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PAPEL DE LA ASTROGLIA EN LA ALTERACION DE LA BARRERA
HEMATOENCEFALICA DURANTE LA PERDIDA DE SUENO

RESUMEN

La restriccion de suefio promueve un estado inflamatorio de bajo grado en el sistema
nervioso central (SNC), que ha sido asociado con la reactividad astroglial y la
disfuncion de la barrera hematoencefalica (BHE) y la disminucién de las proteinas de
uniones ocluyentes. En sujetos envejecidos se observd que la privacion de suefio
incrementd moléculas relacionadas con el fenotipo secretor asociado a senescencia
(SASP) a nivel sistémico, sugiriendo incremento en células senescentes. En este
trabajo se evaluo el impacto que tiene la restriccion de suefio sobre la senescencia
celular en el SNC a lo largo de 10 dias de restriccién de sueno, en un modelo murino
joven. Observamos incremento progresivo de la permeabilidad de la BHE,
acompanado de GFAP y la proteina C3 del complemento, en contraste con la
reduccion en la proteina S100a10, marcador de la respuesta neuroprotectora.
Adicionalmente, se observé un incremento progresivo citocinas proinflamatorias IL-13
y TNF-a, asi como en los marcadores de senescencia celular la enzima [-
galactosidasa y la proteina p21 en corteza e hipocampo. Los hallazgos sugieren que
la restriccion de suefio promueve senescencia celular en el sistema nervioso central,

derivado de la neuroinflamacion y de la pérdida de la funcién de la BHE.

Palabras clave: Barrera hematoencefalica, restriccion de suefio, neuroinflamacion,

senescencia.



ASTROGLIA ROLE IN THE BLOOD-BRAIN BARRIER DYSFUNCTION DURING
CHRONIC SLEEP LOSS

Abstract

Sleep loss promotes low-grade inflammation in the central nervous system (CNS),
which has been associated with glial reactivity and blood-brain barrier (BBB)
dysfunction, characterized by increased permeability, loss of tight junction proteins, and
a decrease in endothelial-pericyte contact. Additionally, studies conducted on aged
subjects have shown that sleep deprivation increases systemic molecules related to
the senescence-associated secretory phenotype (SASP), suggesting an increase in
senescent cells. Here we evaluated the impact of sleep restriction on cellular
senescence in the CNS, neuroinflammation, and BBB dysfunction in male C57BL/6
mice (8-10 weeks old). We observed a progressive increase in BBB permeability after
3, 5, or 10 days of sleep restriction, accompanied by an increase in glial fibrillary acidic
protein (GFAP) and C3 complement component. However, a reduction in the
neuroprotective molecule the S100a10 protein, was observed. Furthermore, we
showed a progressive increase in the proinflammatory cytokines IL-18 and TNF-a
levels in the CNS, as well as the senescence markers B-galactosidase and p21. The
findings suggest that sleep restriction promotes cellular senescence in the central
nervous system, driven by astrocyte reactivity, neuroinflammation and the loss of BBB

function.

Key words: Blood-brain barrier, sleep restriction, neuroinflammation, senescence.
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1. INTRODUCCION

El suefio es un proceso fisiolégico fundamental caracterizado por la disminucién del
estado de conciencia del individuo. Cumple con un ritmo circadiano, presentandose

con una periodicidad de 24 h (Okechukwu, 2022).

Durante el suefio, se llevan a cabo diversos procesos celulares en todo el organismo,
lo que permite mantener una adecuada regulacion de procesos metabdlicos,
endocrinos, inmunoldgicos, etc. (Krueger et al., 2016). En el caso del SNC, se ha
descrito que el suefio es clave en la regulacidn de procesos de aprendizaje,
consolidacion de memoria, remocion de debris celulares, entre otras funciones
(Krueger et al., 2016; Semyachkina-Glushkovskaya et al., 2020), por lo que es un

proceso esencial e irremplazable para el mantenimiento de la homeostasis cerebral.

El requerimiento de suefo diario depende de la edad del individuo, siendo mayor el
requirimiento a edades mas tempranas. En el caso de los adultos, se recomienda un
periodo de suefio continuo de 7-8 h (Chaput et al., 2020). Sin embargo, el ritmo de vida
actual y el incremento en el uso de dispositivos electréonicos durante la noche han
contribuido a modificar los patrones de suefo, disminuyendo la calidad y cantidad de
suefno diario, lo cual, es considerado como un problema de salud publica (Chattu et

al., 2018; Christensen et al., 2016; Leger et al., 2024; Zhong et al., 2025).

La pérdida de suefo puede impactar de forma negativa diferentes procesos en el

organismo. Uno de los efectos a nivel de SNC, es la pérdida de la funcién de la BHE



(Medina-Flores et al., 2022). Ademas, la pérdida de suefio puede promover,
neuroinflamacion, e incrementar otras respuestas celulares como la senescencia
celular (Irwin & Vitiello, 2019), lo cual exacerba la neuroinflamacion y podria ser una
de las piezas clave entre la pérdida de suefio y las enfermedades neurodegenerativas,

por lo que es importante realizar mas estudios en este ambito.

1.1 Suefio
1.1.1 Fisiologia del sueno

Aunque las caracteristicas fisioldgicas del suefio pueden variar entre las especies,
tanto en humanos como en roedores, el suefio fisiolégico se compone de diferentes
etapas que se identifican mediante el estudio de polisomnografia en el cual se evalua
la actividad eléctrica cerebral (particularmente de la corteza cerebral) mediante un
electroencefalograma (EEG); la actividad eléctrica muscular evaluada mediante
electromiograma (EMG) vy la actividad eléctrica ocular conocido como
electrooculograma (EOG) (Erlacher, 2024; McKenna et al., 2017). Estas etapas
pueden agruparse en dos: el suefio de ondas lentas o0 NMOR (no-Movimientos
Oculares Rapidos) y la fase de sueno MOR . En los humanos, la fase de suefio NMOR

a su vez se compone de las fases: N1, N2 y N3.

La fase de suefio N1 es la transicion entre la vigilia y el suefio. En esta primera fase
del ciclo de sueio se prepara al cuerpo para el periodo de descanso y es la de menor
duracion, con un 3-8% del tiempo total de suefo. Se presenta como una transicién en

las ondas registradas en el EEG, pasando de ondas alfa (8—13 Hz), a ondas theta (4-



8 Hz) (Chokroverty, 2017). Las ondas theta predominan en la fase N2 en donde,
ademas, se presentan otro tipo frecuencias conocidas como husos de suefio y
complejos K. La fase N2 tiene una duracion de entre 30-60 minutos. Esta etapa se
asocia con procesos de consolidacion de la memoria (Carskadon & Dement, 2017;

Chokroverty, 2017). La fase N3 presenta ondas de tipo delta (0.5-4 Hz), también

(A) Humanos EEG Hipnograma
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Fig. 1 | Arquitectura del sueio en humanos y roedores. El periodo de suefio en
humanos (B) incluye la transicion por cada una de las fases del suefio no-MOR (1-4)
y el suefio MOR. A medida que transcurren los ciclos de suefio, el tiempo de suefio
MOR incrementa, mientras que el tiempo transcurrido en suefio no-MOR disminuye.
En los roedores (B) el unicamente se subdivide en fase NMOR y MOR,
presentandose con multiples fases a lo largo del dia. Imagen modificada de Genzel
et al. (2014).



conocidas como ondas lentas, por lo que la fase de suefio NMOR también se conoce
como suefio de ondas lentas. Esta es una etapa muy importante, ya que durante esta
fase se lleva a cabo el aclaramiento intersticial en el cerebro, mediante el sistema
glinfatico (Reddy & van der Werf, 2020). Algunos autores incluyen una cuarta fase de
sueno, la N4, que es la transicidn entre el suefio NMOR vy el suefio MOR (Chokroverty,

2017).

Finalmente se presenta la fase de suefio MOR, en donde la actividad eléctrica cerebral
tiene un comportamiento similar al que se presenta en la fase de vigilia, por lo cual
también se conoce como suefio paradéjico. En esta etapa se presentan ondas alfa y
teta, asi como movimientos oculares rapidos, lo cual le da nombre a esta fase de
sueno. Otra caracteristica importante es la pérdida del tono o atonia musculares, que
se refiere a la disminucion o pérdida del movimiento voluntario de los musculos. Es en
este periodo donde se presentan la mayor cantidad de ensofiaciones, por lo que se ha
propuesto que la atonia muscular tiene como funcién evitar el actuar los suefios
(Chokroverty, 2017; Siegel, 2023). En condiciones fisioldgicas, los humanos presentan
alrededor de 5 ciclos de sueno diariamente de forma continua, en donde cada ciclo de

suefo tiene una duracién aproximada de 90 minutos. (Erlacher, 2024).

En la actualidad, los estudios realizados para comprender la fisiologia del suefio se
han apoyado en modelos animales, principalmente en el estudio del suefio de los
roedores, debido a la similitud con la regulacion del suefio en humanos, en términos

de fases de suefio, regulacion circadiana (que también se regula con el ciclo de luz-

4



oscuridad) y respuestas al estrés (McKillop & Vyazovskiy, 2020). En los modelos
murinos el suefio se presenta de forma polifasica o discontinua, es decir, se presenta
en varios ciclos de suefo alternados con fases de vigilia a lo largo del dia,
predominantemente en la fase de luz (Fig. 1). Durante el periodo de oscuridad, los
roedores presentan conductas mas activas, aunque también pueden presentar

periodos de suefio (Bakeche et al., 2021).

1.1.2 Funciones reguladas por el sueno

El suefio es un proceso fundamental en la regulacion de diversas funciones en el
organismo (Krueger et al., 2016), por ejemplo, en el proceso de aprendizaje y memoria.
Durante el suefio se consolida la memoria (Raven et al., 2019), por medio de procesos
de plasticidad sinaptica como la potenciacién a largo plazo y la poda sinaptica, proceso
que contribuye con la eliminacion de algunas conexiones, optimizando las redes
neurales y en el cual participan activamente los astrocitos (Bellesi et al., 2017). Otro
proceso que se presenta particularmente durante el suefio de ondas lentas, es la
remocién de metabolitos y desechos celulares, que se realiza a través del sistema
glinfatico. Dicho sistema permite el flujo controlado del liquido cefalorraquideo (LCR)
desde el espacio para-arterial hacia el espacio para-venoso, impulsado por la
acuaporina-4 (AQP4), localizada en los pies perivasculares de los astrocitos, con la
finalidad de eliminar los residuos toxicos generados en el celebro durante la vigilia

(Vasciaveo et al., 2023), como la proteina p-amiloide (Holth et al., 2019; Jessen et al.,



2015). Gran parte de la informacién sobre los procesos regulados durante el suefio se

conocen debido a las alteraciones descritas en ausencia de este proceso.

1.1.3 Pérdida de sueno

El requerimiento diario de suefio es distinto en todos los individuos, ya que depende
de factores como la edad y el sexo, teniendo en cuenta que con menor edad es mayor
el requerimiento de suefio diario. Es decir, durante la infancia se requiere alrededor de
18 h diarias de suefio en comparacion a la adultez, donde la recomendacion de suefio
diaria es de 7-8 h continuas (Hirshkowitz et al., 2015). Sin embargo, actualmente la
calidad y cantidad de suefo se ha visto afectado por diversos factores que incluyen el
ritmo de vida acelerado, las condiciones ambientales, asi como el acceso a
dispositivos electronicos en horarios inadecuados, considerandose asi un problema de

salud publica (Chattu et al., 2018; Lim et al., 2023).

