UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA

Casa abierta al tiempo
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
POSGRADO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EFECTO DE LA PRIVACION DE SUENO MOR SOBRE MARCADORES
METABOLICOS E INFLAMATORIOS EN RATAS

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

P RESENTA:":

Biologa Experimental Malinalli Brianza Padilla

Directores:
Dr. Gonzalo Vazquez Palacios
Dra. Herlinda Bonilla Jaime
Asesor:

Dr. Julio César Almanza Pérez

México D.F. 26 de Julio de 2012



Comité Tutoral

Co-directora
Dra. Herlinda Bonilla Jaime
Profesor — Investigador Titular C
Departamento de Biologia de la Reproduccion

Universidad Autbnoma Metropolitana — Iztapalapa

Co-director
Dr. Gonzalo Vazquez Palacios
Profesor — Investigador
Colegio de Ciencia y Tecnologia
Universidad Autonoma de la Ciudad de México

San Lorenzo Tezonco

Asesor
Dr. Julio César Almanza Pérez
Profesor Investigador - Titular C
Departamento de Ciencias de la Salud

Universidad Autbnoma Metropolitana - Iztapalapa



El presente trabajo fue realizado en la Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa, en el laboratorio de biologia conductual y reproductiva, bajo la Co-
direccién de la Dra. Herlinda Bonilla Jaime y el Dr. Gonzalo Vazquez Palacios, y en
el laboratorio de Farmacologia bajo la asesoria del Dr. Julio César Almanza Pérez.
La alumna Malinalli Brianza Padilla recibié6 una beca CONACyT, con el nimero de

registro (CVU/Becario) 372651/248825.



Miembros de Jurado

Los miembros del jurado fueron designados por la comision académica del posgrado
en Biologia Experimental de la Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud de la
Universidad Autonoma Metropolitana, unidad Iztapalapa, los abajo firmantes
aprobaron la tesis titulada “Efecto de la privacién de suefio MOR sobre marcadores
metabdlicos e inflamatorios en ratas”, con fecha de presentacién para obtener el
grado de Maestria, el dia 26 de Julio de 2012.

Dr. Julio César Almanza Pérez

Laboratorio de Farmacologia

Departamento de Ciencias de la Salud

Universidad Auténoma Metropolitana- Iztapalapa (Presidente)

Dr. Fausto Sanchez Mufioz

Departamento de Inmunologia

Instituto Nacional de Cardiologia (Ignacio Chavez) (Secretario)

Dra. Renata Saucedo Garcia

Unidad de Investigacion Médica de Enfermedades Enddcrinas

Hospital de Especialidades

Centro Médico Nacional Siglo XXI (Vocal)

Dr. José Alberto Barradas Bribiesca

Departamento de Psicologia

Division de Ciencias de la Salud

Universidad de Guanajuato, campus Leon (Vocal)



Dedicatoria

A Hasen

Mi fuente de vida, mi motor, mi motivo de lucha, mi mas grande impulso para
mantenerme con fortaleza y perseverancia, a mi compariero de suefios, de sonrisas
. el mas grande de los regalos que me ha otorgado la vida.

Gracias hijo hermoso por estar aqui.

Te amo inmensamente

“La vida es hermosa, vivirla no es una casualidad” *Albert Einstein

-4-



Agradecimientos

A mis directores y asesor

Por su apoyo incondicional, por su paciencia, por siempre creer en mi y por tantas
ensefianzas tanto académicas como de vida.

Al jurado evaluador

Por su objetividad y apoyo, sus comentarios siempre puntuales le otorgaron mayor
calidad a este trabajo

A mis comparfieros de laboratorio
Por los momentos compartidos y los momentos de alegria.
A mis amigos

Complemento de mi vida y el soporte de mis ideales, por las manos honestas que no
permiten derrotas ni declives.

A mi familia
Por el apoyo y el amor
A Daniel

Por educarme emocionalmente y guiarme para encontrar una forma diferente de
Vivir.

