercelulares denominados conexones (Segretain y Falk, 2004; Zhao
et al., 2018). Los iones y moléculas pequenas pueden viajar por difusion pasiva a través de estas
uniones y transmitir sefiales a las células adyacentes, lo que las hace esenciales para la

comunicacion intercelular (Stamatovic et al., 2016; Belousov et al., 2017).

citeesguelsts de acting CATEN

—}— UNION ADHERENTE
—}— UNION COMUNICANTE

UNIGN |
OCLUYENTE

célula endotelial

sangre

Figura 2. Tipos de union entre las células endoteliales que forman la BHE. Las
uniones ocluyentes limitan la difusion paracelular de diversos solutos, iones y moléculas
liposolubles. Las principales moléculas transmembranales que median el contacto celular son la
ocludina, claudina-1, claudina-3, claudina-5 y las moléculas de adhesion de la union (JAMs).
Estas moléculas se unen mediante la familia de proteinas zonula occludens (ZO-1/20-2/Z0-3) y
su interaccion con la cingulina al citoesqueleto. Las uniones adherentes son necesarias para el
contacto primario entre las células endoteliales. Este contacto lo realizan las cadherinas, que se
acoplan al citoesqueleto mediante cateninas. La comunicacion intercelular por uniones
comunicantes esta formada por dos hemicanales ubicados en las membranas celulares opuestas;
cada uno compuesto por seis proteinas transmembrana denominadas conexinas.

La fisiologia de la BHE depende de las interacciones entre las células endoteliales y otros
componentes celulares, como son los astrocitos y pericitos (Fig. 1). Los astrocitos son el tipo de
células gliales mas abundantes en el cerebro de los mamiferos, sus prolongaciones forman pies
terminales que cubren la superficie de la microvasculatura del SNC. Mediante los pies

perivasculares la astroglia regula el flujo sanguineo local y la permeabilidad de la BHE para
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garantizar que se cubran las necesidades metabdlicas dependientes de la actividad sindptica de
las neuronas, tal fendémeno se denomina acoplamiento neurovascular y neurobarrera (Nag, 2003;
Cabezas et al., 2014; Hurtado-Alvarado et al., 2017). Una vez dentro del SNC, la astroglia
suministra energia a las neuronas en forma de glucosa (Maxwell et al., 1989; Alvarez et al.,
2013) u otros metabolitos, como cuerpos cetonicos, piruvato y lactato (Guzman y Blazquez,
2001; Wang et al., 2001; Bélanger et al., 2011). Se ha demostrado que los astrocitos juegan un
papel esencial en la regulacion de la formacion y el mantenimiento de la BHE, ya que influyen
en el mantenimiento de las uniones interendoteliales (Tao-Cheng et al., 1987), en la expresion de
sistemas enzimaticos especializados y de sistemas de transporte (Beck et al., 1986; Abbott et al.,
2006), asi como en la resistencia y polaridad de la membrana celular (Beck et al., 1984).
Adicionalmente, los astrocitos apoyan la neurotransmision proporcionando precursores como la
glutamina, que una vez en las terminales neuronales puede ser convertida en glutamato y GABA
(Verkhratsky y Nedergaard, 2018; Michinaga y Koyama, 2019).

Los pericitos son células que también contribuyen a regular la integridad de la BHE. Los
pericitos rodean a las células endoteliales y, aunque estan separados de ellas por la lamina basal,
se pueden apreciar contactos mediante procesos citoplasmaticos del pericito que indentan la
célula endotelial y viceversa, conocidos como uniones “peg-socket” (Nag, 2003; Armulik et al.,
2005; Medina-Flores et al., 2023). Los pericitos establecen uniones comunicantes con las células
endoteliales, principalmente constituidas por conexina 43, entre otras (Medina-Flores et al.,
2022). Igualmente, los pericitos son importantes para el control del crecimiento y la migracion de
las células endoteliales, producen y liberan factores de crecimiento que controlan Ia
permeabilidad de la BHE (Dohgu et al., 2005; Armulik et al., 2005; Hill et al., 2014),

contribuyen al control del didametro de los capilares para regular el flujo sanguineo (Peppiatt et
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al., 2006; Hamilton et al., 2010), a la eliminacioén de productos de desecho (Winkler et al., 2014)
y, al control del trafico de células inmunitarias hacia el SNC (Barkaway et al., 2022). En
resumen, los distintos componentes de la BHE y sus interacciones proporcionan el entorno
adecuado y la proteccion necesaria para el funcionamiento 6ptimo del SNC durante el ciclo

sueno/vigilia.

Sueiio

El suefio es un estado fisiologico vital para la supervivencia de los organismos, su
privacion conduce a déficits neuroinmunoendocrinos que eventualmente contribuyen a la muerte
(Everson et al., 1989). El suefio se divide en dos fases: el suefio de movimientos oculares rapidos
(MOR) y el suefio sin movimientos oculares rapidos (no-MOR) (Siegel et al., 2011). Las
mediciones de la actividad eléctrica oscilatoria del cerebro revelan distintos patrones que ayudan
a distinguir estas fases (Zielinski et al., 2016). El suefio no-MOR también se conoce como
"suerio de ondas lentas" debido al predominio de actividad electroencefalografica de ondas
lentas de gran amplitud (Medina-Flores y Gomez-Gonzalez, 2019). El suefio no-MOR se divide,
a su vez, en tres etapas, la etapa 1 (N1) es la mas ligera y se caracteriza por actividad
electroencefalografica lenta de 4-7 Hz, la fase N2 se caracteriza por la presencia de husos de
suefio y complejos K; en tanto que, la etapa 3 se caracteriza por la presencia en el
electroencefalograma de ondas delta (0.5 a 2 Hz). La fase N3 se considera la mas profunda, en la
que ocurren los procesos de reparacion y limpieza del SNC (Zielinski et al., 2016; Tarun et al.,
2020). Por otro lado, el suefio MOR se caracteriza por una actividad electroencefalografica que
se asemeja al estado de vigilia, atonia muscular en los misculos antigravitatorios, movimientos
oculares rapidos y la experiencia de suefios vividos (El Shakankiry, 2011; Medina-Flores y

Gomez-Gonzalez, 2019; Patel et al., 2022).
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El estudio de la funcion del suefio ha implicado la implementacion de diversos
paradigmas experimentales de pérdida de suefio. En condiciones experimentales de laboratorio se
han generado paradigmas de privacion de suefio, que se refiere a periodos continuos de ausencia
total de suefio; la fragmentacion de suefio, que conlleva breves despertares a lo largo del episodio
consolidado de suefio; y la restriccion de suefo, también llamada privacion parcial de suefio, que
se define como la reduccion de las horas de suefio por noche (Banks y Dinges, 2007; Magee et
al., 2010; Mezick et al., 2013; Medina-Flores y Gomez-Gonzalez, 2019). La restriccion de suefo
es la mas comun en la sociedad actual debido a una amplia gama de factores, que incluyen el
estilo de vida, enfermedades, trastornos del suefio, responsabilidades sociales, domésticas y
laborales, asi como el uso de medios electronicos durante la noche (Durmer y Dinges, 2005).