La pérdida de suefio puede presentarse como privacion, fragmentacion o restriccion
de suefo. La privacion de suefio hace referencia a la remocién total de suefio; la
fragmentacién de sueno se refiere a periodos de vigilia alternados con periodos de
suefio, es decir, la interrupcion o interrupciones del suefio; la restriccion de suefio
puede hacer referencia a la disminucién continua del tiempo total de suefio (Reynolds
& Banks, 2010). La pérdida de suefio trae consigo diversas consecuencias fisioldgicas,
por ejemplo, inflamacién de bajo grado (Engert & Besedovsky, 2025; Hurtado-Alvarado

etal., 2016).



1.1.4 Métodos experimentales de pérdida de sueno en modelos
animales

Algunas de las técnicas utilizadas para alterar el suefio en modelos murinos para su
estudio son la pérdida de suefio mediada por rotor, la pérdida de suefio mediado por
ambiente enriquecido, o estimulacion gentil (“gentle handling”, que consiste en
despiertar de forma manual al animal en el momento en el que se detecta que entra la
fase de sueno) y el método de plataforma multiple (Colavito et al., 2013; Egebjerg et
al., 2025; Gomez-Gonzalez et al., 2013). El método empleado dependera de la fase o
fases de suefio que se busque alterar, asi como del tiempo diario que se desee
restringir, por ejemplo, el método de plataforma multiple reduce practicamente por
completo el sueno MOR, aunque no elimina el suefio de ondas lentas (Gomez-

Gonzalez et al., 2013; Y. Zhao et al., 2025).

1.2 Barrera hematoencefalica (BHE)

La BHE se localiza a nivel de los capilares sanguineos del SNC y consiste en una
monocapa de células endoteliales que estructuran y fungen como limitantes entre el
parénquima cerebral y el flujo sanguineo. Esta estructura se compone, ademas de las
células endoteliales, por pericitos, que son células de tipo muscular que, entre otras
cosas, contribuyen con la regulacion del flujo sanguineo; por una lamina basal y por
astrocitos, los cuales rodean el capilar sanguineo hasta en un 90%, suministrando
moléculas necesarias para que el endotelio pueda mantener su fenotipo de barrera

(Abbott et al., 2006; Kim et al., 2025).



Células endoteliales. Las células endoteliales adquieren caracteristicas particulares
que le confieren la capacidad de actuar como barrera, lo cual incluye una una alta
selectividad. Entre las caracteristicas propias de barrera se encuentran altos niveles
de proteinas que forman uniones estrechas como ocludinas y claudinas,
principalmente la claudina 3 y la 5 (en comparacion con tejidos periféricos), las cuales
se anclan al citoesqueleto mediante proteinas como la zoénula ocludens (ZO)
favoreciendo una localizacién adecuada en la célula y regulando el flujo paracelular
(Hashimoto & Campbell, 2020). Otra de las caracteristicas es que poseen un bajo nivel
de vesiculas pinociticas, asi como bajos niveles de proteinas de adhesién celular en
el lumen del vaso sanguineo, lo cual regula el transporte transcelular, es decir, a travées
de la célula endotelial, limitando otra de las vias de acceso al parénquima cerebral.
Ademas, estas células tienen flujo de salida o proteinas de union a farmacos, entre los
que se encuentra la glicoproteina-P (Y. Zhao et al., 2022). En conjunto, todas estas
caracteristicas permiten una alta selectividad y baja permeabilidad por parte de las

células endoteliales.

Existen diversas vias por las que se presenta el intercambio molecular entre el flujo
sanguineo y el cerebro. Estas pueden ser por la via paracelular, es decir, entre una
célula endotelial y otra, por lo que las uniones intercelulares son fundamentales en la
regulacion de este tipo de transporte. Por otro lado, esta el transporte por la via

transcelular, es decir, a través de la célula endotelial que incluye los siguientes tipos



de transporte: difusion, transcitosis mediada por transportador, transcitosis adsortiva,

entre otros (D. Wu et al., 2023).

Las células endoteliales cerebrales que forman parte de la BHE se encuentran
altamente especializadas y adaptadas para regular estrictamente el intercambio
molecular. Esta especializacion es adquirida a través del contacto que mantienen con

pericitos y astrocitos, mediante la secrecion de , diversos factores que inducen tanto
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Fig. 2 | Estructura y funcion de la barrera hematoencefalica. La BHE se compone por
diferentes tipos celulares que incluyen las células endoteliales, astrocitos, pericitos y
una lamina basal (A, Kim et al., 2025). Las células endoteliales estan presentan
proteinas de uniones intercelulares conocidas como uniones ocluyentes, e incluyen a

las proteinas claudina-5, ocludina, y zénula ocludens (B).
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la angiogénesis, como la especializacién paulatina de estas células (Langen et al.,

2019).

Pericitos. Los pericitos son células de tipo muscular que se encuentran en contacto
con las células endoteliales. Dentro de sus funciones destaca la regulacién de la
contraccion del capilar sanguineo y por lo tanto tienen una participacion activa en la
regulacion del flujo sanguineo en el SNC, respondiendo a sehales del parénquima
cerebral como las mediadas por noradrenalina y glutamato (Hall et al., 2014). Los
pericitos se encuentran anclados a la célula endotelial por la asociacién entre las
proteinas PDGFRB-PDGF. Esta interaccion regula la sefalizacion que conserva la
estabilidad y el fenotipo de proteinas de uniones estrechas y, en consecuencia,
mantiene el fenotipo de barrera (Z. Zhao et al., 2015). En modelos animales, en los
que los niveles de pericitos se encuentran disminuidos, por ejemplo durante el
envejecimiento, se observan modificaciones que afectan la regulacion y funcion de la
BHE (Yuan et al., 2023). En condiciones neuroinflamatorias, como las reportadas en
las restriccidon cronica de suefo, se ha descrito desprendimiento o separacion entre
los vasos sanguineos y los pericitos, debido a la pérdida y/o disminucién de PDGFR[3-
PDGFf asi como de conexinas, por lo cual se consideran células fundamentales en el

desarrollo y mantenimiento de la BHE (Medina-Flores et al., 2020, 2023).
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Astrocitos. Los astrocitos son las células mas abundantes del SNC. Cuando se
descubrieron, la funcidn que se les atribuy6 fue la de dar soporte de las neuronas,
actuando como un “pegamento” en el SNC (Fan & Agid, 2018). Sin embargo,
actualmente se ha descrito que desempefnan diversas funciones, entre las que se
encuentran la participacion en la sinapsis tripartita, el suministro energético de lactato

a las neuronas, el balance de medio extracelular, la regulacién del suefio, asi como su
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Fig. 3 | Regulacion astroglial de la barrera hematoencefalica. Los astrocitos
secretan diversos factores como el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF), la
proteina Sonic Hedgehog (SHH) o glutation (GSH), los cuales promueven la estabilidad
de las proteinas de union estrecha, el adecuado funcionamiento de proteina de eflujo
como la glicoproteina-P (P-gp) y la baja permeabilidad. Ademas, mantienen la
homeostasis oxidante e inflamatoria. En conjunto, la célula endotelial adquiere y

mantiene el fenotipo de barrera y por lo tanto el correcto funcionamiento.
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participacion activa en el sistema glinfatico (Abbott et al., 2006; Han et al., 2021; Yu et

al., 2020).

En la regulacion del suefo, los astrocitos participan mediante la secrecién de
moléculas somnogénicas, incluyendo a la adenosina, de la cual son los principales
productores (Schmitt et al., 2012). La adenosina es una molécula que se acumula a lo
largo del periodo de vigilia, induciendo un estado de somnolencia, mientras que

durante el suefio disminuyen sus niveles (Schmitt et al., 2012).

Durante el suefio se activa el sistema glinfatico que elimina desechos celulares,
metabolitos y productos toxicos generados a lo largo del periodo de vigilia. En este
proceso, los pies perivasculares de los astrocitos ayudan a la difusién del LCR a través
la AQP4, permitiendo el arrastre de todos los desechos celulares, como el lactato, el
glutamato, el péptido B-amiloide o la proteina TAU, contenidos en el parénquima
cerebral, desde el espacio para-vascular arterial hacia el espacio para-venoso
permitiendo su remocion (Abbott et al., 2006; Avilez-Avilez et al., 2024; Han et al.,

2021; Reddy & van der Werf, 2020; Yu et al., 2020).

Los astrocitos contribuyen con desarrollo y mantenimiento de la BHE (Fig. 3)
secretando factores que promueven el fenotipo de barrera como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), la angiopoyetina
(Ang-1,-2,-3 y -4), el factor de crecimiento transformante- 3 (TGF- ), la apolipoproteina
E (ApoE) y la proteina Sonic Hedgehog (SHH) (Alvarez et al., 2011). El contenido de

estos factores puede variar dependiendo de la etapa de desarrollo y promueve la
12



diferenciacién de las células endoteliales, asi como transcripcion de genes que
contribuyen al mantenimiento de niveles elevados de proteinas de uniones estrechas,
propiciando asi una baja permeabilidad (Cabezas et al., 2014; Michinaga & Koyama,
2019). Adicionalmente pueden secretar factores neurotréficos como el factor
neurotréfico derivado de la glia (GDNF, Glial-derived Neurotrophic Factor, por sus
siglas en inglés) y moléculas antioxidantes como glutation (GSH) y ascorbato, por lo
que los niveles de estresores se mantienen regulados, propiciando el correcto

funcionamiento de la BHE (Manu et al., 2023; Cabezas et al., 2014).

El marcador de astrocitos mas ampliamente utilizado es la proteina glial fibrilar acida
(GFAP) que forma parte del citoesqueleto, aunque también se ha utilizado S1008 y
AQP4, para localizar los pies perivasculares (Jurga et al., 2021). El incremento de
GFAP es un indicador de astrogliosis o reactividad de los astrocitos, una respuesta de
los astrocitos a condiciones adversas, como la pérdida de la homeostasis lo cual se
asocia a cambios funcionales. La astrogliosis genera cambios morfologicos, ademas
de facilitar la proliferacién de los astrocitos, resultando en el incremento en los niveles

de la proteina GFAP (Escartin et al., 2021).

Los astrocitos reactivos pueden responder favoreciendo el ambiente neurotéxico o

neuroprotector, teniendo como marcadores a las proteinas C3 y S100a10,

respectivamente (Liddelow et al., 2017). La proteina C3 forma parte del sistema de

complemento; mientras que la proteina S100a10 es molécula de unién a calcio
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intracelular y regula parte del trafico intracelular en respuesta a los niveles de calcio

(Park et al., 2016; Pekna & Pekny, 2021).

1.3 Senescencia celular

La senescencia celular es un estado que se caracteriza por una detencién irreversible
del ciclo celular, pero en el cual las células continuan siendo metabdlicamente activas.
Se presenta de forma fisioldgica en diversos procesos, como durante la etapa del
desarrollo embrionario o durante la reparacion de los tejidos (Mufioz-Espin & Serrano,
2014), pero también como una respuesta celular al estrés en un mecanismo supresor

de tumores.