“Hay dos formas de educacion: la que te ensefia a ganarte la vida y la que te ensefia
a vivir’ *Anthony De Mello



INDICE

Péagina

1. Abreviaturas 7

2. Resumen 8
3. Abstract 10
4. Introduccion 11
5. Antecedentes 14
5.1 Generalidades del suefio 14
5.1.1 Funciones generales del suefio 17
5.1.2 Funciones del suefio MOR 19
5.2 Privacion de suefio 20
5.2.1 Métodos de Privacion de suefio MOR 21
5.2.2 Privacion de suefio e impacto en la calidad de vida 23
5.3 Generalidades del metabolismo 25
5.3.1 Regulacion hormonal de metabolismo 26
5.3.2 Trastornos del metabolismo 29
5.3.3 Regulacion suefio — metabolismo 31
5.3.4 Privacién de suefio MOR y metabolismo 33
6. Justificacion 34
7. Pregunta de Investigacion 35
8. Hipdtesis 35
9. Objetivos 36
9.1 Objetivos particulares 36
10. Disefio experimental 37
10.1 Modelo experimental 37
10.2 Método de plataformas mdltiples para privacion de suefio MOR 38
10.3 Evaluacién de parametros bioquimicos 39
10.4 Prueba de tolerancia a la glucosa oral 40
10.5 Ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas (ELISA) 41
10.6 Andlisis estadistico 41
11. Resultados 42
11.1 Efecto de la PSMOR sobre el peso corporal 42
11.2 Efecto de la PSMOR sobre la PTGO 43
11.3 Efecto de la PSMOR sobre los niveles de insulina 45
11.4 Efecto de la PSMOR sobre el panel de lipidos 46
11.5 Efecto de la PSMOR sobre los niveles de corticosterona 48
11.6 Efecto de la PSMOR sobre los niveles de grelina y leptina 49
11.7 Efecto de la PSMOR sobre los niveles de IL-6 51
11.8 Integracioén de resultados 52
12. Discusién 54
13. Conclusion 71
14. Referencias 72



1. ABREVIATURAS

CRF
DT2
EEG
EMG
EOG
FRP
GH
HA
HHA
HDL
IG
IL-18
IL-6
IMC
LDL
MOR
MPM
NMOR
P-CR
PTAS
PPARS
PPCS
PPS
PS
PSA
PSMOR
PSOL
PSS
PTGO
PTS
RI
SNC
SM
SMOR
soL
TG

TNFa
VLDL

Factor liberador de corticotropina
Diabetes mellitus tipo 2
Electroencefalograma
Electromiograma

Electroculograma

Formacion reticular pontina

Hormona de crecimiento

Hipertensién arterial

Eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
Lipoproteina de alta densidad
Intolerancia a la glucosa

Interleucina tipo 1B

Interleucina tipo 6

indice de masa corporal

Lipoproteina de baja densidad
Movimientos oculares rapidos
Método de plataformas multiples

No movimientos oculares rapidos
Proteina C reactiva

Privacion total aguda de suefio
Receptores activados de proliferacion de peroxisomas
Privacion parcial cronica de suefio
Privacion parcial de suefio

Privacion de suefio

Privacion de suefio aguda

Privacion de suefio de movimientos oculares rapidos
Privacion de suefio de ondas lentas
Privacién de selectiva de suefio
Prueba de tolerancia a la glucosa oral
Privacion total de suefio

Resistencia a la insulina

Sistema nervioso central

Sindrome metabdlico

Sueno de movimientos oculares rapidos
Suefio de ondas lentas

Tolerancia a la glucosa

Factor de necrosis tumoral tipo a
Lipoproteina de muy baja densidad



2. RESUMEN.

El suefio es una condicion bioldgica imprescindible, se caracteriza por una conducta
de pasividad y disminucién de la respuesta a estimulos externos. El suefio se ha
dividido en dos fases: la fase de suefio de ondas lentas (SOL) y la fase de suefio de
movimientos oculares rapidos (SMOR), la que se presenta una pérdida del tono
muscular, acompafiada de la mayoria de las ensofiaciones que se presentan a lo
largo del suefio. La privacion de esta fase de suefio es el objeto de estudio del

presente trabajo.