La pérdida o disminucion de la duracion del suefio implica no solo alteraciones
metabolicas e inmunitarias, sino también tiene un impacto en la conducta de los organismos, en
la capacidad cognitiva y en la fisiologia celular, por ejemplo, induce disfuncion de la BHE
(Franken, 2008; He et al., 2014; Hurtado-Alvarado et al., 2016a). Sin embargo, los cambios

dinamicos de la BHE ante la pérdida de suefio no se han estudiado a profundidad.

Sueiio y cognicion

El suefio juega un papel clave en el rendimiento cognitivo, reduce la fatiga mental,
modifica el estado de dnimo, y las habilidades motoras (Walker et al., 2002; Deak y Stickgold,
2010; Eugene y Masiak, 2015). En particular, la mayoria de las investigaciones sobre la relacion
entre el suefio y la cognicién se centran en la memoria y el aprendizaje. De hecho, se ha
demostrado que dormir después de aprender, mejora el rendimiento de la memoria (Jenkins y
Dallenbach, 1924; Walker et al., 2002; Walker y Stickgold, 2006). Ademas, existen diversas

aproximaciones que explican los mecanismos por los cuales el suefio facilita la consolidacion de
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la memoria (Stickgold y Walker, 2007; Rasch y Born, 2013; Lendner et al., 2023). Algunos
sugieren que durante el suefio, la reorganizacion y reactivacion de la memoria puede resultar en
una representacion de almacenamiento de informacidon mas fina; de manera que, el acceso y la
disponibilidad de su recuperacion sean mas eficientes (Maquet, 2001; Walker, 2008).

A fin de estudiar alteraciones en la memoria y aprendizaje, se han utilizado distintas
tareas y modelos experimentales. En particular, la tarea de reconocimiento de objetos novedosos
(NOR, por sus siglas en inglés Novel Object Recognition) (Ennaceur y Delacour, 1988), se ha
convertido en un paradigma ampliamente utilizado y también se ha empleado para probar efectos
de tratamientos farmacologicos (Goulart et al., 2010; Rajagopal et al., 2014; Szczepanska et al.,
2023). Esta tarea es un ensayo conductual que se basa en el enfoque etologico de preferencia por
explorar un objeto nuevo mas que uno familiar en ausencia de reforzamiento de la conducta
(Torres et al., 2007; Chen et al., 2014). Dado que esta tarea permite comparaciones entre
especies, es de gran relevancia en la investigacion basica y preclinica. Por otra parte, ya que las
capacidades cognitivas se modifican a lo largo de la vida, se ha observado que el proceso de

envejecimiento deteriora el aprendizaje y la memoria (Khan et al., 2014).

Senescencia celular

A lo largo del tiempo, se han identificado caracteristicas comunes asociadas al
envejecimiento, la senescencia celular es una de ellas. La senescencia celular que ocurre en las
células se distingue por una detencion estable del ciclo celular en respuesta a algin tipo de dafio,
como el dafio persistente al ADN y otras sefiales inducidas por estrés (Rodier y Campisi, 2011;
Calcinotto et al., 2019; Di Micco et al., 2021; Zhang et al., 2022), esta detencion duradera del

ciclo celular, es regulada en parte por inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas como

p161NK4a (Sharpless et al., 2015; Hernandez-Segura et al., 2018). Aunado a lo anterior, las
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células senescentes poseen otras caracteristicas como una morfologia aplanada, aumento del
contenido lisosomal, reflejado en alta actividad de la enzima [B-galactosidasa asociada a la
senescencia (Dimri et al., 1995; Lee et al., 2006); diferencias morfologicas por el compromiso de
la integridad nuclear debido a la pérdida de la proteina lamina B1 que da como resultado otros
cambios nucleares, como cambios en la estructura de la cromatina, incluida su descondensacion
transitoria, y la aparicion de fragmentos de cromatina citoplasmatica enriquecidos de marcas
epigenéticas asociadas con dafno al ADN (Freund et al., 2012; Ivanov et al., 2013; Criscione et
al., 2016; Hernandez-Segura et al., 2018; Lukasova et al., 2018); la produccion de altos niveles
de especies reactivas de oxigeno por disfuncion mitocondrial (Miwa et al., 2022), y por la
presencia del fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP, por sus siglas en inglés), el cual
conlleva la secrecion de un conjunto de moléculas entre las que se incluyen interleucinas (IL-6,
IL-8, IL-1), proteinas quimioatrayentes de monocitos (MCP-2, MCP-3), metaloproteinasas de
matriz extracelular (MMP-1, MMP-3), y muchas de las proteinas de la familia del factor de
crecimiento similar a la insulina (revisado extensamente en Freund et al., 2010). En conjunto, las
moléculas del SASP son capaces de ejercer efectos autocrinos y paracrinos, al fomentar el
fenotipo senescente, promover un perfil pro-inflamatorio e inducir senescencia en las células
circundantes (Maciel-Baron et al., 2017; Hernandez-Segura et al., 2018; Moreno-Blas et al.,
2019).

Aunque se sabe que la senescencia celular desempefia funciones fisiologicas, sobre todo
durante el desarrollo de un organismo, la acumulacion de células senescentes también puede
contribuir a desencadenar enfermedades y alteraciones relacionadas con la edad (Rodier y

Campisi, 2011; Van Deursen, 2014; Herranz y Gil, 2018; Roger et al., 2021).
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ANTECEDENTES
Consecuencias de la pérdida de suerio: disfuncion de la barrera hematoencefdlica

La pérdida de suefio, incluida la privacion, restriccion o fragmentacion de suefio, genera
un estado inflamatorio de bajo grado independiente de patogenos (Yehuda et al., 2009; Zielinski
et al., 2014; Venancio & Suchecki, 2015; Hurtado-Alvarado et al., 2016a). Altos niveles de
varios marcadores inflamatorios se asocian de forma independiente con cambios en la
permeabilidad de la BHE (He et al., 2014; Hurtado-Alvarado et al., 2016a; Hurtado-Alvarado et
al., 2018). La pérdida de suefio aumenta la permeabilidad de la BHE a moléculas circulantes a
través de la disrupcion de las uniones ocluyentes y del aumento en la endocitosis adsorptiva
(Hurtado-Alvarado et al., 2016b; Hurtado-Alvarado et al., 2017; Medina-Flores et al., 2020).

Adicionalmente, las células reguladoras del fenotipo de la BHE también se ven afectadas
por la pérdida cronica de suefio. Las interacciones entre los pericitos y las células endoteliales se
alteran, ya que se promueve el desprendimiento de pericitos de la pared capilar (Medina-Flores
et al., 2020), ademéas de observarse disminucion en su densidad (Wu et al., 2023). La restriccion
cronica de suefo, puede conducir a un estado de activacion sostenida de la microglia y a la
reactividad de los astrocitos en ausencia de signos evidentes de neuroinflamacion (Bellesi et al.,

2017; Que et al., 2023).

Consecuencias de la pérdida de suerio: déficit cognitivo

Las consecuencias de la pérdida cronica de suefio en multiples estudios indican que en
humanos dormir menos de 7 h por noche durante 4 o mas dias, tiene efectos adversos sobre
tareas que involucran funciones cognitivas (Durmer y Dinges, 2005). Mediante el uso de baterias
de evaluacion neuroconductual para medir el estado de alerta y la memoria de trabajo, se observd

que la restriccion de suefio (6 o 4 h de suefio por noche durante 14 dias) en adultos de entre 21 y
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38 afios, produjo déficit cognitivo en comparacidon con participantes que durmieron 8 h por
noche (Van Dongen et al., 2003).