La senescencia surge en respuesta a diversos factores, como el acortamiento de los
telédmeros, que sucede con cada division celular y, en este caso, se conoce como
senescencia replicativa. Sin embargo, también puede ser un estado de respuesta a
cambios en el microambiente celular, como la senescencia inducida por estrés de
forma prematura (SIPS, por sus siglas en inglés). En este caso, los estresores pueden
ser moléculas que induzcan la respuesta de dano al DNA, pero también por ambientes
proinflamatorios (Birch & Gil, 2020). La caracteristica mas importante de las células
senescentes es la secrecion de un conjunto diverso de citocinas proinflamatorias,
quimiocinas, factores de crecimiento, metaloproteasas y otras moléculas que en
conjunto dan lugar al fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP, por sus siglas

en inglés).
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La senescencia celular es un fendmeno altamente heterogéneo en términos de perfiles
transcripcionales, metabdlicos y de componentes del SASP. Se han reportado
diferencias entre especies, tipos de células e incluso a nivel de células individuales, lo
que resulta en una activacion diferencial de las vias de mediacién de la senescencia,
lo que dificulta encontrar un marcador especifico para este fendmeno (Zhang et al.,
2022). Para ello es frecuente evaluar algunas de las moléculas caracteristicas del
SASP como IL-1B, TNF-q, IL-6. Por otro lado, también presentan incremento en las
proteinas inhibidoras del ciclo celular como p21 y p16; cambios en el contenido
lisosomal como la lipofuscina y aumento en la enzima [-galactosidasa, asi como
cambios en las moléculas asociadas a alteraciones metabdlicas, morfoldgicas y
nucleares como la proteina HMGB1 (High mobility group box 1) y lamina B1 (Mufioz-

Espin & Serrano, 2014; Suryadevara et al., 2024).

1.4 Neuroinflamacién

La neuroinflamacién es una respuesta inflamatoria que se presenta en el SNC y que
puede derivarse de la activacién celular, incluyendo la activacidon de microglia y
astrocitos, lo cual resulta en la produccion de mediadores inflamatorios como citocinas,
quimiocinas, especies reactivas de oxigeno, entre otros. Este proceso tiene como
finalidad la restauracién de la homeostasis cerebral, por ejemplo, mediante la
eliminacion de patdgenos o la reparacion de tejido o células dafiadas. Sin embargo, la
persistencia de este fendmeno puede repercutir en la funcion de diferentes células y

estructuras, teniendo impacto incluso a nivel conductual.
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En respuesta a condiciones no fisiolégicas o adversas, los astrocitos presentan
cambios morfologicos y funcionales, es decir, se vuelven reactivos. Algunos ejemplos
de estas condiciones son las enfermedades neurodegenerativas, las infecciosas, el
envejecimiento e incluso la pérdida de suefio (Hurtado-Alvarado et al., 2016; Liddelow
et al., 2017a). La reactividad astroglial o gliosis se caracteriza por cambios
morfolégicos como engrosamiento de los procesos astrociticos y del soma. Ademas,
los astrocitos entran en un estado de proliferacion, lo que resulta en el incremento del
numero de células, principalmente en la region donde se presenta el dafio (Escartin et

al., 2021; Pekny & Nilsson, 2005).

Los astrocitos reactivos pueden tener respuestas benéficas o daninas dependiendo el
microambiente, favoreciendo la recuperacion del tejido afectado y promover una
resolucion o, por el contrario, contribuir a incrementar el estado neurotoxico mediante
la secrecion de moléculas proinflamatorias, componentes del sistema del
complemento. Al mismo tiempo, los astrocitos pierden o disminuyen sus funciones

esenciales, contribuyendo al dafio del SNC (Clayton & Liddelow, 2025).

Particularmente, la respuesta neurotdéxica de los astrocitos se caracteriza por el
incremento de la proteina C3 del sistema del complemento, siendo éstos la principal
fuente de proteinas del sistema del complemento en SNC (Pekna & Pekny, 2021). Las
proteinas del sistema del complemento pueden unirse a sus receptores, como el
receptor C3aR en, en astrocitos, microglia, endotelio o neuronas (Pekna & Pekny,
2021).
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En condiciones fisioldgicas esta proteina se ha asociado a la poda sinaptica (Gomez-
Arboledas et al., 2021), sin embargo, su incremento involucra disfunciéon vascular,

reactividad microglial y neurotoxicidad (Liddelow et al., 2017a; F. Wu et al., 2016).

La activacion del receptor C3AR en el endotelio incrementa durante el envejecimiento,
promoviendo la sefalizacion que contribuye a la disminucion de las proteinas de
uniones estrechas, afectando la funcién de la BHE (Propson et al., 2021). También se
ha encontrado incrementada en algunas condiciones como la estimulaciéon con LPS y
patologias con un alto grado inflamatorio como la esclerosis lateral amiotrofica (ALS)

y las enfermedades de Huntington, Alzheimer y Parkinson (Liddelow et al., 2017).

Mientras que en condiciones de neuroinflamacién la proteina S100a10 disminuye, se
le ha asociado con una respuesta neuroprotectora. En condiciones de hipoxia en los
astrocitos reactivos S100a10 incrementa (Liddelow et al., 2017; Li et al., 2019a),
probablemente debida a la regulacion a través del factor inducido por hipoxia 1 (HIF-
1) (Lu et al., 2020). Por otra parte, su rol en la neuroproteccién se puede asociarse a
su papel como regulador del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), que
participa en la plasticidad, diferenciacion y mantenimiento neuronal, asi como su efecto

neuroprotector en condiciones de dafio en SNC (Park et al., 2016) .

Neuroinflamacién en condiciones no patoldgicas. Existen condiciones no patoldgicas,
en las que hay pérdida de la homeostasis del SNC, como el envejecimiento y la falta
de suefio. Ambas condiciones se caracterizan por presentar un ambiente

neuroinflamatorio, que favorece la astrogliosis y la disfuncién de la BHE asi como del
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sistema glinfatico (Hurtado-Alvarado et al., 2016; Vasciaveo et al., 2023; Propson et

al., 2021).

En el contexto de la pérdida de suefio, se ha reportado que algunas citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6 incrementan a nivel sistémico y en el SNC
(Manchanda et al., 2018), asi como proteinas del sistema del complemento, como el
componente C3 (Wadhwa et al., 2019; Zhai et al., 2023), generando un ambiente pro-
inflamatorio. Se ha determinado que un ambiente proinflamatorio puede afectar
procesos de memoria y aprendizaje. En un modelo de rata privadas de suefio durante
48 h, se observo afectacion en el desempefio relacionado con la memoria espacial, lo
cual se acompano del incremento en las proteinas de sistema del complemento C3 y
C5. El uso de antagonistas para estos mediadores inflamatorios mejoré el desempefio
en la memoria espacial, ademas de revertir la disminucion de la proteina BDNF

(Wadhwa et al., 2019).

La neuroinflamacion ademas de afectar los procesos de memoria y aprendizaje
también se ha altera el correcto funcionamiento de estructuras celulares como la BHE,
incrementando su permeabilidad y por tanto, disminuyendo la selectividad de lo que

ingresa al parénquima cerebral (Gomez-Gonzélez et al., 2013; He et al., 2014).

Por todo lo anterior, la pérdida de suefio se ha propuesto como una pieza clave en el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas de forma prematura (Chu et al., 2023;
Timonina et al 2023).

Tanto en envejecimiento como en pérdida de suefio, hay una reduccién en la expresién
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de AQP4 que afecta la funcién del sistema glinfatico. Algunos estudios han
demostrado que la disminucion en el tiempo de suefio conduce al incremento de
moléculas de desecho celular en el SNC, como la proteina TAU y el péptido B-amiloide,
ambos asociados con la enfermedad de Alzheimer. Esto puede deberse a la alteracion
que existe en el funcionamiento del sistema glinfatico, lo cual, asociado a la
neuroinflamacion crénica, podria favorecer el deterioro cognitivo (Vasciaveo et al.,

2023).

Se ha reportado un incremento de los marcadores de senescencia celular en los
modelos de envejecimiento celular, lo cual puede ser producto de senescencia
replicativa, pero también de SIPS debido al ambiente neuroinflamatorio y oxidante
(Lopez-Teros et al.,, 2024; Preininger y Kaufer, 2022). De manera que en estas
condiciones pueden convivir astrocitos reactivos y senescentes, los cuales pueden
contribuir al incremento en la permeabilidad de la BHE.
Es por ello que se ha propuesto que la pérdida de suefio podria ser un factor de riesgo

importante para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

2. ANTECEDENTES

En nuestro grupo de investigacién se ha determinado que en modelos murinos
(ratones y ratas), 10 dias de restriccién de sueno pueden promover disfuncién de la
BHE (Hurtado-Alvarado et al., 2016, 2017). Dicha disfuncion correlaciona con la
disminucién de proteinas de unidn estrecha (claudin-5, ZO-1, ocludina),

incrementando la permeabilidad de BHE a trazadores de diferentes pesos
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moleculares, como azul cascada (10 kDa), azul de Evans (70 kDa), sodio-fluoresceina
(300Da) y rodamina 123 (380 Da) (Gémez-Gonzalez et al., 2013; Hurtado-Alvarado et
al., 2016; Medina-Flores et al., 2020). La restriccion de suefio también impacta a nivel
de componentes celulares de la BHE, generando reactividad astroglial, microglial y
también la disociacion de la unién entre pericitos y endotelio (Hurtado-Alvarado et al.,
2016; Medina-Flores et al., 2016). Sin embargo, se desconoce cuales son los cambios
que se presentan progresivamente a lo largo de la restriccidon crénica de suefo,
particularmente en el caso de los astrocitos y el impacto que puede tener en otro tipo
de eventos importantes en el SNC, como la senescencia celular, que puedan contribuir

con la neurodegeneracion.

Por otro lado, se observé que en personas mayores de 60 afos, una noche de
privacion de suefio incrementa la expresion de genes asociados con marcadores de
senescencia en células mononucleares de sangre periféricas sanguineas. Entre estos
genes se incluyen componentes asociados a la regulacion del ciclo celular,
inflamatorios, asociados con la respuesta de dafo al ADN y con el fenotipo secretor
asociado a senescencia (SAPS): IL6, CSF2, ICAM1, CXCL1, SIRT1, TERT, p16'Nk4a
(CDKN2A), NFKB1, NFKB2, entre otros, (Carroll et al., 2016; Carroll & Prather, 2021).
Sin embargo, no existe suficiente evidencia de que la pérdida de suefio,
particularmente, de forma crénica, promueva la senescencia celular a nivel de SNC en

individuos jovenes.

3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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El ritmo de vida acelerado que se presenta en la actualidad, asi como la exposicion a
aparatos electronicos y los factores ambientales, han conducido a que la falta de suefio
sea considerada un problema de salud publica. Se ha encontrado evidencia de que la
falta de suefio puede traer consigo diversos problemas en la salud, tanto metabdlicos,
inmunoldgicos, mentales y conductuales. Ademas, recientemente este problema se ha
asociado al incremento en enfermedades neurodegenerativas. Es por ello, que es
importante entender el papel que tiene la pérdida de suefio en la regulacion de la
estructura que protege al cerebro, la BHE, asi como de cada uno de sus componentes
celulares. Se desconoce cuales son los cambios que se presentan progresivamente a
lo largo de la restriccionn crénica de suefio, particularmente en el caso de los astrocitos
y el impacto que puede tener en otro tipo de eventos importantes en el SNC, como la

senescencia celular, que puedan contribuir con la neurodegeneracion.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La disfuncion de la BHE inducida por la restriccién de suefio se asocia con una
reactividad astroglial temprana, favoreciendo la senescencia celular prematura en el

SNC?

5. RELEVANCIA DEL ESTUDIO

Este estudio busca exponer la importancia del suefio como una necesidad fisioldgica
fundamental. A pesar de ello, en la actualidad existen demasiadas incégnitas en

relacion con la funcion del suefio mas alla del descanso, por lo que esta tesis

21



contribuira con la generacién de conocimiento en ciencia basica, permitiendo conocer,
entender y plantear estrategias de investigacion con enfoque en la fisiologia del suefo,

particularmente en el SNC.