La modernidad de los medios de comunicacion, las jornadas laborales excesivas, la
rotacion de turnos laborales, etc. han favorecido a la disminucién en las horas de
suefio, esto tiene efecto no solo en el desempefio laboral y social, sino también en la
salud de la personas, pues cada vez existen mas evidencias de que la privacién de

suefio (PS) contribuye al incremento en la incidencia de enfermedades metabdlicas.

El objetivo de este trabajo fue determinar las alteraciones que pueden provocar
diferentes periodos de privacion de suefio de movimientos oculares rapidos
(PSMOR), asi como un periodo de recuperacion de 20 dias posterior a 8 dias de
PSMOR sobre los niveles de glucosa y su comportamiento en la prueba de tolerancia
a la glucosa oral (PTGO), niveles de insulina, IL-6 y hormonas relacionadas con la
ingesta de alimento (grelina y leptina), asi como las concentraciones de
corticosterona como marcador general de induccion a estrés fisioloégico. Para el
desarrollo del proyecto se utiliz6 como modelo rata macho Wistar de 3 meses de
edad, en 4 grupos experimentales con n=5 por experimento independiente: 1 dia de
PSMOR, 4 dias de PSMOR, 8 dias de PSMOR y 8 dias de PSMOR con 20 dias de
recuperacion, para cada experimento de realiz6 la PTGO en 5 tiempos de
observacién, posteriores a la administracién de dextrosa anhidra y el perfil de lipidos
en sangre total. Las citocinas y hormonas se analizaron por la técnica de ELISA,
también se evaluo el peso corporal durante y después de la PSMOR. Los animales
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del grupo control fueron mantenidos durante los mismos periodos en la caja de
privacion de suefio pero solo con aserrin. Para el analisis estadistico, los resultados
se presentan como M + EEM. En todos los casos se utilizé un andlisis de varianza, y
para encontrar diferencias entre grupos se utilizaron pruebas de comparaciones
multiples (Tukey y Newman-Keuls), la totalidad de las pruebas estadisticas se
efectuaron en el programa GB-STAT.

Los resultados reflejan una disminucion progresiva del peso corporal dependiente del
tiempo de PSMOR, dicho efecto no puede ser reversible a pesar de transcurrir 20
dias de recuperacién. La PSMOR induce hipoglucemia en todos los tiempos, sin
embargo la recuperacion provoca un incremento en las concentraciones de glucosa.
En cuanto a la insulina se observa una disminucién en la concentracion desde el dia
1 de PSMOR, misma que se restablece posterior al periodo de recuperaciéon. La
PSMOR causa disminucion en los niveles de triglicéridos, lipoproteinas de alta
densidad (HDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) e incrementos en la
concentracion de lipoproteinas de baja densidad (LDL). La PSMOR induce un
incremento en los niveles de corticosterona a los 8 dias de PSMOR, condiciéon que
se mantiene luego de 20 dias de recuperacion. La PSMOR por 8 dias también induce
un incremento en los niveles de grelina y una disminucién progresiva en los niveles
de leptina. Las concentraciones de IL-6 se incrementan por efecto de la PSMOR, sin
embargo, después de 20 dias de recuperacién estos niveles no se restablecen.

Concluimos que los efectos metabdlicos inducidos por la PSMOR son dependientes
de su duracién, algunas alteraciones fisioldgicas inducidas por la PSMOR como el
peso corporal, IL-6, corticosterona y glucosa, no se restablecen después de un

periodo de recuperacion de 20 dias.