El deterioro de la memoria y el aprendizaje causado por la pérdida de suefio es un
fenomeno que se ha demostrado ampliamente. Palchykova et al. (2006) sometieron a privacion
de suefio a un grupo de ratones por 6 h enseguida del aprendizaje de la tarea NOR mediante el
manejo moderado de los animales. Como resultado, este grupo fue incapaz de discriminar entre
los objetos familiares y el objeto nuevo presentados en la prueba 24 h después del aprendizaje de
la tarea. En este sentido, Chen et al. (2014) obtuvieron los mismos resultados al exponer a un
grupo de ratas a privacion de sueio MOR por 6 h luego del aprendizaje de la tarea NOR
mediante la técnica de plataforma individual o técnica de “maceta”, en la que se coloca al animal
sobre una maceta invertida de 10 cm de diametro colocada dentro de un balde, ¢l cual se llena
con agua hasta 1 cm por debajo del nivel de la maceta. Siguiendo esta misma linea, Shahveisi et
al. (2020) encontraron que la privacién de suefio MOR por 12 h en ratas, inducida por la técnica
de plataformas multiples (explicada a detalle mas adelante), posterior al aprendizaje de la tarea
NOR, afecta la memoria de reconocimiento de objetos en diversas etapas. Su hallazgo se debe a
que implementaron el paradigma de privacion de suefio en temporalidades distintas:
inmediatamente después de aprender la tarea, justo antes de la fase de prueba de la tarea o
seguida de re-aprender la tarea. Aunado a lo anterior, Cordeira ef al. (2018) encontraron que al
privar a ratones hembra de suefio por 12 h antes de aprender la tarea NOR, utilizando un sistema
automatizado de privacion de suefio para ratones (Pinnacle Technologies, Inc.), el cual consiste
en hacer girar una barra en el fondo de la jaula-habitacién con cambios aleatorios de direccion,
conlleva a déficits de aprendizaje y de memoria ya que se reduce el tiempo de exploracion y la

preferencia por el objeto novedoso.
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Consecuencias de la pérdida de suerio: senescencia celular

Aun cuando el riesgo de enfermedades asociadas a la edad se relaciona con alteraciones
del suefio, los mecanismos y vias moleculares subyacentes no se han descrito. Con todo, se sabe
que una noche de privacion parcial de suefio induce ciertos patrones de expresion génica en
células mononucleares de sangre periférica que son consistentes con la hipotesis de que la
pérdida de suefio promueve el envejecimiento biologico tales como la activacion de respuesta de
dafio al ADN, que inicia la detencion del ciclo celular y promueve la senescencia, ademas del
aumento en la expresion de genes de moléculas que conforman al SASP 24 h después del
protocolo de restriccion de suefio en adultos de entre 61 y 86 afos (Carroll et al., 2016). La
informacion precedente sugiere la acumulacion progresiva de dafio al ADN vy, por tanto,
incremento de senescencia celular (Carroll y Prather, 2021).

Igualmente, existe evidencia de que ratones sometidos a 20 h de privacion de suefio
durante 7 dias aumenta la secrecion de IL-4, IL-6 y del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) en
sangre, ademas de la acumulacion de radicales libres en tejido hepatico. Adicionalmente, este
estudio reporta en una poblacion de humanos que la mala calidad de suefio, medida mediante el
indice de calidad de suenio de Pittsburgh, puede provocar dafio en el ADN (Zhang et al., 2019).
En conjunto, estos hallazgos vinculan a la pérdida sostenida de suefio con los procesos

moleculares asociados a la senescencia.

Senescencia celular, disfuncion de la barrera hematoencefilica y deterioro cognitivo
La senescencia celular y los cambios en la BHE no se han estudiado a detalle. No
obstante, en un modelo in vitro de la BHE, Yamazaki et al. (2016) observaron que la

acumulacion de células endoteliales y pericitos senescentes se asocia con la pérdida de la
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integridad de la BHE debido a la reduccion en la expresion de proteinas de las uniones
ocluyentes.

El incremento en la permeabilidad de la BHE durante la pérdida de suefio depende del
aumento en las concentraciones de mediadores inflamatorios como interferon y (IFN-y), TNF-q,
IL-1B e IL-6 (Hurtado-Alvarado et al., 2018; Medina-Flores et al., 2020). En este sentido, el
SASP comparte con la inflamacion de bajo grado algunos mediadores inflamatorios (eg. TNF-q,
IL-6, IFN-y), ademés de cambios en el fenotipo de la microglia y de la astroglia; lo que sugiere
que algunos de los cambios reportados en la fisiologia de la BHE durante la pérdida de suefio
pudieran estar relacionados con la induccion de senescencia celular.

La disfuncion de la BHE, la senescencia celular y las enfermedades neurodegenerativas
tienen factores comunes, como mecanismos de estrés oxidativo y la inflamacion (Sweeney et al.,
2018; Hou et al., 2019; Knopp et al., 2023). Ciertamente, la acumulacién de dafio celular y
patrones de sefializacion alterados son parte de la patologia presente en las enfermedades
relacionadas con la edad (Carroll y Prather, 2021). Considerando lo anterior, se ha observado que
el dafio a la BHE después de una cirugia en ratones envejecidos induce deterioro cognitivo y la
produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-1B; del mismo modo, el implementar
un protocolo de alteracion de suefio de manera preoperatoria aumenta la neuroinflamacion, la
disrupcion de la BHE y el deterioro de la memoria 24 h después de la cirugia (Ni et al., 2019).
Por lo tanto, la acumulacion progresiva de metabolitos toéxicos por la funcion alterada de la BHE
podria conducir a alteraciones en la fisiologia neural que, eventualmente, generen déficit

cognitivo.
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JUSTIFICACION

La pérdida de suefio es un problema cada vez mas frecuente en la sociedad, y se calcula
que su prevalencia actual es del 45% en los mexicanos adultos. A pesar de que en las
enfermedades neurodegenerativas y en las enfermedades relacionadas con la edad se presenta
una disrupcién en los patrones de suefio, los estudios referentes a los mecanismos que expliquen
esta relacion son relativamente escasos.

La reduccion en las horas de suefio potencialmente promueve la acumulacién de
metabolitos neurotoxicos en el cerebro, lo que podria asociarse tanto con la senescencia celular
como con la disfuncién de la BHE; sucesos posiblemente precedentes al deterioro cognitivo. La
descripcion de los cambios fenotipicos que experimentan los componentes celulares de la BHE
en condiciones de pérdida de suefio permitira determinar posibles vias por las que se induce la
senescencia celular. Encima, proporcionard informacion sobre la importancia de la disrupcion

que se presenta en relacion con los eventos neuropatoldgicos subsecuentes.

HIPOTESIS
La pérdida crénica de suefio inducird senescencia celular en las células endoteliales
cerebrales y en las células reguladoras del fenotipo de la BHE (pericitos) lo que en conjunto,

conducira a alteraciones en la permeabilidad de la BHE vy, se asociara con déficit cognitivo.

OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto de la pérdida cronica de suefio sobre la generacion de senescencia
celular en las células de la BHE, y caracterizar el efecto de la disfuncion de la BHE sobre la

cognicion.
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Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de la pérdida cronica de suefio sobre la induccion de senescencia celular
en las:
a) células endoteliales cerebrales.
b) células reguladoras del fenotipo de la BHE (pericitos).
e [Evaluar el efecto de la alteracion en la funcioén de la BHE inducido por la pérdida cronica

de suefio sobre la memoria.

METODOS Y MATERIALES

Sujetos

Se utilizaron 40 ratas macho y 40 ratas hembra de la cepa Wistar de 3 meses de edad (n = 20
ensayos de permeabilidad, n = 20 aislamiento de microvasculatura cerebral -a los que también
se les evaluo con la prueba NOR-), con comida comercial para ratas (Laboratory Rodent Diet -
5001) y agua ad libitum, a temperatura ambiente (20 - 25°C), bajo un ciclo de luz/oscuridad de
12 h (luz encendida a las 7 am). Los sujetos fueron asignados aleatoriamente a las condiciones
experimentales. En primer lugar, se separaron a las hembras de los machos; a su vez, estos se
subdividieron en los grupos: control intacto, restriccion de suefio por 3 dias (RS3d), restriccion
de suefio por 5 dias (RS5d) y restriccion de suefio por 10 dias (RS10d). Todos los experimentos
se realizaron siguiendo los lineamientos para el cuidado y uso de mamiferos en neurociencia e
investigacion del comportamiento (National Research Council, 2010), siendo aprobados ademas
por la Comision Académica de Etica de la Division de Ciencias Biologicas y de la Salud de la

Universidad Autébnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, dictamen CECBS1916.
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Restriccion de sueiio

La restriccion de suefio se llevo a cabo mediante la técnica de plataformas multiples, que
suprime el suenio MOR y reduce parcialmente el suefio de ondas lentas. La técnica consiste en
colocar a las ratas en una camara de acrilico (82 X 59 X 48 cm) sobre plataformas de 7 cm de
diametro que se elevaban =2 c¢m por encima de la superficie de agua, lo que permitia a las ratas
moverse de una plataforma a otra (Gomez-Gonzalez et al., 2013). Las ratas se mantuvieron en las
condiciones de la técnica de plataformas multiples durante 20 h diarias permitiéndoles dormir 4 h
en su jaula-habitacion durante las ultimas 4 h de la fase de luz. Para reducir el estrés, los
animales permanecieron en su mismo grupo social durante los periodos de restriccion de suefio y
oportunidad para dormir (Goémez-Gonzalez et al., 2013; Medina-Flores et al., 2020). El protocolo

de restriccion de suefio, en cada caso, se realizo durante 3, 5 6 10 dias consecutivos.

Prueba de reconocimiento de objetos (NOR)

En los dias 2, 4 y 9 de restriccion de suefio a cada animal se colocd en un campo abierto
sin objeto alguno y se le permiti6 familiarizarse con el entorno durante 5 minutos (Fig. 3 A).
Después de 1 h, se colocaron 2 objetos idénticos en posiciones diferentes en el campo abierto y
se le permitio a cada sujeto explorar los objetos durante 5 minutos (Fig. 3 B). Enlosdias 3,5y
10 de restriccion de sueio, se colocd un solo objeto de la fase de entrenamiento y un objeto
novedoso, permitiendo a cada sujeto explorar los objetos durante 5 minutos (Fig. 3 C). Se
registrd el tiempo de exploracion de los dos objetos en el dia del entrenamiento y en el dia de la
prueba de reconocimiento de objetos. El grupo control tuvo las sesiones de habituacion,
entrenamiento y prueba el dia correspondiente al de los sujetos de los grupos de restriccion de

suefio. Entre cada fase, tanto la arena como los objetos se limpiaron con etanol al 70%.
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Figura 3. Protocolo de la prueba de reconocimiento de objetos.
A) En la fase de habituacion, el animal se familiariza con el entorno en el campo abierto
por 5 minutos, B) 1 h después en la fase de entrenamiento, se le colocan dos objetos idénticos y
se le permite explorarlos por 5 minutos, C) 24 h mas tarde en la prueba, se le coloca un objeto de
la fase de entrenamiento y un objeto nuevo con dimensiones similares al familiar, y se le permite
explorarlos por 5 minutos. Se registra el tiempo de exploracion de ambos objetos en la segunda y
tercera fase de la tarea.

Al comienzo de cada fase del protocolo de la tarea, las ratas se colocaron en el centro de
la caja, orientadas en direccién opuesta a los objetos y asi, evitar el sesgo de preferencia por
comenzar a explorar cualquiera de los objetos. La exploracion de los objetos se definié como
dirigir la nariz a una distancia < 2 cm hacia el objeto y/o tocarlo con la nariz; mientras que, darse
la vuelta o sentarse sobre los objetos no se consider6 como conducta exploratoria. No se
consideraron aquellos animales que exploraron los objetos menos de un tiempo total de 10
segundos en la fase de prueba (Ennaceur y Delacour, 1988; Shahveisi et al., 2020).

A partir del registro de los tiempos de exploracion del objeto novedoso y el objeto
familiar en el dia de la prueba, se calculo el indice de preferencia el cual es una relacion entre la
cantidad de tiempo dedicado a explorar el objeto nuevo en la fase de prueba sobre el tiempo
dedicado a explorar tanto al objeto familiar (F) como al nuevo (N), es decir, el tiempo total

dedicado a explorar ambos objetos: (N/(F + N)) * 100 (Antunes y Biala, 2012).

Ensayos de permeabilidad de la BHE
Se administré un coctel de trazadores que contenia sodio-fluoresceina (10 mg/ml) y

azul de Evans (1 mg/ml) por via intravascular (0. 2ml/100g de peso corporal) a los animales
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anestesiados con pentobarbital sodico (ip. 0. 063g/kg de peso corporal) de todos los grupos. En
el caso de los grupos experimentales, este ensayo se llevo a cabo al finalizar la restriccion de
suefio en los dias 3, 5 y 10, respectivamente. El coctel se dejo circular durante 5 minutos;
posteriormente, las ratas se perfundieron con solucién salina al 0. 9% por 5 minutos. El cerebro
se removio y se disecaron las regiones de interés (corteza e hipocampo). Las muestras se
pesaron, homogeneizaron con 200ul de PBS, y centrifugaron a 13500 rpm durante 10 minutos.
Luego, se colectd el sobrenadante, se le afiadieron 200pl de metanol y se homogeneiz6. Las
muestras se centrifugaron a 13500 rpm por 10 minutos, 100u! de cada muestra se colocaron en
placas de 96 pozos para determinar la absorbancia en un lector de placas ELISA para
fluoresceina (excitacion 485 nm/emision535 nm) y para azul de Evans (excitacion 535 nm/
emision 595 nm). Cada muestra se cuantificd por duplicado. La concentracion de ambos
trazadores se calculd usando una curva estandar y los resultados se muestran como la

concentracion por peso de cerebro fresco (mg marcador/g de tejido).