Por otra parte, podria permitir la identificacion de puntos temporales y blancos
celulares criticos para su intervencion, permitiendo en un futuro la creacion de
estrategias terapéuticas, asi como la propuesta de politicas publicas que contribuyan

a la prevencion.

6. HIPOTESIS

La restriccion cronica de suefio induce el fenotipo neurotdxico en los astrocitos, el cual

promueve la disfuncion de la BHE

7. OBJETIVOS

7. 1 Objetivo general

Determinar el papel de la activacion astroglial en la regulacién de la BHE a lo largo de

la pérdida de suefio.

7.2 Objetivos particulares

[ Evaluar la funcion de la BHE a lo largo de la restriccion de suefio en ratones

macho de la cepa C57BL/6.

i Determinar los cambios en la estructura de la BHE a lo largo de la restriccion

de sueno.
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iii Identificar la progresion de los cambios de la astroglia a lo largo de la restriccion

de sueno.

iv Caracterizar la respuesta asociada a la astrogliosis inducida por la restriccién

cronica de suefo

\% Determinar la progresion de la neuroinflamacion asociada a la restriccion

cronica de sueino en el sistema nervioso central

Vi Establecer la relacion entre la restriccion crénica de sueno sobre la induccion

de senescencia celular en SNC en ratones jévenes C57BL/6
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8. MATERIAL Y METODO

8.1 Animales

Para este proyecto se usaron ratones macho de la cepa C57BL/6 con un peso de entre

20-26 g, de 8 a 10 semanas de edad. Los animales se obtuvieron de la Unidad de

Investigacion en Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la Universidad

Nacional Autbnoma de México. Los animales se colocaron en grupos de 3-5 animales

por caja-habitacion en el bioterio del Laboratorio de Neuropsicobiologia en la

A

—
........................

Método Modificado de Plataforma Muiltiple

o 1 2 3 a4 s & 7 & 9 W M 0 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 12

RESTRICCION DE SUENO

@ RS5 0 Rs-10

Permeabilidad ELISA
LR > Western blot >

CON RS-10

Actividad de B-gal

Microscopia Confocal >

Fig. 4 | Modelo modificado de plataforma multiple (MMPM). Para este trabajo

se utilizé el MMPM (A) para llevar a cabo la restriccion de suefio en los ratones. Se

observa que los ratones se colocan de forma individual en la caja para restriccion

de sueno, durante 20 h; mientras que para su oportunidad para dormir (ultimas 4 h

de la fase de luz) se colocan en su caja habitacién con su grupo social. El grupo

control permanecio en su caja habitat durante el transcurso del experimento. Se

emplearon 3 cohortes, 1) para permeabilidad (B); 2) para obtencion de proteina (B)

y 3) para obtencién de cortes histoldgicos (C).
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Universidad Autdonoma Metropolitana, |ztapalapa, con un ciclo de luz oscuridad de 12
h (la luz enciende a las 2 am). Los animales se mantuvieron con agua y alimento ad
libitum durante los 15 dias de adaptacion mas los dias de duracion del tren
experimental. Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo
con la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999 y a la norma de disposiciéon de
residuos biolégicos (NOM-087-ECOL-1995), asi como al Comité Académico de Etica
de la division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad Auténoma

Metropolitana, Unidad Iztapalapa.
8.2 Grupos experimentales

Los ratones fueron asignados a las siguientes condiciones experimentales: 3 dias de
restriccion de suefio (SR3), 5 dias de restriccion de suefio (SR5), 10 dias de restriccion
de suefio (SR10), y el grupo control (CON) que durmié ad libitum en sus cajas-
habitacidn. Todos los experimentos y ensayos con animales se llevaron a cabo por
aleatorizacién. Todos los animales tuvieron la misma probabilidad de ser seleccionado
y asignado a cada grupo experimental ya que todos cumplieron con el criterio de edad

establecido (8-10 semanas de edad).
8.3 Modelo de restriccion de sueio

El protocolo de restriccion cronica de suefio empleado en este proyecto consiste en la
restriccion de 20 h diarias de suefio con oportunidad para dormir durante las ultimas 4

h de la fase de luz. Para ello, se utiliza el modelo modificado de plataformas multiples
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(MMPM, Fig. 4), que ha sido previamente reportado y validado en nuestro grupo de
investigacion, en donde se ha demostrado que este método incrementa de forma
efectiva, el tiempo de vigilia (Gémez-Gonzalez, et al., 2013; Hurtado-Alvarado et al.,
2018).

El MMPM consiste en poner al animal de forma individual durante 20 h cada dia, en
una caja de acrilico que contiene 2 plataformas (con un didametro de entre 2.5-3 cm)
que se encuentran rodeadas por agua con aproximadamente 1 cm de profundidad.
Cuando el animal pierde el tono muscular, cae al agua, despierta y sube nuevamente
a la plataforma. Durante las ultimas 4 h de la fase luz el ratdén se traslada a su caja-
habitacién con el mismo grupo social (para evitar estrés por aislamiento social) para
tener oportunidad de dormir.

8.4 Evaluacion de la permeabilidad de la BHE

Para evaluar la funcion de la BHE, en una primera cohorte de ratones, se llevaron a
cabo ensayos de permeabilidad usando un céctel de trazadores que contenia azul de
Evans (1 mg/mL) y sodio acoplado a fluoresceina (Na-F, 10 mg/mL). Al término del
periodo de restriccion de suefo, cada ratén fue anestesiado con pentobarbital sddico
(0.063 g/kg) via intraperitoneal (n = 5). Posteriormente, el céctel de trazadores que
contenia sodio-fluoresceina (Na-F, 10 mg/mL) y azul de Evans (1 mg/mL), fue
administrado por via intracardiaca en el ventriculo izquierdo (0.1 mL/20 g de peso) y
se dejo circular durante 3 min, seguido de una perfusion con solucién salina (0.9%)

durante 3 min. Finalmente, la corteza cerebral y el hipocampo fueron disectados y
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pesados. Las muestras cerebrales se homogeneizaron con 200 uL PBS y 200 yL de
metanol. Las muestras fueron centrifugadas a 13500 rpm/10 min. Cien uL del
sobrenadante se colocaron en cada pozo (duplicado) de una placa de 96 pozos, que
fue cuantificado mediante un lector de placas mediante absorbancia (Na-F: 535nm;
azul de Evans: 595nm). Se realizd una curva de calibracién con cada uno de los
trazadores para determinar la concentracion de cada trazador por gr de tejido,

previamente reportado (Medina-Flores et al., 2020).

Obtencion de tejido para proteina (Western blot y ELISA). A partir de una segunda
cohorte, se obtuvieron los cerebros de los ratones controles o de los ratones
restringidos de sueno durante 3, 5 0 10 dias (n = 4-7) para la extracciéon de proteina.
La corteza cerebral y el hipocampo fueron disectados: las secciones del hemisferio
derecho fueron utilizadas para analisis por western blot; mientras que las secciones
del hemisferio izquierdo fueron destinadas para el analisis por ELISA. Los tejidos
obtenidos fueron congelados y almacenados a -40°C, hasta su procesamiento.
8.5 Western blot

El tejido fue homogenizado con 200 uL de buffer de lisis + inhibidores de proteasas,
seguido de una centrifugacién de 13500 rpm/10 min a 4°C. A partir del sobrenadante
se cuantifico la proteina por el método de Bradford (BioRad, 500-0006). Las proteinas
(100 ug) fueron separadas en un gel desnaturalizante de acrilamida (10%) SDS-Page
mediante una electroforesis y posteriormente transferidas a una membrana de PVDF.

Las membranas fueron bloqueadas con PBS-TWEEN 0.1% + 10% de leche
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descremada, durante 30 min a temperatura ambiente. Se incubaron con anticuerpo
primario [anti-claudin-5 (orb160461, 1:1000), anti-ZO-1 (Life technologies 402200;
1:1000), anti-GFAP (Abcam, ab4648, 1:1000), anti-C3 (Abcam, ab200999), anti-
S100a10 (NBP1 89370), anti-p21 (sc-6246, 1:1000), anti-p-galactosidasa (sc-65670,
1:1000)] durante toda la noche a 4°C. Después de 3 lavados, la membrana se incubd
con el anticuerpo secundario biotinilado anti-mouse (1:2500, Vector laboratories, BA-
9200) o anti-rabbit (1:2500, Vector laboratories, BA-1000). Las membranas se lavaron
3 veces y se incubaron con ABC kit (Vectastain PK-6100) por 30 min. Se le hicieron 3
lavados mas y se revelaron con el kit de deteccion de quimioluminiscencia (Immobilon
western WBKLS0500). Las imagenes se obtuvieron con el equipo C-Digit (LI-COR iS),
y las bandas fueron analizadas y cuantificadas con el software imageStudio (Version

5.1). La membrana tefiida con rojo Ponceu fue usada como control de carga.

8.6 Ensayo de inmuno-adsorcion ligado a enzima (ELISA)

La corteza cerebral, el hipocampo y el suero de los ratones fueron obtenidos (como se
describid en la seccion anterior). El tejido cerebral fue homogeneizado con 500 pL de
buffer de lisis con un coctel de inhibidores de proteasas, posteriormente se centrifugd
a 15000 rpm durante 30 min a 4°C, obteniendo el sobrenadante. Las muestras fueron
incubadas en placas recubiertas de anticuerpo de captura para cuantificar los niveles
de las citocinas (por duplicado) TNF-a, IL-18, IL-4, IL-6, IL-10 y BDNF (Mouse TNF-a
DuoSet DY410, Mouse IL-1B/IL-1F2 DuoSet DY401, Mouse IL-4 DuoSet DY404,
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Mouse IL-6 DuoSet DY406, Mouse IL-10 DuoSet DY417, HUman/Mouse BDNF
DuoSet DY248, R&D Systems) durante 24 h a 4°C con PBS-tween 20 (0.05%/0.5%
BSA), seguido de tres lavados e incubadas con el anticuerpo de deteccion durante 2
h a temperatura ambiente. El sistema antigeno-anticuerpo es detectado mediante el
substrato TMB. Se obtuvo la densidad 6ptica a 450 nm y 570 nm. La concentracién se
obtuvo mediante una curva de calibracion de proteina mediante el método de Bradford.
Los valores en las muestras cerebrales se expresan como pg/mg proteina; mientras

que para suero se expresa como pg/mL.

8.7 Obtencion de cortes histolégicos

Se utilizé una tercera cohorte de ratones, donde unicamente se incluyeron los grupos
CONT y SR10. Al término del periodo de restriccion de suefio, cada raton fue
anestesiado con pentobarbital sédico (0.063 g/kg) via intraperitoneal. Una vez
anestesiado, se perfundié con solucién salina (0.9%) durante 3 min y posteriormente
con paraformaldehido (PFA 4%) durante 3 min mas. Se extrajo el cerebro completo y
se coloco en PFA 4% durante 24-48 h a 4°C. Posteriormente, se cambid a una solucién
con sacarosa al 30% + azida sodica (0.05%) y se guard6 a 4°C. Los cerebros se
congelaron usando 2-metil-butano (enfriado con hielo seco) y se hicieron cortes
coronales de 20 ym de grosor, que permitieran la observacion del hipocampo dorsal

y la corteza cerebral simultaneamente.