1. ABSTRACT

Sleep is a biological imperative condition is characterized by a pattern of passivity
and decreased response to external stimuli. Sleep is divided into two phases: the
phase of slow wave sleep (SWS) and the phase of rapid eye movement sleep
(SMOR), which shows a loss of muscle tone, accompanied by most of the dreams
that occur during sleep. The deprivation of this phase of sleep is the object of study of
this work. The modernity of the media, excessive working hours, rotating shift work,
etc. have contributed to the decline in sleep, this has an effect not only on labor and
social performance, but also the health of the people because there is increasing
evidence that sleep deprivation (PS) contributes to increased incidence of metabolic
diseases. The aim of this study was to determine the alterations that can cause
various periods of deprivation of rapid eye movement sleep (PSMOR) and a recovery
period of 20 days after 8 days of PSMOR on glucose levels and performance in oral
glucose tolerance test (OGTT), insulin, IL-6 and hormones involved in food intake
(ghrelin and leptin) and corticosterone concentrations as a general marker of
physiological stress induction. To do this, We used male Wistar rats 3 months old in 4
independent experimental groups with an n=5: 1 day PSMOR, PSMOR 4 days, 8
days and 8 days PSMOR with 20 days of recovery for each experiment performed
OGTT in 5 days of observation after administration of anhydrous dextrose and lipid
profile in whole blood. Cytokines and hormones were analyzed by ELISA, was also
assessed body weight during and after the PSMOR. Control animals were kept in the
same periods in the box of sleep deprivation but only with sawdust. For statistical
analysis, the results are presented as Media + SEM. In all cases we used analysis of
variance, and to find differences between groups were used multiple comparison
tests (Tukey and Newman-Keuls). All statistical tests were performed in the GB-STAT
program. The results show a progressive decrease in body weight PSMOR time-
dependent, this effect cannot be reversible although recovery after 20 days. The
PSMOR induced hypoglycemia in all times, however the recovery causes an increase

in glucose concentrations. As to insulin is a decrease in concentration from day 1 of
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PSMOR; it was restored after recovery period. The PSMOR cause decreased levels
of triglycerides, high density lipoprotein (HDL), low density lipoprotein (VLDL) and
increases in the concentration of low density lipoprotein (LDL). The PSMOR induces
an increase in corticosterone levels after 8 days of PSMOR, a condition that remains
after 20 days of recovery. The PSMOR for 8 days also induces an increase in ghrelin
levels and a progressive decrease in leptin levels. Concentrations of IL-6 increased
the effect of PSMOR, however after 20 days of recovery these levels are not restored.
We conclude that the metabolic effects induced PSMOR are dependent on its
duration, some physiological alterations induced by PSMOR such as loss body
weight, increases in IL-6, corticosterone and glucose, are not restored after a

recovery period of 20 days.

1. INTRODUCCION

El dormir es una actividad fisiolégica de indudable relevancia, caracterizada por una
conducta de pasividad y una disminucién en la capacidad de respuesta a estimulos
externos (Jones, 1998). Una de las caracteristicas neurobiolégicas del suefio es su
divisién en dos fases: fase de movimientos oculares rapidos (MOR) y fase no MOR o
también conocido como suefio de ondas lentas (SOL), como su nombre lo indica el
movimiento ocular marca una diferencia entre una fase y otra, es en el suefio MOR
(SMOR) donde existe atonia muscular acompafada con la mayor cantidad de
ensofiaciones, ademas de la presencia de caracteristicas polisomnograficas

similares a las que presenta el estado de vigilia o el estar despierto (Nilsson, 2004).

Con el paso de los afos y la modernizacion de los medios de comunicacion, las
horas de suefio de los seres humanos se han ido reduciendo de manera progresiva,
afectando no solo el desempefio laboral y social, sino también la salud de la persona
que esta durmiendo menos tiempo. Una de las enfermedades multifactoriales que
pueden asociarse con la carencia de suefio es la diabetes mellitus tipo 2 (DT2), la

cual representa un grave problema de salud publica por su alta prevalencia e impacto
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econdmico y social, por lo que es necesario buscar formas de disminuir la incidencia
y mortalidad. Hasta ahora los factores adquiridos mas comunes y reconocidos que
contribuyen al desarrollo de la DT2 tienen que ver con la falta de actividad fisica y la
elevada ingesta de alimentos ricos en carbohidratos y lipidos. Sin embargo, cada vez
hay mas evidencia de que el estilo de vida moderna: la privacion y el acortamiento
del dormir, también estan contribuyendo al aumento en la incidencia de esta
enfermedad (Knutson, 2008; Barone, 2011). En la actualidad, hay un limitado
reconocimiento publico sobre la importancia del dormir en relacion a la salud y en
particular sobre la DT2 y el sindrome metabdlico (SM). En la literatura existen pocos
estudios que consideran a la privacion de suefio (PS) como un factor de riesgo para

la aparicion, desarrollo o agravamiento de la DT2.