Aislamiento de la microvasculatura cerebral

Los microvasos cerebrales se aislaron inmediatamente después de retirar a las ratas de la
camara de privacion de suefio en los dias 3, 5 y 10, respectivamente. También se aislaron los
microvasos cerebrales de los animales pertenecientes al grupo control intacto. Se obtuvieron
muestras de tejido completo de la corteza cerebral e hipocampo, las cuales fueron
homogeneizadas con 1 ml de buffer frio (sacarosa 0. 3M, HEPES 3M, BSA al 1% en PBS, pH
7.4) y se centrifugaron a 1000 X g durante 10 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se desecharon
y los sedimentos se resuspendieron en 1 ml de buffer, luego se centrifugaron a 1000 X g durante
10 minutos. Los sobrenadantes se obtuvieron y se centrifugaron a 200 X g durante 5 minutos,

los sedimentos se lavaron con 1 ml de PBS a 100 X g durante 2 minutos (Medina-Flores et al.,
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2020). Los botones de microvasos cerebrales se almacenaron a 4 °C para su uso en la tincidén con

X-gal.

Ensayo de la actividad de p-galactosidasa asociada a la senescencia

La actividad de B-galactosidasa asociada a senescencia se evallia mediante la tincion de
las células con el sustrato cromogénico X-gal, que produce un compuesto azul insoluble al ser
escindido por B-galactosidasa, y se distingue de la actividad de B-galactosidasa lisosomal usando
un buffer de acido citrico/fosfato de sodio a pH 6.0, ya que aunque la enzima tiene un pH
optimo de 4. 0, la magnitud del aumento en la senescencia es suficiente para la deteccion al pH
suboptimo de 6.0 (Gary y Kindell, 2005; Debacq-Chainiaux et al., 2009). Por lo tanto, se
realizaron ensayos de P-galactosidasa asociada a senescencia en la microvasculatura de las
regiones de interés (corteza e hipocampo) en cada condicion experimental, al igual que en el
grupo control intacto. Los microvasos se colocaron en PFA al 4% durante 24 h. Después, se les
colocd en laminillas previamente gelatinizadas para realizar la tincion. Las laminillas se
hidrataron con PBS 1X y se pusieron en agitacion suave a temperatura ambiente por 10 minutos.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Las laminillas se incubaron con
aproximadamente 100ul de la solucion de X-gal (0. 2M acido citrico/buffer fosfato de sodio pH

6.0, ferrocianuro 100mM, ferricianuro 100mM, NaCl5M, MgCl2 1M, y X-gal 50 mg/ml)
(Thermo-Scientific, USA) durante toda la noche a 37 °C (no CO 2). Después, se realizaron 3

lavados de 10 minutos con PBS 1X, se les colocaron 25 pl de medio de montaje Vectashield con
DAPI (Vector, USA) y se sellaron para su observacion en el microscopio (modificado de Dimri

et al., 1995; Lee et al., 2006; Salas-Venegas et al., 2023).
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Andlisis estadisticos

El andlisis de los datos obtenidos para la comparacion entre machos y hembras, al igual
que la comparacion entre los grupos control intacto y de restriccion de suefio, se realizo
implementando la prueba de analisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) de dos vias,
seguido de la prueba Tukey para multiples comparaciones como post hoc. Todos los resultados
se presentan como media + error estindar de la media (SEM, por sus siglas en inglés). Se
consider6 una diferencia estadisticamente significativa cuando p < 0.05. Los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, CA,

EE. UU.).

RESULTADOS
La pérdida cronica de sueiio aumento la permeabilidad de la BHE

La funcion de la barrera hematoencefélica se evalu6 mediante ensayos de permeabilidad
in vivo con los trazadores azul de Evans y sodio-fluoresceina (Na-FI). Como ilustra la figura 4, se
observd que los controles intactos tanto de machos como de hembras, presentaron baja
permeabilidad de la BHE a Na-Fl en la corteza cerebral y en el hipocampo. Sin embargo, las
hembras restringidas de suefio presentaron significativamente mayor permeabilidad a Na-F1 que
los machos restringidos de suefio tanto en la corteza cerebral (ANOVA de dos vias

F3_28= 7.4, p = 0.0008), como en el hipocampo (ANOVA de dos Vvias

F 330 = 4.541, p = 0.0097). En el caso de las hembras, el aumento significativo de la

permeabilidad a Na-Fl en la corteza cerebral y el hipocampo se mantuvo presente a lo largo de
los 10 dias de restriccion de suefio. Mientras que en los machos, el incremento significativo de la
permeabilidad a Na-Fl solamente se observo a los 3 y a los 10 dias de restriccion de suefo en el

hipocampo (p = 0.001 | p = 0.0023) en comparacion con los controles intactos.
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Figura 4. La restriccion de sueiio incrementé la permeabilidad de la BHE al trazador
sodio-fluoresceina (Na-Fl), este incremento fue mayor en hembras que en machos. En las
hembras, la permeabilidad de la BHE a Na-Fl en la corteza cerebral y en el hipocampo aumenté
significativamente a partir del dia 3 de restriccion de suefio (RS3d), manteniéndose elevada hasta
el dia 10 de restriccion de suefio (RS10d) con respecto a las hembras control. En los machos, la
permeabilidad de la BHE a Na-FI se incrementd de manera significativa a los RS3d y a los
RS10d en el hipocampo, mientras que en el dia 5 de restriccion de suefio (RS5d) se observo una
reduccion en la permeabilidad de la BHE a Na-F1 en comparacion con los RS3d y RS10d. En
general, se observo un mayor incremento de la permeabilidad de la BHE a Na-F1 en las hembras
restringidas de suefio con respecto a los machos restringidos de suefio en ambas regiones. Las
figuras representan puntos de datos individuales. ANOVA de dos vias, seguido de la prueba para
multiples comparaciones de Tukey, * p < 0.05,** p < 0.01, ** p < 0.001,
ek p < 0.0001. Mediat+S.E.M.

En el caso del trazador azul de Evans, la figura 5 muestra la baja permeabilidad de la
BHE de las hembras y machos control en ambas regiones (corteza e hipocampo). No obstante,
los machos sometidos a restriccion de suefio presentaron un mayor aumento de la permeabilidad

de la BHE a este trazador en comparacion con las hembras restringidas de suefio en el

hipocampo (ANOVA de dos vias F3_29 = 5.349, p = 0.0047). En cambio, no se observaron

diferencias significativas en la permeabilidad de la BHE al trazador azul de Evans entre los
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Azul de Evans

machos restringidos de suefio y las hembras restringidas de suefio en la corteza cerebral

(ANOVA de dos vias F 307 = 1.570, p = 0.2197). En cuanto a los machos, la permeabilidad

27
de la BHE a azul de Evans en la corteza cerebral tuvo un aumento significativo a los 5 dias de
restriccion de suefio con respecto a los controles intactos (p = 0.0029). En tanto que, en el
hipocampo se observd este aumento a lo largo de los tres periodos de restriccion de suefio en
comparacion con los controles intactos. Si bien las hembras control presentaron baja
permeabilidad de la BHE al trazador azul de Evans en ambas regiones cerebrales, no se observo
incremento significativo de la permeabilidad de la BHE a este trazador en las hembras sometidas

a restriccion de suefio.
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Figura 5. La restriccion de suefio incrementé la permeabilidad de la BHE al trazador azul
de Evans, este incremento fue mayor en machos que en hembras. En los machos, la
permeabilidad de la BHE a azul de Evans en la corteza cerebral aument6 significativamente en
el dia 5 de restriccion de suefio (RS5d); mientras que en el hipocampo la permeabilidad
incrementd y se mantuvo elevada desde el dia 3 de restriccion de suefio (RS3d) en comparacion a
los machos control. En las hembras, se observé una normalizacion de la permeabilidad de la
BHE a azul de Evans en el dia 10 de restriccion de suefio (RS10d), tanto en la corteza como en el
hipocampo. Esencialmente, se observo un mayor incremento de la permeabilidad de la BHE al
trazador azul de Evans en los machos sometidos a restriccion de suefio con respecto a las
hembras restringidas de suefio en el hipocampo. Las figuras representan puntos de datos
individuales. ANOVA de dos vias, seguido de la prueba para multiples comparaciones de Tukey,
*p < 0.05,** p <0.01,** p < 0.001, *** p < 0.0001. Mediat+S.E.M.
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La pérdida cronica de suefio promovio el incremento de la actividad de [-galactosidasa
asociada a senescencia en las células de la BHE