8.8 Inmunofluorescencia en cortes cerebrales
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Se utilizaron cortes cerebrales de animales controles (CON) y restringidos de suefio
durante 10 dias (SR10). Brevemente, los cortes cerebrales (20 um) que presentaron
el hipocampo dorsal bilateral visible, fueron colocados en portaobjetos gelatinizados.
Las laminillas con los cortes se hidrataron con PBS 1X, seguido de la recuperacion de
antigeno colocando la laminilla en buffer de citratos (Sigma C9999-1000ML) a 70-
90°C. Se hicieron lavados y se permeabilizo el tejido (PBS IX + TRITON X-100 0.2%).
Se hizo el bloqueo del tejido (PBS 1X + BSA 1% + TRITON X-100 0.1%) y se incubd
con Sudan Black (Sigma 199664-25G). La laminilla fue incubada durante 2 dias con
los anticuerpos: anti-GFAP (Cat # 14-9892-82; 1:1000), anti-C3 (GeneTex 72994;
1:200) y anti-Iba-1 (Abcam ab178847, 1:1000). Se realizaron lavados con PBS 1X y
posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario anti-mouse Alexa Fluor-594
(1:500, Jackson ImmunoResearch, 115-585-003), Donkey anti-goat Alexa-Fluor 488
(1:500, Jackson ImmunoResearch, 705-545-147) y Donkey Anti-Rabbit Alexa Fluor-
680 (1:500, Jackson ImmunoResearch, 711-625-152) durante 2 h, seguido de
incubacion con DAPI durante 15 min. Finalmente se obtuvieron las imagenes con
ayuda del microscopio confocal ZEISS LSM 880 con el objetivo 20X. Posteriormente,
se realizaron los analisis de la densidad integrada de fluorescencia para GFAP, C3 e

Iba-1, con el programa FIJI.

8.9 Ensayo B-galactosidasa asociada a senescencia (SA- gal)

El ensayo para la evaluacion de la actividad de la enzima B-galactosidasa se llevé a

cabo en cortes cerebrales de animales controles (CON) y restringidos de suefio
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durante 10 dias (SR10). Los cortes cerebrales (20 um) que presentaron el hipocampo
dorsal bilateral visible fueron colocados en portaobjetos gelatinizados. Las laminillas
fueron hidratadas con PBS 1X y tefiidas con la solucién que contenia 20 mg/mL de X-
gal (V394A, Promega, Madison, WI, United States) en buffer dimetilformamida, acido
citrico (0.2 M)/fosfato de sodio pH = 6, ferricianuro de potasio (100 mM), cloruro de
sodio (5 M) y cloruro de magnesio (1 M), reportado previamente por Salas-Venegas et
al. (2023). Las laminillas se incubaron en camara humeda a 37°C durante 12 h.
Posteriormente, las laminillas se lavaron, se agregé el medio de montaje,se les coloco
un cubreobjetos y se sellaron. Finalmente, se tomaron las microfotografias usando el
microscopio invertido Carl Zeiss VERT.A1, con los objetivos 5X y 20X. Las imagenes

se procesaron usando el software FIJI.

8.10 Analisis estadisticos

El tamano de la muestra se determind usando el método de ecuacién de recurso
(Resource Equation Method; Charan & Kantharia, 2013), que determina el valor de E:

E= # total de animales por experimento - # total de grupos experimentales
E=(5"4)-4=16

De acuerdo con este método, un valor de “E” entre 10 y 20 se considera adecuado. El
valor de “E” que obtuvimos fue de 16. Se utilizd analisis de varianza de una via
(ANOVA) para determinar diferencias entre grupos. La prueba Dunnet fue usada como

prueba post hoc. Se consideré como estadisticamente significativo p <0.05. Los
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analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa GraphPad Prism (Versién

8.0.1). Los datos se representan como media + desviacion estandar.

9. RESULTADOS

9.1 La restriccion de sueino induce pérdida progresiva de la funcién de la

BHE

Nuestros resultados muestran que la restriccion de suefio induce un incremento en la
permeabilidad de la BHE a trazadores de diferente peso molecular: azul de Evans con
un peso molecular de aproximadamente 70 kDa; y sodio-fluoresceina (Na-F) con un
peso de 370 Da. En el caso de azul de Evans, se observa un incremento en la
permeabilidad a partir de los 5 dias de restriccion de suefio en la corteza cerebral (F3,
15=11.2, p = 0.0004, Fig. 5A), mientras que en el hipocampo el incremento en la
permeabilidad comienza desde el tercer dia de restriccion de suefo (F3, 16= 23.06, p =
0.0001, Fig. 5B) y continua hasta alcanzar su punto maximo (en los tiempos que
nosotros evaluamos) después de 10 dias de restriccidon de suefio. Por otro lado, el
trazador Na-F incrementa la permeabilidad en la corteza cerebral hasta los 10 dias de
restriccion de suefio (F3, 16= 5.039, p = 0.0120, Fig. 5C), mientras que en el hipocampo
el incremento se presenta desde los 5 dias de restriccion de suefio (Fs, 16= 5.642, p =
0.0078, Fig. 5D), indicando que existen diferencias regionales respecto a la regulacion

de la funcién de la BHE.
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Elincremento de la permeabilidad de la BHE se ha asociado con cambios estructurales
que pueden incluir modificaciones celulares y con el contenido de ciertas proteinas.

Una de las caracteristicas fundamentales de la BHE es la alta presencia de proteinas
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Fig. 5 | La restriccion cronica de sueno induce incremento de permeabilidad de
la BHE. Las graficas muestran la permeabilidad de la BHE al trazador azul de Evans
(A-B) en corteza cerebral e hipocampo, respectivamente; y a Na-F (C-D) en corteza
cerebral e hipocampo, respectivamente de tejido de ratones controles (CON),
restringidos de suefio durante 3 (SR3), 5 (SR5) o 10 (SR10) dias. Los datos se
expresan en mg/g tejido. Media * desviacién estandar, n = 5 por grupo, *p < 0.05, **p
< 0.01; ***p <0.001 comparado contra el CON.

33



de unidn estrecha, en particular claudina-5 (Cldn-5) y zénula occludens (ZO-1). Es por

ello, que evaluamos el efecto de la restriccion crénica de sueno sobre el contenido

proteico de dichas proteinas.

Observamos que la restriccion de suefo disminuye el contenido de Cldn-5 en la

corteza cerebral desde los 5 dias de restriccion de suefio (Fs 20 = 5.363, p = 0.0071, Fig.
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Fig. 6 | La restriccion de sueio induce cambios en la estructura de la BHE.

Analisis semicuantitativos de las uniones estrechas tejido de ratones restringidos de
suefio 3 (SR3), 5 (SR5) o 10 (SR10) dias comparados contra controles (CON). El
panel A) muestra los ensayos de western blot para cada grupo. Las graficas muestran

los niveles normalizados expresados en cambio relativo (fold change) de las proteinas
CiInd-5 (B, C) y ZO-1 (D, E). Media * desviacion estandar, n = 5 por grupo, *p < 0.05,
**p < 0.01; ***p <0.001 comparado contra el CON.
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6A), niveles que se mantuvieron disminuidos en el grupo SR10. En el hipocampo se
observo la disminucion desde el tercer dia de restriccidn de suefio (Fs, 1= 5.883, p =
0.0051, Fig. 6C), efecto que se mantuvo hasta los 10 dias de restriccion de suefio. Estos
datos correlacionan con los observados previamente en la permeabilidad de BHE,
donde se observo que el hipocampo incremento la permeabilidad para el azul de Evans
desde el tercer dia de restriccion de suefio (Fig. 5B) La proteina ZO-1 también
disminuy6 a partir de los 5 dias de restriccion de suefo tanto en corteza (F3, 23 = 8.309,

p = 0.0006, Fig. 6D) como en el hipocampo (F4,24=4.013, p = 0.0190, Fig. 6E).

9.2 La restriccion cronica de sueio induce reactividad astroglial

La restriccidn crénica de suefio promueve inflamacion de bajo grado, lo cual, después
de 10 dias, se asocia con incremento de permeabilidad de BHE asi como reactividad
astroglial (Hurtado-Alvarado et al., 2017). Sin embargo, no se han descrito los cambios
progresivos en los astrocitos y su relacién con la regulacién en la BHE, debido a esto
se evalud la reactividad astroglial a diferentes puntos temporales, para determinar si
podria ser uno de los precursores de la neuroinflamacion generada después de la

restriccion de suenio.

En primer lugar, evaluamos el marcador clasico de astrocitos, la proteina GFAP.
Encontramos que los niveles de GFAP incrementan tanto en la corteza cerebral (Fs3,
20=6.867, p =0.0023, Fig. 7A, G), asi como en el hipocampo (F3,23=10.40, p = 0.0002,
Fig. 7B, H) después de 5 dias de restriccion suefo, los cuales se mantienen elevados

hasta el décimo dia de restriccion de suefo, en ambas regiones evaluadas (Fig. 7A,
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B). La astroglia reactiva puede presentar diferentes respuestas celulares como la
secrecion de la proteina C3 del sistema de complemento (Liddelow et al., 2017) y la
proteina S100a10 (Liddelow et al., 2017). Por lo que se evaluaron ambos marcadores

para diferenciar entre la respuesta neurotdxica y neuroprotectora.
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Fig. 7 | La restriccion crénica de suefio induce cambios tempranos en la
reactividad glial. Analisis semicuantitativos de las uniones estrechas de tejido de
ratones restringidos de suefio 3 (SR3), 5 (SR5) 0 10 (SR10) dias comparados contra
controles (CON). Se observan los niveles normalizados de GFAP en corteza (A) e
hipocampo (B). Media £ desviacién estandar, n = 5 por grupo, *p < 0.05, **p < 0.01;

***p <0.001 comparado contra el CON.

Nuestros datos muestran que los niveles de la proteina C3 incrementa después de 5
dias de restriccion de suefo en corteza cerebral (Fs 1s= 5.377, p = 0.0081, Fig. 8A),
niveles que se mantienen hasta los 10 dias de restriccion de suefio, tiempo en el que
el incremento se ve reflejado en el hipocampo (F3s, 22=5.969, p=0.0039, Fig. 8B). Por

otro lado, los niveles de la proteina S100a10 tanto en corteza (F3, 16=3.629, p=0.0360,
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Fig. 8C) como en hipocampo (Fs, 22=8.055, p=0.0008, Fig. 8D) disminuye en los

animales restringidos de sueino 10 dias.
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Fig. 8 | La restriccion crénica de sueno induce incremento del marcador de
astroglia neurotéxica. Las graficas muestran los niveles de la proteina C3
(respuesta neurotoxica) y S100a10 (respuesta neuroprotectora) en corteza e
hipocampo de ratones controles (CON), restringidos de suefio durante 3 (SR3), 5
(SR5) o 10 dias (SR10). Media + desviacion estandar, n = 5-7 por grupo, *p < 0.05,
**n < 0.01 comparado contra CON.