Sin embargo, estudios epidemiolégicos, tanto transversales como prospectivos, han
mostrado que la corta duracién y la baja calidad de suefio predicen el desarrollo de
DT2 y obesidad (Spiegel, 2009).

La mayoria de los trabajos sobre privacion de suefio han sido aislados,
puntualizando en algun parametro en particular (si se elevan o disminuyen los niveles
de algunas moléculas o el efecto de la administracion exégena de alguna sustancia
sobre la organizacion del suefio) y en la mayoria de los casos han mostrado una
correlacion estadistica entre PS y DT2. En algunos estudios se sugieren relaciones y
nuevas hipotesis de acuerdo a los resultados, pero por desgracia muy pocas de
estas lineas sugeridas han sido corroboradas en subsecuentes trabajos o han
generado lineas de investigacion que abarquen mas alla de la participacion de
alguna sustancia y/o molécula en la regulacion del suefio a nivel cerebral, sin realizar
un estudio de los efectos provocados a nivel sistémico. Solo en algunos casos se ha
intentado integrar o correlacionar al suefio con la aparicion y desarrollo de algun
problema de salud o patologia especifica. Aunado a esto los métodos de PS adn no
se tienen bien estandarizados y hasta tiempos recientes se han cuestionado los
efectos de factores de estrés intrinsecos inducidos por los propios procedimientos de
PS habituales como la manipulacion, el aislamiento, la inmovilidad o la restriccion del
-12 -



movimiento. De hecho, la naturaleza y la relacion causa-efecto entre las
consecuencias inducidas por la PS, en sus diferentes variantes, en particular la
PSMOR sobre la aparicidon, el desarrollo o agravamiento de la DT2 es incierta y

requiere ser explorada sistematicamente y a mayor profundidad.

Ante todo lo anterior, la mayoria de las referencias del presente trabajo se refieren a
estudios epidemioldgicos en humanos y pocos estudios experimentales en ratas.
Asimismo no existe una revision sobre la integracion de todas estas, acerca de los

efectos de la PS experimental (en humanos o animales) y la salud.

Entre las particularidades que se conocen, el suefio podria tener un efecto
importante sobre el peso corporal, debido a sus funciones reguladoras sobre el
apetito y la funcion endocrina, esto aunado a que el tejido adiposo juega un papel
endocrino importante para la regulacion del apetito al secretar hormonas como la
leptina, el mismo tejido adiposo tiene la capacidad de inducir procesos inflamatorios
por la liberacién de factores pro-inflamatorios como el factor de necrosis tumoral
(TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6) por mencionar algunos. Es posible que la
produccién elevada de citocinas pro-inflamatorias sea un factor de riesgo importante
para desencadenar resistencia a la insulina 'y DT2. Cuando existe obesidad y/o DT2
la patologia normalmente se acomparia de hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia,
entre los tratamientos mas utilizados para la DT2 se encuentran algunos
hipoglucemiantes como la tiazolidinediona que inducen la activacion de los
receptores de proliferacion de peroxisomas (PPAR’s), los cuales se expresan
principalmente en el tejido adiposo y entre sus funciones esta la de sensibilizar a la
insulina, lo que significa que la presencia de estos receptores podria favorecer la
homeostasis de la glucosa. (Hauner, 2005). Por todo lo anterior se considera que
puede existir una relacion importante entre la ausencia de suefio y la falta de
regulacion metabdlica en lipidos y glucosa, asi como una modificacion en el

comportamiento de hormonas reguladoras del apetito.
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El objetivo del presente proyecto fue determinar los cambios que pueden provocar
diferentes periodos de PSMOR sobre los niveles de glucosa, insulina, IL-6, hormonas
relacionadas con la ingesta de alimento y otros componentes metabdlicos en la rata,
con base en la hipotesis general que supone que la privacion total (PT), parcial o
selectiva de suefio (como la PSMOR), pueden inducir alteraciones en el metabolismo
energeético y/o en la respuesta inflamatoria.