Dado que una de las caracteristicas de las células senescentes es el incremento de la
actividad de la enzima lisosomal [B-galactosidasa asociada a la senescencia, se evalud la
microvasculatura de la corteza cerebral y del hipocampo de los grupos control y experimentales
mediante la tincion X-gal, este ensayo enzimatico monitorea el aumento de la expresion y
actividad de esta proteina lisosomal en células senescentes (Gonzalez-Gualda et al., 2021). En las
figuras 6 y 7 se observa que los microvasos cerebrales aislados de la corteza cerebral y del
hipocampo desde el dia 3 del protocolo de restriccion de suefio (RS3d) hasta el dia 10 del
protocolo de restriccion de suefio (RS10d) presentaron un aumento en la tincion azul a diferencia
de los machos y hembras control que durmieron ad /ibitum, indicando un mayor incremento en la

actividad de B-galactosidasa asociada a la senescencia.
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Figura 6. La restriccion de suefio indujo el aumento de la actividad de la enzima
B-galactosidasa asociada a senescencia en ratas macho. Las micrografias presentan imagenes
representativas de microvasos aislados de la corteza cerebral e hipocampo procesados con la
tincion X-gal de un sujeto de cada grupo: control intacto, restriccion de suefio por 3 dias (RS3d),
restriccion de suefio por 5 dias (RS5d), y restriccion de sueno por 10 dias (RS10d). Microscopia
de campo claro, objetivo 20X, la barra de escala representa 50 pm.

32



Corteza Hipocampo

Control

RS3d

RS5d

RS10d

Figura 7. La restriccion de suefio indujo el aumento de la actividad de la enzima
B-galactosidasa asociada a senescencia en ratas hembra. Las micrografias presentan
imagenes representativas de microvasos aislados de la corteza cerebral e hipocampo procesados
con la tincidon X-gal de un sujeto de cada grupo: control intacto, restriccion de suefio por 3 dias
(RS3d), restriccion de suefio por 5 dias (RS5d), y restriccion de suefio por 10 dias (RS10d).
Microscopia de campo claro, objetivo 20X, la barra de escala representa 50 um.
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La disfuncion de la BHE después de la pérdida cronica de sueiio genero deterioro cognitivo
La tarea NOR, desarrollada por Ennaceur y Delacour (1988), permite evaluar la memoria
de reconocimiento de objetos en roedores. En la figura 8 se muestra el indice de preferencia de
todos los grupos en el dia de la prueba de la tarea, el cual indica la proporcion de tiempo
dedicado a explorar el objeto novedoso en relacion con el tiempo total dedicado a explorar
ambos objetos. Por lo que, un indice de preferencia superior al 50 % indicaria la preferencia por
explorar el objeto nuevo, por debajo del 50 % una preferencia por explorar el objeto familiar,
mientras que un 50 % indicaria una preferencia nula (Hammond et al., 2004; Antunes y Biala,
2012). Tal como se muestra en la figura 8, los machos sometidos a los tres periodos de
restriccion de suefio presentaron de manera significativa una menor preferencia por el objeto
nuevo en comparacion a los controles intactos (RS3d p = 0.0013, RS5d p = 0.0085, RS10d
p = 0.0028). De manera similar, se observo una reduccion de la preferencia por el ON en las
hembras restringidas de suefio durante 5 dias consecutivos con respecto a las hembras control
(p = 0.0190). En tanto que, las hembras sometidas a restriccion de suefio por 3 y 10 dias
consecutivos a diferencia de los controles, no mostraron una preferencia evidente por alguno de
los objetos, indicando déficits en el reconocimiento de los objetos y, por tanto, en el rendimiento

cognitivo.
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Figura 8. La restriccion de sueiio indujo déficit en la prueba de reconocimiento de objetos
novedosos. Las graficas muestran el indice de preferencia de todos los grupos en la prueba de
reconocimiento de objetos (NOR). Los machos restringidos de suefio presentaron una reduccion
significativa de este indice desde el dia 3 de restriccion de suefio (RS3d) hasta el dia 10 de
restriccion de suefio (RS10d) con respecto a los controles intactos. Por otra parte, en las hembras
el indice de preferencia disminuy¢ significativamente en el dia 5 de restriccion de suefio (RS5d)
en comparacion con las hembras control. Las figuras representan puntos de datos individuales.
ANOVA de dos vias, seguido de la prueba para multiples comparaciones de Tukey, * p < 0.05,
** p < 0.01. Media+S.E.M.

DISCUSION

Dado el vital papel de la BHE, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto
de la pérdida de suefio sobre la generacion de senescencia celular en las células de la BHE, y
describir sus efectos sobre la cognicion. Los resultados revelan que, la pérdida crénica de suefio,
al someter a ratas macho y hembra a un protocolo de 20 h de privacion de suefio con supresion
completa del suefio MOR acompaifiada de la reduccion parcial del suefio no-MOR, mas 4 h de

oportunidad para dormir durante 3, 5, y 10 dias consecutivos, indujo el incremento de la
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actividad de B-galactosidasa asociada a senescencia en la microvasculatura cerebral, ademas de
comprometer la funcion de la BHE e impactar de manera perjudicial el rendimiento cognitivo.

En el presente trabajo, la permeabilidad de la BHE a los trazadores azul de Evans y
sodio-fluoresceina se increment6 desde los 3 dias de restriccion de suefio. Debido a su pequefio
peso molecular, el trazador Na-FI puede cruzar la BHE mucho més facilmente que los trazadores
de mayor peso molecular y es un indicador del flujo paracelular de las células endoteliales en la
BHE, aparte de que se une solo débilmente a las proteinas (Kaya y Ahishali, 2011;
Gomez-Gonzalez et al., 2013; Saunders et al., 2015). En contraste, el trazador azul de Evans se
utiliza como un marcador de alto peso molecular. Tan pronto como se presenta al sistema
vascular, el azul de Evans se une a la albumina sérica la cual se transporta a través de las células
endoteliales (Kaya y Ahishali, 2011; Lu, 2012). En relacion a esto, Gémez-Gonzélez et al.
(2013) demostraron que la supresion del sueio MOR aumenta la densidad de vesiculas
pinociticas en las células endoteliales del hipocampo y se relaciona con la ruta de extravasacion
del azul de Evans.