Si bien a nivel de SNC la proteina C3 es producida principalmente por los astrocitos,
no es exclusiva de este tipo celular (Pekna y Pekni, 2021), por esta razonse evaluo la

proteina C3 en el grupo donde se presentaron los mayores niveles, es decir, en los

37



animales restringidos de sueno durante 10 dias. La marca de C3 fue determinada en
células positivas a GFAP e Iba-1, marcador de microglia, mediante microscopia
confocal, en las regiones CA1 (Fig. 9) y CA3 (Fig. 10) del hipocampo y la corteza
cerebral (Fig. 11). En las imagenes representativas observamos que la proteina C3
colocaliza con las células positivas a GFAP, pero no con las células positivas a Iba-1,
es decir, estos datos nos indican que en este caso la proteina C3 se encuentra

presente en los astrocitos.
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Fig. 9 | Evaluacién de la proteina C3 del complemento en la region CA1 del hipocampo,
en el grupo SR10. Se muestra un esquema de la regién cerebral CA1 en color rosa (A), en
la cual se observan a los astrocitos (B) marcados con GFAP (verde), simultaneamente se
marco la proteina C3 (rojo) y los nucleos/DAPI (azul), las imagenes de la seccidén superior
corresponden al grupo CON; las imagenes de la seccion inferior al grupo SR10. Se observa
el empalme de las tres marcas (C), y el recuadro punteado en SR10 se magnifica en D. De

la misma forma, se muestra la microglia (E-G) marcada con Iba-1 (n = 1).
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Fig. 10| Evaluacion de la proteina C3 del complemento en la region CA3 del
hipocampo, en el grupo SR10. Se muestra un esquema de la region cerebral
CA1 en color rosa (A), en la cual se observan a los astrocitos (B) marcados con
GFAP (verde), simultaneamente se marco la proteina C3 (rojo) y los nucleos/DAPI
(azul), las imagenes de la seccion superior corresponden al grupo CON; las
imagenes de la seccion inferior al grupo SR10. Se observa el empalme de las tres
marcas (C), y el recuadro punteado en SR10 se magnifica en D. De la misma
forma, se muestra la microglia (E-G) marcada con Iba-1 (n = 1).
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Fig. 11 | Evaluacion de la proteina C3 del complemento en la corteza cerebral,

SR10

en el grupo SR10. Se muestra un esquema de la region cerebral CA1 en color
rosa (A), en la cual se observan a los astrocitos (B) marcados con GFAP (verde),
simultdneamente se marco la proteina C3 (rojo) y los nucleos/DAPI (azul), las
imagenes de la seccion superior corresponden al grupo CON; las imagenes de la
seccion inferior al grupo SR10. Se observa el empalme de las tres marcas (C), y
el recuadro punteado en SR10 se magnifica en D. De la misma forma, se muestra

la microglia (E-G) marcada con Iba-1 (n = 1).
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9.3 La restriccion crénica de sueino modifica el perfil de citocinas de

manera diferencial en hipocampo y corteza cerebral.

Previamente nuestro grupo de investigacion reportd que 10 dias de restriccion de
suefio en ratones C57BL/6 promueve el incremento de algunas moléculas
proinflamatorias como TNF-a e IFN-y a nivel sistémico (Hurtado-Alvarado et al., 2017).
Ademas, el incremento en factores proinflamatorios se ha visto implicado en diversos
procesos a nivel de SNC, como el incremento de la permeabilidad de la BHE, procesos
de senescencia celular y neurotoxicidad (Preininger & Kaufer, 2022). Debido a estos
cambios previamente reportados decidimos evaluar un perfil de citocinas

proinflamatorias y anti-inflamatorias a nivel de SNC.

Encontramos que el TNF-a incrementa de manera progresiva desde los 3 dias de
restriccion de suefio en la corteza (F3,16 = 111, p <0.0001; Fig. 12A) y en el hipocampo
(Fs, 16 = 52.70, p < 0.0001, Fig.12B), al igual que la IL-18 que también presenta un
incremento progresivo, que inicia a los 5 dias de restriccidn de suefio en la corteza (F3,
16 = 57.78, p < 0.0001, Fig. 12C) y desde los 3 dias de restriccién de suefo en el
hipocampo (F3, 16 = 70.78, p < 0.0001, Fig. 12D), en ambas regiones el nivel maximo
se observd después de 10 dias de restriccion de suefo. En el caso de la IL-6, se
observé el incremento unicamente en el hipocampo (Fs, 16 = 4.277, p < 0.0213, Fig.
12F) después de 10 dias de restriccion de suefio. Se evaluaron los niveles de IL-1B3 a
nivel sistémico y encontramos que los niveles incrementaron después de 10 dias de
restriccion de suefio (Fs, 16 = 5.191, p = 0.0108, Fig. 12G).
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Fig. 12| La restriccion de sueio modifica
diferencial. Las graficas muestran los niveles de citocinas proinflamatorias TNF-a (A-B),
IL-1B (C- D) e IL-6 (E-F) en corteza cerebral, hipocampo e IL-1 3 en suero (G) de ratones
restringidos de suefio 3 (SR3), 5 (SR5) o 10 (SR10) dias comparados contra controles
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Por otro lado, en el perfil anti-inflamatorio se observd disminucién de la IL-4
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Fig. 13. La restricciéon de

sueino modifica citocinas antinflamatorias de forma

diferencial. Las graficas muestran los niveles de citocinas antinflamatorias IL-4 (A-
B), IL-10 (C-D) y BDNF (E-F) en corteza cerebral (Izquierda) e hipocampo (derecha)
de ratones restringidos de suefio 3 (SR3), 5 (SR5) o 10 (SR10) dias comparados

contra controles (CON). Los valores se expresan en pg/mg proteina. Media *

desviacion estandar, n = 5 por grupo, *p < 0.05, **p < 0.01; ***p <0.001 comparado

contra el CON.

44



unicamente en el hipocampo (F3, 16 = 11.18, p < 0.0003, Fig. 13B) desde los 3 dias de
restriccion de suefo, niveles que se mantuvieron hasta los 10 dias de restriccion de

sueno. No encontramos cambios en IL-10 ni en BDNF.

9.4 La restriccion créonica de sueiio induce senescencia celular en el

sistema nervioso central de animales jovenes.

La senescencia celular puede ser inducida en respuesta a ambientes inflamatorios, en
donde el estrés oxidativo incrementa (Lopez-Teros et al., 2022). Teniendo en cuenta
que la restriccion de suefo promueve este tipo de ambiente, evaluamos si la restriccion
de suefio puede favorecer este fendmeno en el SNC. Determinamos dos proteinas que
se usan como marcadores de senescencia celular, la enzima (-galactosidasa (B-gal)
y la proteina p21. Observamos que los niveles de 3-gal incrementan después de 10
dias de restriccion de suefio en ambas regiones, corteza (F3 20 = 4.798, p = 0.0112,
Fig. 14A) e hipocampo (F3, 16 = 5.292, p = 0.0100, Fig. 14B). Mientras que la proteina
p21 incrementa en el grupo SR10 en la corteza (F3,20 = 3.398, p = 0.0379, Fig. 14C) y
desde los 5 dias de restriccion de suefno en el hipocampo (F3,19 = 10.48, p = 0.0003,

Fig. 14D) manteniendo los niveles elevados a los 10 dias.

Ademas de los niveles en el contenido proteico, se llevaron a cabo ensayos de la
actividad de la enzima (-gal, mediante el reactivo X-gal (SA- B-gal), en cerebros de
animales restringidos de suefio durante 10 dias, quienes presentaron niveles elevados

en ambas regiones cerebrales. Se evalud la actividad de la enzima en cortes
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Fig. 14. La restriccion crénica de sueio induce senescencia celular en el sistema
nervioso central. Se muestran los niveles de los marcadores de senescencia (3-
galactosidasa y p21 en corteza cerebral (A, C) e hipocampo (B, D), en los grupos de
control (CON), restringidos de suefio 3 (SR3), 5 (SR5) o 10 dias (SR10). Se muestran
blots representativos en E (n=6). Media + SEM. n=5-6 por grupo, *p < 0.05, ***p <0.001
comparado contra el grupo CON.

cerebrales, que incluian las regiones CA1 y CA3 del hipocampo, asi como de la corteza

cerebral. La actividad de la enzima es evidenciada por la coloracion azul, es decir, a

mayor intensidad, mayor actividad. Observamos que los cortes cerebrales de los

ratones SR10 presentaban mayor actividad enzimatica en comparacion con el grupo

CON, lo cual, sugiere que existe mayor senescencia (Fig. 15).
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Fig.15 | Ensayos de la actividad de beta-galactosidasa asociada a senescencia (SA-f-gal)
después de 10 dias de restriccion cronica de suefio. A) Esquemas de las regiones
cerebrales en las que se evalud la actividad de B-galactosidasa, SA-B-gal. B) Micrografias
representativas de los ensayos de actividad de SA-B-gal (azul) en las regiones hipocampales
CA1 y CA3, asi como en la corteza cerebral de cerebros de animales controles (CON) y

restringidos de suefio 10 dias (SR10).
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10. DISCUSION

El suefio es una actividad fundamental en los animales, formando parte de un reloj
interno a través del cual se regulan multiples funciones en los organismos. El suefio
contribuye con la regulacion de diversos procesos fisiolégicos, que incluye procesos
de memoria, aprendizaje, salud mental, homeostasis metabdlica, entre otros (Zhai et
al., 2023; Kincheski et al., 2017; Li et al., 2023; Baranwalet al., 2023). Sin embargo,
actualmente se ha reportado la pérdida de suefo tanto en calidad como en cantidad,
considerandolo, asi como un problema de salud publica (Chattu et al., 2018). Mas del
35% de la poblacion adulta en México presenta problemas en la calidad de suefio
(Arrona-Palacios y Gradisar, Michael, 2021). Ademas, aun se desconocen muchos de

los mecanismos celulares y moleculares regulados por el suefio, incluyendo en el SNC.

Debido a ello, evaluamos cémo la restriccién de suefio afecta la funcion celular en el
cerebro, incluyendo el funcionamiento de la BHE, neuroinflamacién y senescencia
celular. Demostramos que la restriccion cronica de suefio induce disfuncion de la BHE,
que se acompana de neuroinflamacion y que contribuye al proceso de senescencia
celular, en las regiones cerebrales de corteza e hipocampo. Para lo cual utilizamos
ratones macho de la cepa C57BL6, los cuales fueron restringidos de suefo durante

3,5 6 10 dias, asi como los que tuvieron suefio normal (grupo control).

En este modelo observamos que la permeabilidad de la BHE incrementa desde los
primeros dias de restriccién de sueino (Fig. 5), asi como el decremento en proteinas

de uniones estrechas (Fig. 6), seguido del incremento de GFAP, indicando reactividad
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astroglial (Fig. 7). Estos cambios se presentan simultaneamente al incremento de
citocinas proinflamatorias (Fig. 12), desencadenando al décimo dia con niveles

elevados de marcadores de senescencia (Fig. 14) en corteza e hipocampo.

Observamos que la restriccién crénica de suefio induce cambios progresivos en la
estructura y funciéon de la BHE. Previamente, nuestro grupo de investigacion reporté el
incremento en la permeabilidad de la BHE después de 10 dias de restriccion de suefio
(Gomez-Gonzalez et al., 2013; Hurtado-Alvarado et al., 2017), sin embargo, aqui
observamos que estos cambios se presentan desde los 3 dias de restriccion de suenio,
en donde se observa el incremento de permeabilidad al azul de Evans a los 3 dias de
restriccion de sueno en el hipocampo (Fig. 5B), lo cual correlaciona con la disminucion
de la Cldn-5 en el hipocampo del grupo SR3. Mientras que la corteza cerebral muestra
incremento de la permeabilidad al azul de Evans después del quinto dia de restriccion
sueno, al igual que la disminucién de las proteinas Cldn-5 y ZO-1. La permeabilidad a
Na-F incrementa en la corteza cerebral en el grupo SR10 (Fig. 5C) y en el hipocampo

en el grupo SR5 (Fig. 5D).