2. ANTECEDENTES
5.1 Generalidades del suefio

El suefio se ha definido como un estado de quietud conductual, acompafiado de una
postura de inmovilidad caracteristica en cada especie, con una disminuida capacidad
de respuesta a estimulos. El suefio esta constituido por diferentes fases y estados
gue se presentan de manera ciclica. Las fases del dormir se definen segun los
patrones caracteristicos que se observan mediante el electroencefalograma (EEG),
el electroculograma (EOG) y el electromiograma (EMG). Estos perfiles generan dos
estados del suefio que se alternan a lo largo de la noche: el suefio MOR y el suefio
no MOR o también conocido como suefio de ondas lentas (SOL). Con base en la
actividad EEG el SOL se subdivide en 3 etapas (N1, N2 y N3) (Silber, 2007) que en
orden creciente reflejan la integracion del conjunto de encéfalo en frecuencias
progresivamente mas lentas, la etapa mas profunda N3, se vincula con la
restauracion somatica y la regulacion de la liberacion hipofisiaria de hormona de

crecimiento. (Van Cauter, 1999).

En SMOR la actividad del EMG permanece ausente, reflejando la atonia muscular,
caracteristica importante de esta fase (Nilsson, 2004). La vision actual de la
regulacion fisioldgica del suefio sostiene que hay dos componentes en la regulacion:
1) la necesidad homeostatica del suefio que se manifiesta por un aumento de la
propensién a dormir después de la PS y la disminucién de esta propension al dormir,
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a este proceso se le denomina componente homeostéatico, y 2) un marcapasos
circadiano (~24 h ), que es basicamente independiente del suefio y la vigilia, pero
gue determina los tiempos de inicio y terminacion del suefio mediante el cambio del
umbral de la necesidad del dormir (Borbely, 1982). Tanto el marcapasos circadiano
como el componente homeostatico del dormir contribuyen a la consolidacién del
suefio. La interaccion entre estos procesos son la base para consolidar el suefio por
la noche y una presion para dar paso a la vigilia durante el dia. Asi, la propension a

dormir depende de la cantidad de PS y del ciclo circadiano.

Los niveles de excitacion y el estrés también desempefian un papel fundamental en
el proceso de induccion del suefio, un elevado nivel de excitacion esta asociado con
una disminucién de la propensién al suefio y viceversa (Germain, 2003). Estos
factores pueden ser facilmente interrumpidos por influencias exégenas tales como la
PS, alteraciones de los horarios laborales y el uso de medicamentos o la presencia

de algunas enfermedades.

Cuando hablamos de roedores, en caso especifico de la rata, el ciclo suefio-vigilia
es polifasico, con mayor cantidad de suefio durante la fase luminosa o de reposo y
una mayor actividad durante la fase oscura. Hablando puntualmente de SMOR, este
se puede registrar polisomnograficamente tanto en la corteza como en la formacién
hipocampica. La duraciéon de cada episodio de SMOR en la rata es muy variable de
1-5 minutos 0 mas, el inicio de un episodio de SMOR esta marcado por la pérdida
total de tono muscular principalmente en el cuello, ademas de la presencia de
actividad rapida en EEG, el final de un episodio de SMOR esta delimitado por la
recuperacion subita del tono muscular, ya sea para pasar a la vigilia o regresar a
SOL, la atonia muscular coexiste con activaciones fasicas del resto de la
musculatura, que se manifiesta en forma de sacudidas repentinas y bruscas,

movimientos de vibrisas, orejas y cola. (Borbély y Tobler, 1985).