Tomando en cuenta lo anterior, Sun et al. (2020) evaluaron la pérdida cronica de suefio
por 72 h mediante la técnica de “maceta” en ratones C57BL/6 de 18 meses de edad para después
identificar el efecto sobre la permeabilidad de la BHE al trazador azul de Evans. La
concentracion del trazador en el cerebro completo de los ratones privados de suefio aumentd
significativamente en comparacion con los ratones del grupo control. De la misma manera, He et
al. (2014), utilizando el sistema automatizado Pinnacle Technologies, restringieron de suefio a
ratones C57BL/6 de 3 meses de edad por 6 dias consecutivos. Luego, determinaron la
permeabilidad paracelular de la BHE a sodio-fluoresceina y encontraron un aumento

significativo en los ratones sometidos a restriccion de suefio en comparacion con el grupo de
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control tanto en cerebro completo, como en la corteza cerebral y estructuras subcorticales. En
cuanto a la pérdida cronica de suefio por 10 dias, el grupo de Gomez-Gonzélez ha caracterizado
en distintas cepas de roedores, el aumento significativo de la permeabilidad de la BHE a
moléculas de pequenio, mediano y gran peso molecular como azul de Evans, sodio-fluoresceina,
rodamina 123, entre otros, implementando la técnica de plataformas multiples (Gomez-Gonzalez
et al., 2013; Hurtado-Alvarado et al., 2017; Hurtado-Alvarado et al., 2018; Medina-Flores et al.,
2020).

Es de interés discutir la diferencia en el aumento de permeabilidad de la BHE observado
entre machos y hembras, lo cual no habia sido evaluado en condiciones de pérdida de suefio. A
pesar de ello, coincidiendo con los resultados aqui expuestos, un par de estudios refieren que las
ratas macho presentan mayor permeabilidad de la BHE que las hembras al trazador azul de
Evans ante otras situaciones de estrés como en el caso de convulsiones inducidas por
pentilentetrazol (Oztas et al., 2007) y, la exposicion a la radiacion de radiofrecuencia (Sirav y
Seyhan, 2011). Incluso, Sirav y Seyhan mostraron que las ratas hembras tampoco tuvieron una
extravasacion significativa del trazador. En contraste, en el presente estudio se observd una
hiperpermeabilidad de la BHE al trazador Na-F1 tanto en corteza como en hipocampo en las ratas
hembra restringidas de suefio a comparacion de los machos restringidos de suefo. La
contribucion de otros mecanismos subyacentes a la permeabilidad de la BHE podrian explicar
estas diferencias (revisado en Dion-Albert et al., 2022). Por ejemplo, Erickson et al. (2018)
mostraron que los niveles de IL-6 e IFN-y en ratones hembra se correlacionan positivamente con
la permeabilidad de la BHE, la cual fue significativamente mas alta que en sus homodlogos
masculinos ante la estimulacion del sistema inmunologico. Encima de lo anterior, se destaca la

contribucion de las hormonas sexuales y sus fluctuaciones en la pérdida de permeabilidad
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selectiva de la BHE. Wilson et al. (2008) observaron un aumento en la extravasacion del trazador
azul de Evans en el cerebro de ratones hembra ovarectomizadas en comparacion con controles
intactos.

Si bien es cierto que el aumento significativo de la permeabilidad al trazador
sodio-fluoresceina en el caso de los machos se observo solamente en el hipocampo, también se
resalta la tendencia a este aumento en la corteza cerebral de los sujetos restringidos de suefio. Lo
anterior, podria relacionarse con el hecho de que la BHE tiene una susceptibilidad regional a los
cambios de permeabilidad en ciertas circunstancias. Por ejemplo, Hurtado-Alvarado et al. (2017)
indujeron la pérdida crénica de suefio por 10 dias en ratas macho Wistar mediante la técnica de
plataformas multiples y observaron una hiperpermeabilidad de la BHE al trazador
sodio-fluoresceina en el hipocampo en comparacion con los controles que dormian ad libitum,
seguido de la restauracion progresiva de la BHE en esta region promovida por 120 minutos de
recuperacion de suefio. En el caso del trazador azul de Evans, Gémez-Gonzalez et al. (2013)
sugieren que las diferencias regionales en la disrupcion y recuperacion de la barrera
hematoencefalica después de la privacion de suefio MOR por 10 dias mediante la técnica de
plataformas multiples en ratas macho Wistar pueden surgir de diferencias en el flujo sanguineo
entre regiones cerebrales. Esto, debido a que se presentd una hiperpermeabilidad prolongada de
la BHE inducida por la pérdida de suefio que se mantuvo alta incluso después de 120 minutos de
recuperacion de suefio en regiones como el hipocampo, el vermis del cerebelo, la corteza
somatosensorial, corteza motora, corteza auditiva, corteza orbitofrontal, entre otras. Por ende, el
hipocampo parece mostrar una lenta reduccion en la permeabilidad de la BHE a lo largo del

tiempo de recuperacion del suefio.
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Ahora bien, la disfuncion de la BHE acompafia a muchas afecciones neuroldgicas,
incluidas la epilepsia, la esclerosis multiple, la esclerosis lateral amiotrofica, y las enfermedades
neurodegenerativas asociadas a la edad, como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Parkinson (Knox et al., 2022). De hecho, la permeabilidad de la BHE puede verse comprometida
en ciertas regiones cerebrales durante el envejecimiento o en condiciones fisiopatoldgicas
(Villasenor et al., 2017), y se ha sugerido que el deterioro de la funcionalidad de la BHE es un
evento en el proceso de envejecimiento que precede a la enfermedad (Montagne et al., 2015;
Montagne et al., 2020). Para ilustrar un caso, Montagne et al. (2015) al realizar el analisis de
imagenes por resonancia magnética en 24 individuos sin deterioro cognitivo, de los cuales 18
tenian entre 55 y 90 anos de edad y, 6 de entre 23 y 47 anos de edad, encontraron una pérdida
progresiva de la integridad de la BHE en el hipocampo dependiente de la edad debido al aumento
de permeabilidad en esa region. Por ello, sugieren que la disfuncidén vascular en el cerebro
humano que envejece comienza en el hipocampo.

Puesto que, la relacion entre el compromiso de la BHE y las enfermedades asociadas a la
edad es clara, la investigacion actual se centro en evaluar el efecto de la pérdida cronica de suefio
sobre la induccion de senescencia celular en las células de la BHE. Por ello, se evalud la
actividad de la enzima B-galactosidasa asociada a senescencia. Se observé un incremento de este
marcador en la microvasculatura tanto de la corteza cerebral como del hipocampo de ratas
jovenes restringidas de suefio, lo que podria sugerir el desarrollo de senescencia celular. Sin
embargo, el aumento en la actividad de P-galactosidasa asociada a senescencia no es un
marcador especifico de este fenomeno. En cuanto a lo anterior, Timonina et al. (2023) detectaron
la actividad aumentada de esta enzima en el tejido adiposo visceral de ratones C57BL/6 de 48

semanas de edad sometidos a un paradigma de pérdida cronica de suefio utilizando el sistema
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automatizado Pinnacle Technologies por 30 dias, ademds de otros marcadores de senescencia

celular como niveles reducidos de la proteina nuclear lamina B1 y, un aumento en la expresion

génica de p161NK4a, p2 1Cip1/Waf !

, MMP-3 e IL-1B a comparacion con los grupos control. Junto
con lo anterior, sefalaron que el aumento de la actividad de P-galactosidasa asociada a la
senescencia se detectd desde el dia 16 del protocolo experimental y continué aumentando
durante los dias 23 y 30, lo que sugieren podria ser un marcador de “pre-senescencia” (Timonina
etal., 2023).