Estos datos nos indican que la BHE se regula de forma distinta dependiendo de la
region cerebral, siendo mas susceptible el hipocampo y que la permeabilidad de la
BHE se presenta de forma diferencial entre los trazadores utilizados, siendo mas
susceptible a azul de Evans que a Na-F. El azul de Evans es una molécula que tiene
un peso molecular de 961 Da, al ser administrado periféricamente se une con albumina

sérica, creando una molécula con un peso de aproximadamente 69 kDa ,por lo que
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ademas funciona como un método indirecto para evaluar la extravasacion de albumina
hacia el parénquima cerebral. En el caso de la Na-F, ésta tiene un peso molecular de
aproximadamente 370 Da (Ahishali & Kaya, 2021). A pesar de que el azul de Evans
tiene un mayor peso molecular, puede ingresar antes que otros trazadores al
parénquima cerebral (Wu et al., 2021), sin embargo, algunos estudios indican que la
Na-F podria ingresar antes que el azul de Evans (Ahishali & Kaya, 2021).
Considerando que la Na-F es una molécula con carga negativa, al igual que la
membrana de la célula endotelial, podria considerarse necesaria la ausencia de
proteinas de union ocluyente para que pueda ingresar al parénquima cerebral a traves
de la via paracelular (Ahishali and Kaya, 2021). Esto sugiere que la alteraciéon de la
BHE no depende primordialmente del tamafo molecular, sino de la via y dinamica de
extravasacion, sugiriendo el ingreso de macromoléculas como la albumina, alterando
la homeostasis del SNC y con ello, contribuyendo a la generacion de reactividad
celular. Por otro lado, seria importante evaluar los mecanismos de expulsién del sodio
en el contexto de la pérdida de suefio, ya que estos mecanismos podrian influir en el

tiempo de la acumulacion de Na-F en el parénquima cerebral.

Se ha reportado que los procesos neuroinflamatorios se acompafian de disfuncion en
la BHE, reflejado por el incremento de la permeabilidad lo cual se deriva de cambios
en la estructura, particularmente la disminucién en las proteinas de union estrecha
como son claudina-5, ocludina y zénula ocludens-1 (Hurtado-Alvarado et al, 2017). Se

ha reportado que la pérdida de suefio promueve inflamacion de bajo grado, que es
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suficiente para generar cambios en la estructura y funcion de la BHE (Hurtado-
Alvarado et al., 2017; Medina-Flores et al., 2020). Ademas, la mala calidad de sueno
contribuye a exacerbar patologias como la enfermedad de Alzheimer (Verheggen et
al., 2018) e incrementar marcadores asociados a la senescencia celular en adultos

mayores en suero (Carroll et al., 2016).

Durante los procesos neuroinflamatorios se ha observado que las células gliales, tanto
la microglia como la astroglia pueden generar diferentes respuestas. Los cambios en
los astrocitos se conocen como astrogliosis, en donde se presenta incremento de
GFAP derivado de la proliferacion celular, asi como del cambio en la morfologia del
astrocito en condiciones neuroinflamatorias (Escartin et al., 2021). Previamente se
habia reportado el incremento de GFAP en roedores restringidos de suefio durante 10
dias en comparacion con los controles, lo cual también se ha asociado a cambios en
la funcionalidad de la BHE (Hurtado-Alvarado, et al., 2016). En este trabajo se observé
un incremento en la astrogliosis, desde los 5 dias de restriccién de sueio, sugiriendo
que la astrogliosis es uno de los eventos tempranos que podrian contribuir a la

disminucién de las proteinas de unidn ocluyente observada en este trabajo.

Los astrocitos son reguladores clave de la BHE, gracias a los factores troficos que
liberan hacia las células endoteliales (Abbott et al., 2006). En modelos de inflamacion
aguda, como es el caso de enfermedades neurodegenerativas o procesos infecciosos,
los astrocitos reactivos presentan un incremento en los niveles de GFAP. A pesar de

que la restriccion crénica de suefio promueve un estado inflamatorio de bajo grado
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(Hurtado-Alvarado et al., 2016, 2018; Manchanda et al., 2018), hemos encontrado
incrementados los niveles de GFAP desde los 5 dias de restriccion de suefio (Fig. 7),
lo que indica que la reactividad glial inicia antes de lo reportado previamente (Hurtado-

Alvarado et al., 2016).

En condiciones normales, los astrocitos son fundamentales para la homeostasis en el
SNC (Liu et al., 2017). Sin embargo, los astrocitos reactivos pueden perder algunas de
sus funciones (Clayton and Liddelow, 2025), por ejemplo, el suministro de factores
tréficos que contribuyen con la estabilidad de la BHE, ademas contribuyen con la
generacion del microambiente inflamatorio, ya que son capaces de liberar moléculas
que incluyen citocinas proinflamatorias, metaloproteinasas de matriz, y componentes
del sistema de complemento, como la proteina C3 (Liddelow et al., 2017b; Lépez-Teros

et al., 2024; Ranaivo et al., 2012).

Los astrocitos reactivos pueden generar diferentes respuestas segun el estimulo al
que se enfrentan, sin embargo, se ha descrito que pueden contribuir con una respuesta
neurotoxica, la cual involucra el incremento del componente C3 del sistema de
complemento; por otro lado, en condiciones de bajo oxigeno como los modelos de
hipoxia, incrementa la produccion de la proteina S100a10, que se ha asociado con una
respuesta neuroprotectora (Chang et al.,, 2023; Rodriguez-Callejas et al., 2025).
Debido a esto decidimos evaluar ambas proteinas en el curso de la restriccién de

sueno.
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Similar a lo que reporta Li y col. (2020), encontramos un incremento de la proteina C3
después de 5 y 10 dias de restriccidon de suefio en corteza cerebral e hipocampo,
respectivamente; mientras la proteina S100a10 se encuentra disminuida en el grupo
SR10 en ambas regiones (Fig. 8). Li y col. (2020) encontraron que después de la
exposicion a un estimulo inductor de neuroinflamacién, los niveles de C3
incrementaron, alcanzando su nivel maximo (en los puntos ahi evaluados) después de
7 dias, mientras que la proteina S100a10 disminuyo (Li et al., 2020). Este tipo de
fendmenos también ha sido reportado en enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica (ALS), asi como infecciones por
Flavivirus y en modelos de dolor crénico postquirurgico en donde observa que mientras
los marcadores de los astrocitos con respuesta neurotoxica incrementan, al igual que
GFAP, las moléculas asociadas con la respuesta neuroprotectora, como la S100a10,

disminuyen (King et al., 2020; Li et al., 2020).

Los niveles de C3 fueron evaluados inicialmente en tejido completo, por lo que para
determinar si efectivamente se encontraban en los astrocitos, procedimos a evaluar la
presencia de C3 en astrocitos usando GFAP y en microglia con Iba-1, mediante
microscopia confocal, en las regiones CA1 (Fig. 9) y CA3 (Fig. 10) del hipocampo, asi
como en la corteza cerebral (Fig. 11). Encontramos que la marca de C3 se co-expreso6
en las células GFAP+, pero no en las Iba-1+, como reporté previamente Taylor y col.
(2022). Ademas, la marca de C3 se observa cerca de los procesos microgliales. Esto

podria sugerir que la proteina C3 podria estar interactuando con su receptor, C3aR en
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la microglia (Litvinchuk et al., 2018). Esta interaccion C3-C3aR puede presentarse con
diversos tipos celulares, incluyendo microglia y células endoteliales, lo cual por un lado
promueve la activacién persistente de la microglia y a su vez, la neuroinflamacién
(Litvinchuk et al., 2018), y por otro, puede ser clave en la disfuncion de la BHE. Se ha
reportado en modelos in vitro (Taylor et al., 2022) e in vivo, que el incremento en C3 y
su asociacion con C3aR induce la activacion endotelial, ya que C3 promueve la
disminucidon en las proteinas de uniones estrechas e incrementa las moléculas de
adhesidn celular que favorecen la infiltracion leucocitaria. Asi mismo, la inhibicion de

esta via promueve la restauracion de la funcion de la BHE (Propson et al., 2021).

La activacion de los astrocitos puede deberse al ambiente proinflamatorio generado
por la restriccién cronica de sueno. Se ha descrito que la microglia secreta una serie
de moléculas que incluyen a TNF-q, IL-1 y la proteina C1q (Liddelow et al.,2017). Estas
proteinas estan involucradas en la activacion de los astrocitos mediante su interaccion

via CXCR7, que subsecuentemente activa la via PIBK/AKT (Li et al., 2020).

Se sabe que 10 dias de restriccion de sueio promueven el incremento de citocinas
proinflamatorias a nivel sistémico, incluyendo a TNF-a e IFN-y (Hurtado-Alvarado et
al.,, 2018), es por ello que evaluamos un perfil pro-inflamatorio y un perfil anti-
inflamatorio en la corteza y el hipocampo, a lo largo de la restriccion de suefio.
Encontramos un incremento en las citocinas pro-inflamatorias TNF-a, e IL-13 desde el
tercer dia de restriccién de suefio (Fig. 12). Teniendo en cuenta que la reactividad

astroglial se observa desde el dia 5 de la restriccién de suefio, es posible que la
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microglia se active a dias mas tempranos, promoviendo el incremento en estas
citocinas pro-inflamatorias y la induccién de la reactividad astroglial (Liddelow et al.,
2017). Por otro lado, también observamos que este proceso inflamatorio inicia a nivel
de SNC, ya que al evaluar los niveles de IL-1B a nivel sistémico (Fig. 12G), estos
incrementaron unicamente en el grupo SR10. Ademas, la IL-6 también mostré
incremento en el grupo SR10 en el hipocampo. La IL-6 es considerada una de las
citocinas secundarias, que pudiera ser inducida por TNF-a e IL-1B (Guisasola et al.,
2018), lo cual podria explicar este resultado. En cuanto a las citocinas anti-
inflamatorias, se observé una disminucion en los niveles de la IL-4 en el hipocampo.
Nuevamente el hipocampo muestra ser mas susceptible en comparacién con la
corteza. Carroll et al., (2016) reportaron incremento en marcadores de senescencia a
nivel sistémico con una noche de privacion de suefio en pacientes mayores de 60 afos

(Carroll et al., 2016).

No obstante, no hay suficientes estudios que evaluen si la restriccion cronica de suefio
en edades tempranas es capaz de inducir senescencia a nivel de SNC. Nuestros datos
muestran como factor comun que después de 10 dias de restriccion de suefo, a nivel
de SNC incrementan las citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 (Fig. 12), moléculas que forman
parte del SASP, que es uno de los marcadores clave de la senescencia celular. Debido
la heterogeneidad del fendmeno de la senescencia celular y para asegurarnos de que
estaba presente en nuestros modelos experimentales evaluamos 2 marcadores mas

de senescencia celular a lo largo de la restriccion de suefo. Incluimos un marcador
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lisosomal, la enzima B-galactosidasa (3-gal) y el inhibidor del ciclo celular, la proteina
p21 (Suryadevara et al., 2024). Encontramos un incremento de p21 desde los 5 dias
de restriccion de suefo en el hipocampo (Fig. 14D). En ambas regiones cerebrales los
niveles incrementaron a los 10 dias de restriccion de suefio (Fig. 15). Por lo tanto,
ademas de los niveles de B-gal, evaluamos la actividad de la enzima en el grupo CON
y SR10. En las imagenes representativas, se observa mayor actividad de la enzima -

galactosidasa, confirmando la senescencia inducida por la restriccion de sueno.

Similar a otros de los procesos aqui evaluados, observamos que el hipocampo parece
ser mas susceptible que la corteza cerebral en cuanto a la induccién de la senescencia
celular, en condiciones de restriccion de suefio. Ademas de presentar niveles elevados
de p21 de forma mas temprana que la corteza, se observaron diferencias regionales
en la regulacion de la BHE, asi como en los niveles de claudina-5, e IL-13, ademas de
las alteraciones que se observaron unicamente en el hipocampo como el incremento

en IL-6 y la disminucion de IL-4.