El ciclo suefio-vigilia es una manifestacion basica de la actividad del sistema nervioso

central (SNC) a la vez que es regulado por diversas estructuras cerebrales. Siendo
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principalmente que la modulacién de SOL depende preferentemente de estructuras
rostrales: prosencefalicas, mientras que la modulacién del SMOR depende de
estructuras romboencefalicas y/o del tronco cerebral. (Prospero y Drucker, 1996).
Asi mismo se sabe que el hipotalamo posterior envia fibras histaminérgicas difusas a
la corteza y al tdlamo, conexiones consideradas como parte del sistema activador de
la vigilia, pues su lesioén produce somnolencia continua (Nauta, 1946).

El area predtica medial juega un papel importante en el control del suefio, asi como
en el control de otras funciones fisiolégicas como la temperatura. Cuando es
lesionada esta estructura causa alteraciones en el SOL y en el SMOR (Asala, 1990).
Por otra parte el ndcleo accumbens presenta células neuronales que se activan
preferentemente durante la vigilia y el SMOR (Prospero y Druker, 1996). Y también
se sabe que el tronco cerebral contiene una gran variedad de nucleos que modulan
diversas funciones relacionadas con el SMOR (Semba y Fibinger, 1992; Shiromani,
1992).

Se ha determinado que la actividad unitaria de las células del locus coeruleus y del
rafé dorsal presentan una frecuencia de disparo maxima durante la vigilia, que
disminuye durante SOL, desapareciendo durante el SMOR (McGinty y Harper 1976).
Otra estructura importante es el bulbo raquideo que tiene dos nucleos que participan
en la estimulacion eléctrica para que se de la atonia muscular en SMOR, estos
ndcleos son el magnocelular y el paramediano, las neuronas de ambos nudcleos
proyectan sus fibras axonales por el tracto reticulo-espinal ventrolateral hacia
diferentes niveles de la médula 6sea donde hacen sinapsis con interneuronas lo que
induce la atonia muscular (Chase y Morales, 1994). Los movimientos oculares
rapidos generados en la fase de SMOR son generados por del tronco cerebral,

especialmente en la formacion reticular pontina (FRP) (Gottesmann, 1997).

El suefio ejecuta importantes efectos moduladores sobre la mayoria de los
componentes del sistema endocrino e inmune, desde las hormonas del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) como la hormona del crecimiento (GH), prolactina

y cortisol, hasta hormonas que regulan el balance de electrolitos y agua asi como el
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metabolismo de lipidos y carbohidratos. Existen moléculas como grelina, leptina,
factor liberador de corticotropina (CRF) y diversas citocinas, que pueden tener
influencia sobre el suefio y por tanto pueden ser considerados como “factores de
sueno” (Weikel, 2003). Por ejemplo, se sabe que existen vias bidireccionales de
comunicacién entre el cerebro y el sistema inmune-endocrino, que son capaces de

modular la defensa del huésped y los mecanismos del suefio (Opp, 2005).

De las citocinas estudiadas hasta ahora, la evidencia indica que algunas
interleucinas como IL-6 e IL-1B, estan involucrados en la regulacion del suefio
(Majde, 2005). Pues IL-1B altera directamente los patrones de descarga de las
neuronas en los circuitos del hipotalamo y del tronco cerebral implicados en la
regulacion del ciclo suefio-vigilia. En la rata, la administracion de IL-18 aumenta el
SOL y en los seres humanos el patron circadiano de liberacion de la IL-6 coincide
con el de suefio/somnolencia y se eleva en los trastornos que presentan
hipersomnolencia diurna como la narcolepsia y la apnea obstructiva crénica de suefio
(SAOS) por sus siglas en inglés (Vgontzas, 2005). Ademas, la secrecion de esta
citocina es estimulada por la pérdida total o parcial del suefio que se refleja en el
aumento de la somnolencia que experimentan los individuos privados de suefio. Se
ha sugerido que la IL-6 es un mediador de la somnolencia y su patrén circadiano
refleja la presibn homeostatica para dormir. Diversos reportes indican que la
privacién parcial de suefio (PPS) a corto plazo aumenta los niveles plasmaticos de
marcadores de inflamacion sistémica como TNF-a e IL-13 por células mononucleares
de sangre periférica (Uthgenannt, 1995). La secrecion de IL-6 es estimulada por la
pérdida aguda, total o parcial del suefio (Vgontzas, 2005). Esto resulta interesante
porque estos factores se relacionan con trastornos metabdlicos como la diabetes y la
obesidad (Mullington, 2010).
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5.1.1 Funciones generales del suefio