Con respecto a la causa de la induccion de senescencia por la disrupcion del suefio,
distintos grupos de investigacion han encontrado que en varios protocolos de pérdida de suefio se
presenta un aumento en la expresion de genes que tienen que ver con la respuesta de dafio al
ADN (Carroll et al., 2016; Zhang et al., 2019; Timonina et al., 2023). Entre los que destaca la
investigacion de Andersen et al., 2009 en la que ratas de la cepa Wistar-Hannover sometidas a
restriccion de suefio aguda (24 h / 96 h) 6 cronica por 21 dias (privacion de suefio por 18 h,
oportunidad para dormir de 6 h) mediante la técnica de plataformas multiples, mostraron un dafio
elevado en el ADN, medido por el ensayo de electroforesis unicelular, en el cerebro y las células
inmunes en comparacion con las ratas no expuestas a las condiciones de privacion de sueio;
estos efectos fueron mas pronunciados a medida que aumentaba la duracion de la pérdida de
suefio (96 h y 21 dias consecutivos). La informacion precedente supone que la interrupcion del
suefio induce dafio al ADN. En suma, se sabe que la pérdida de suefio genera un estado
inflamatorio de bajo grado caracterizado por un aumento cronico de mediadores proinflamatorios
(Hurtado-Alvarado et al., 2018). Por lo tanto, el ambiente inflamatorio que se promueve tanto
por la propia pérdida de suefio como por el SASP, harian posible la disrupcion observada en la

BHE.
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Un factor adicional a considerar es el papel de la regulacion que ejerce la pérdida de
suefio en relacion con la disfuncién de la BHE y el deterioro cognitivo. En este sentido, se ha
documentado que los individuos con disfuncidon cognitiva temprana presentan dafio en los
capilares cerebrales y alteraciones en la BHE independientemente de cambios en los indicadores
moleculares de la enfermedad de Alzheimer, sugiriendo que la disrupcion de la BHE es un
biomarcador temprano de la disfuncion cognitiva (Nation et al., 2019). Por otra parte, un estudio
de seguimiento por seis afos, vincula altos niveles en la fragmentacion del suefio con la tasa de
deterioro cognitivo y el riesgo de desarrollar Alzheimer en adultos mayores que no presentan
demencia (Lim et al., 2013).

Lo expuesto anteriormente, concuerda con los hallazgos encontrados en el rendimiento
cognitivo observado en la prueba NOR. En esta tarea, el tiempo que el animal dedica
espontaneamente a explorar el objeto nuevo, en relacion con el objeto familiar el dia de la
prueba, se toma como medida del reconocimiento de los objetos vistos previamente. Dado que en
este caso, unicamente los animales control presentaron una preferencia significativa por explorar
el objeto nuevo en comparacion con los animales sometidos al protocolo de restriccion de suefio,
es evidente el efecto perjudicial de la pérdida de suefio para discriminar los objetos. Este patron
conductual, concuerda con otros informes descritos previamente (Palchykova et al., 2006; Chen
et al., 2014; Cordeira et al., 2018; Shahveisi et al., 2020). Incluso, la fragmentacion crénica de
suefio inducida por estimulacion tactil intermitente mediante un dispositivo automatizado
(Lafayette Instruments) por 4 y 9 semanas en ratones macho C57BL/6 de 8 semanas de edad tuvo
como resultado una disminucion de la preferencia por el objeto novedoso en la prueba NOR, asi
como una mayor permeabilidad de la BHE a dextranos de 3-5 kDa comparado con los controles

(Puech et al., 2023). De manera integral, las conclusiones coinciden en que la pérdida crénica de
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suefio, independientemente de que se implementen distintos paradigmas experimentales, tiene un
efecto perjudicial en la memoria de reconocimiento de objetos en roedores.

Las consecuencias de la pérdida cronica de suefio observadas en el presente modelo
experimental muestran diferencias significativas entre machos y hembras en el caso de la
permeabilidad de la BHE a trazadores de distinto peso molecular, las cuales se mantienen a lo
largo del protocolo de restriccion de suefio. En cambio, el incremento mesurado y paulatino de la
actividad de B-galactosidasa asociada a senescencia se observa independientemente del sexo. Lo
que también resulta en la evaluacion de la memoria de reconocimiento, ya que tanto en machos
como en hembras se presenta un deterioro significativo en el rendimiento cognitivo. Podria
considerarse entonces que, aunque los mecanismos fisioldgicos subyacentes de disrupcion de la
BHE actian de manera diferente entre sexos, esta disrupcion tiene el mismo efecto perjudicial en
la cognicion.

Ahora bien, tomando en cuenta que en la edad adulta cada dia de una rata equivale
aproximadamente a 34.8 dias humanos (Sengupta, 2013). Se destaca la importancia de los
hallazgos de la presente investigacion ya que, podrian extrapolarse a las consecuencias de la
restriccion de suefio durante aproximadamente 3, 5 y 10 meses en humanos, lo cual es evidente
en la sociedad actual.

Las limitantes presentes en esta investigacion se basan en que si bien una caracteristicas
mas comunes observadas en la senescencia celular es la actividad de la enzima lisosomal
B-galactosidasa asociada a senescencia, se requiere corroborar la presencia de otros marcadores
para garantizar que la pérdida crénica de sueiio induce senescencia celular en la BHE.
Analogamente, es la primera vez que se llevan a cabo los ensayos de la actividad de este

marcador en la microvasculatura cerebral, lo cual requirié una adecuacion y estandarizacion de la
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técnica, en la cual, la cantidad de vasos sanguineos por ensayo es una limitante para realizar un

analisis cuantitativo en este tipo de tejido.

CONCLUSIONES

A lo largo de este escrito, se muestra al suefio como posible regulador de la senescencia
celular en la BHE, al describir las consecuencias frente a la pérdida cronica del mismo en la
fisiologia de la BHE y su efectos sobre el desempefio en una prueba de memoria. El hallazgo
principal muestra que el modelo implementado de restriccion de suefio indujo un aumento en la
actividad de [-galactosidasa asociada a senescencia en la microvasculatura cerebral.
Adicionalmente, los ensayos de permeabilidad a trazadores con distinto peso molecular
mostraron la disrupcién de la BHE. La prueba NOR indic6 que los animales expuestos a la
restriccion cronica de suefio mostraron déficit cognitivo al ser incapaces de discriminar entre el
objeto familiar y el novedoso.

En el futuro, se pretende continuar con esta linea de investigacion, poniendo un énfasis
importante en corroborar la generacion de senescencia celular mediante la evaluacion de otros
marcadores. Asimismo, se espera comparar los resultados con animales envejecidos para asi,
caracterizar la pérdida cronica de suefio y su relacion con la senescencia celular de manera
puntual. Finalmente, se desean utilizar otros paradigmas experimentales con el propdsito de
evaluar distintos tipos de memoria y cuantificar el grado de afectacion que se presente.

La pérdida cronica de suefio es una realidad prevalente en la sociedad, ésta no s6lo reduce
la cantidad de suefio, sino que también aumenta la fragmentacion del mismo y altera el ritmo
circadiano de la actividad suefo-vigilia. La pérdida de suefio es un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas y la posible induccioén senescencia celular en la

BHE podria jugar un papel en el inicio del deterioro cognitivo.
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