En el contexto de la BHE, se ha descrito que algunas regiones cerebrales reestablecen
su funcion con periodos cortos de recuperacion de suefio, sin embargo, el hipocampo
no es una estas regiones, lo que sugiere que requiere de tiempos prolongados para
reestablecer su funcion (Gomez-Gonzalez et al., 2013). Es posible que la reactividad
microglial temprana tenga un papel importante, ya que, en comparacion con otras
regiones cerebrales, el hipocampo presenta una mayor tasa proliferativa, lo cual se

podria asociar con una alta densidad y por lo tanto una rapida respuesta a estimulos,
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como la restriccidon cronica de suefo, contribuyendo a mantener el ambiente
inflamatorio y con ello, reactividad astroglial (Tan et al., 2020). Respecto a la densidad
de astrocitos, algunos estudios sefialan que hay una mayor densidad de astrocitos en
hipocampo en comparacion con la corteza cerebral (Grosche et al., 2013; Olude et al.,
2015). Sin embargo, esto depende de las subregiones evaluadas en cada estructura,
asi como de los marcadores astrociticos empleados (Forrest et al., 2023). También se
ha reportado que los astrocitos forman redes, las cuales presentan una mayor
conectividad funcional en el hipocampo que en la corteza (Zonca et al., 2025). Cabe la
posibilidad de que esta alta conectividad funcional de las redes astrociticas en el
hipocampo facilite la propagacion de la reactividad entre astrocitos, contribuyendo a
mantener el microambiente inflamatorio en esta regién. Sin embargo, se requieren mas

estudios para evaluar esta hipédtesis.

Dado que la senescencia celular y la inflamacion pueden ser eventos que comparten
moléculas, es complicado discernir entre ambos procesos, Suryadevara et al., (2024)
recomiendan evaluar al menos 3 marcadores de senescencia. Es por ello que en este

trabajo incluimos 5 marcadores.

En las células senescentes, la capacidad replicativa queda comprometida, resultando
en el arresto de ciclo celular, cambios en la expresién génica, asi como la generacion
del SASP (Victorelli & Passos, 2017). Algunos estudios han demostrado que la
restriccion de suefo puede promover el acortamiento de teldbmeros en células

periféricas, como leucocitos (Sabot et al., 2023; Zhang et al., 2019). Por otro lado,
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algunos de los inductores de senescencia celular pueden ser el dafno al DNA, las
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Ben-Porath & Weinberg, 2004), las citocinas
proinflamatorias como el TNF-q, los cuales también incrementan con la pérdida de
sueino (Alzoubi et al., 2012; Homann et al., 2022; Mir et al., 2025; Vaccaro et al., 2020),
lo cual genera un ambiente que favorece la senescencia celular. En condiciones
fisiolégicas los astrocitos son la mayor fuente de glutation (Chen et al., 2020), es
posible que al volverse reactivos disminuyan su actividad antioxidante, contribuyendo

con el dafo hacia la BHE.

Nuestros datos sugieren que la senescencia celular podria ser producto de la suma
del incremento en las citocinas proinflamatorias que inicia desde el dia 3 de la
restriccion de suefio, mas la reactividad astroglial, contribuyendo a mantener la
disfuncién de la BHE. Se ha reportado que tanto la enzima 3-galactosidasa como p21
pueden presentarse en astrocitos senescentes (Lazic et al., 2022; Lopez-Teros et al.,
2022). Sin embargo, aqui se evaluaron la corteza y el hipocampo completos, por lo
que se requieren mas estudios para determinar qué tipo de células en el SNC

presentan senescencia celular en consecuencia a la restriccidn de suefio.

Adicionalmente a las alteraciones inducidas por la restriccion cronica de suefio aqui
mostradas, la mala calidad de suefio se ha visto relacionada con la enfermedad de
Alzheimer (Vasciaveo et al., 2023; Verheggen et al., 2018), lo cual por una parte se
debe a que el sistema glinfatico se ve comprometido, permitiendo la acumulacion de

desechos celulares y metabolitos en el parénquima cerebral (Hablitz et al., 2020;
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Reddy & van der Werf, 2020; Vasciaveo et al., 2023; Rainey-Smith et al., 2018). Los
resultados de este trabajo muestran que la restriccion cronica de suefio, incluso en
modelos jovenes puede inducir procesos de senescencia celular en el cerebro, lo cual
puede ser un clave para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas de forma

prematura.

11. CONCLUSION

Nuestros hallazgos demuestran coémo la restriccion crénica de suefio puede generar
alteraciones progresivas en el SNC, impactando en funcion de BHE, de astrocitos y
promoviendo procesos de senescencia en un modelo murino de adultos jovenes,
acompanado de procesos inflamatorios locales en SNC, en los cuales, los astrocitos
reactivos tienen una participacién importante que inicia desde los primeros dias de
restriccion de suefio. Aunado a que este conjunto de cambios neuroldgicos induce
procesos de senescencia celular en el SNC. Este es el primer trabajo en donde se
demuestra que la restriccion crénica de suefio induce senescencia celular a nivel de
SNC en animales jovenes. Sin embargo, se requieren mas estudios que contribuyan a
dilucidar los mecanismos involucrados, asi como los efectos a largo plazo que puede

ocasionar la restriccion créonica de suehno.
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Fig. 16 | Alteraciones en el sistema nervioso central derivadas de

la restriccion crénica de sueio. Avilez-Avilez et al., 2025.

12. PERSPECTIVAS

e Evaluar los cambios morfolégicos de los astrocitos en los diferentes puntos de
la restriccion de suefo evaluados.

e Evaluar los cambios microgliales dentro de los 3 dias de restriccion de suefio,
para determinar si son iniciadores del proceso inflamatorio.

e Determinar los tipos de células a nivel de SNC que se vuelven senescentes, en

consecuencia, de la restriccion crénica de sueno.
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Abstract

Sleep loss promotes a chronic low-grade inflammatory status with increased levels of mflammatory cytokines. Sleep loss
also induces low-grade neuroinflammation characterized by glial reactivity and blood-brain barrier (BBB) dysfunction,
as evidenced by BBB hyperpermeability and tight junction disassembly. Additionally, it raises molecules related to the
senescence-associated secretory phenotype (SASP) in aged subjects, suggesting an mcrease mn senescent cells. Here, we
assessed the impact of sleep restriction on cellular senescence, neuroinflammation, and BBB function in the cerebral
cortex and hippocampus of young male C57BL/6 mice. Sleep restriction induced a progressive increase in BBB perme-
ability after 3, 5, and 10 days, along with a higher expression of the astroglial marker, the glial fibrillary acidic protein
(GFAP), and the expression of the C3 complement component. The pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor-o
(TNF-o), interleukin-1 beta (IL-1B), and interleukin-6 (IL-6) increased in a region-dependent form. Furthermore, the
progressive increase of the senescence markers p-galactosidase and p21 observed in both brain regions was accompanied
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Abstract

Sleep is a physiological process that preserves the integrity of the neurc-immune-
endocrine network to maintain homeostasis. Sleep regulates the production and secre-
tion of hormones, neurctransmitters, cytokines and other inflammatory mediators, both at
the central nervous system (CNS) and at the periphery. Sleep promotes the removal of
potentially toxic metabolites out of the brain through specialized systems such as the
glymphatic system, as well as the expression of specific transporters in the blood-brain
barrier. The blood-brain barrier maintains CNS homeostasis by selectively transporting
metabolic substrates and nutrients into the brain, by regulating the efflux of metabolic
waste products, and maintaining bidirectional communication between the periphery
and the CNS. All those processes are disrupted during sleep loss. Brain endothelial cells
express the blood-brain barrier phenotype, which arises after cell-to-cell interactions with
mural cells, like pericytes, and after the release of soluble factors by astroglial endfeet.
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| sistema nervioso central se caracteriza por pre-

sentar células con funciones muy particulares, las

mas conocidas y estudiadas son las neuronas; sin

embargo las neuronas no son las unicas células
que residen en el sistema nervioso central o las unicas
que forman el cerebro. Ademas de las neuronas encon-
tramos otro tipo de células, denominadas globalmente
como glia, que incluye a los astrocitos, los oligodendroci-
tos y la microglia.

La microglia es una célula inmune que reside en el sis-
tema nervioso central y su tarea principal es la de prote-
ger al cerebro de diversos dafios que se puedan presen-
tar, por ejemplo infeccidn o invasion de células ajenas al
cerebro. De tal modo que podriamos decir que las células
microgliales son un sistema de defensa del cerebro. Fue
Pio del Rio Hortega, estudiante y colaborador de San-
tiago Raman y Cajal, el primer investigador en describir
estas células, y quien le llamé microglia por su pequerio
tamafio en comparacion con las neuronas.

Las células microgliales son un tipo de glia, caracteri-
zada por contener citoplasma escaso y prolongaciones
irregulares. A pesar de que estas células residen en el sis-
tema nervioso central, esto no siempre es asi. Estas célu-
las migran desde la periferia hacia el cerebro a traves de
los vasos sanguineos en etapas tempranas del desarro-
llo, en el caso de los humanos esto ocurre a partir de la
mitad del primer trimestre de gestacion y hasta la mitad
del segundo trimestre; en el caso de los roedores ocu-
rre entre los dias embrionarios 10 a 19. La morfologia
de las células microgliales en esta etapa es semejante
a la de los monocitos, es decir redonda. Sin embargo,
una vez que llegan al cerebro, la morfologia cambia, se
convierten en células ramificadas, es decir, extienden
prolongaciones largas y espinosas. Una vez instalada en
su puesto de vigilancia, la microglia ramificada mueve
lentamente sus prolongaciones para detectar cambios
en el microambiente cerebral.

Dependiendo de las condiciones del ambiente cere-
bral, la microglia puede modificar su morfologia, ade-
cuandose para generar la mejor respuesta ante esos
cambios. En condiciones adversas para el cerebro la mi-
croglia se vuelve reactiva, las ramificaciones de la célu-
la se vuelven algo robustas y abundantes. La microglia
reactiva puede presentar diferentes respuestas que
dependen del estimulo nocivo al que se enfrentan; sin
embargo, existen dos fenotipos extremos, los fenotipos
M1 y M2. La microglia reactiva M1 se caracteriza por la
generacion de moléculas como citocinas, quimiocinas y
especies reactivas de oxigeno. Todos esos agentes bio-
quimicos le permiten a la microglia eliminar patégenos
y agentes dafiinos para el sistema nervioso, asi como
reclutar (llamar) a otras células del sistema inmune. Al
igual que ocurre con el ejército que se mueve a zonas de
guerra, la microglia reactiva migra de manera numerosa
desde sus posiciones originales hacia regiones nerviosas
con procesos infecciosos, dafio por traumatismo o por
enfermedades neurodegenerativas. También podemos
encontrar la contraparte de la microglia agresiva que
busca dafiar a los agentes patégenos, se trata de la mi-
croglia reactiva de tipo anti-inflamatorio o0 M2; que seria
similar al ejército atendiendo una emergencia por desas-
tres naturales. La microglia reparadora M2 libera factores
tréficos, que promueven el crecimiento y reparacién de
las prolongaciones neuronales.

La microglia puede adquirir la habilidad de fagocitar,
que es el proceso en el que la célula medifica su mor-
fologia para engullir o “comerse” diversas particulas y
fragmentos de células con el proposito de degradarlas.
En la fagocitosis la microglia adquiere la morfologia de un
macrofago, es decir, las prolongaciones irregulares dis-
minuyen, el citosol se vuelve mas abundante y presenta
movimientos ameboides. Ademas de fagocitar microor-
ganismos patogenos, esa morfologia ayuda a la limpieza
de residuos que generan las neuronas, a la eliminacion

* Estudiante de Doctorado en Biologia Experimental, CBS, UAM-L.
** Area de Neurociencias, Dpto. Biologia de la Reproduccién, UAM-L
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