El hecho de pasar aproximadamente ocho horas diarias dormidos, que es la tercera
parte de nuestra vida, sugiere que el suefio debe tener una funcion fisioldgica muy
importante. De manera similar a los humanos, todos los animales muestran ciclos de
reposo conductual con duracion variable, la fase de reposo podria ser considerada
como condicion comparable a nuestro suefio (Horne, 2002). Las hipotesis sobre la
funcion del suefio son numerosas y muchas de ellas lo explican como un proceso
homeostatico.

Algunas de las hipotesis se centran en diferentes aspectos de la homeostasis como
la restauracion tisular, el balance energético, la termorregulacion, la desintoxicacion y

la funcion inmune (Walker 1980).

La hipotesis de restauracion ha sido desarrollada por Benington y Heller en 1995, y
sugiere que el suefio es un estado que permite la reposicidn de las reservas de
glucégeno en el cerebro, lo cual sirven como un importante amortiguador energético

que sostiene la actividad neuronal durante la vigilia (Gruetter, 2003).

La fatiga (sensacion de cansancio o falta de energia) es una condicion natural tras un
largo periodo de vigilia y actividad, la esencia de un suefio reparador, significa que
una persona sana siente la ausencia de fatiga después de despertar. La pérdida
cronica de suefio se asocia con somnolencia excesiva (sensaciéon de amplio deseo
de dormir, con una tendencia casi inevitable a quedarse dormido) y disminucién del
rendimiento psicomotor. También se pueden afectar el estado de animo, funciones
autonomas e inmunes (Malik, 2005). Los patrones de suefio anormal como suefio de
corta duracién, insomnio, retraso o avance de alguna fase de suefio, se asocian con
un mayor riesgo de padecer problemas de salud fisica y mental e inclusive
incrementa la mortalidad (Kripke, 2002). Esta asociacion identifica los aspectos
cuantitativos y cualitativos de suefio como esenciales para la restauracion del cuerpo

y la mente. Una de las hipoétesis al respecto es que el suefio tiene una importante
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contribucion en la plasticidad del cerebro y los procesos de aprendizaje y memoria
(Peigneux, 2001).

5.1.2 Funciones del suefio MOR

El suefio MOR es la fase del dormir en la que se presentan nuestros suefios mas
vividos y ha inspirado a una multitud de teorias funcionales. La identificacién de los
"estados de suefio" como procesos fisioldgicos peridédicos durante el dormir ha
fomentado la incorporacion de ideas fisioldgicas y psicoldgicas a las teorias mas
misticas de nuestros antepasados. EI SMOR es «paraddjico» en el sentido de que a
pesar que un animal en esta fase esta conductualmente dormido, se observa una
alta actividad cerebral tanto metabdlica como neuronal, la respiracion y el ritmo
cardiaco en esta etapa son variables, se producen movimientos rapidos de los ojos y
espasmos en las extremidades, en los machos se suelen presentar erecciones
peneanas (Siegel, 2005; Nielsen, 2005). Estos fenbmenos y los suefios vividos que
los seres humanos informan al despertar del SMOR han hecho a las funciones de
esta fase, particularmente misteriosas e intrigantes. A pesar de la inmovilidad
conductual y la reduccion en la tasa metabodlica corporal (en relacién con la
mantenida en la vigilia activa), parece existir una necesidad de pasar de suefio SOL
a SMOR, incluso cuando en el primero existe una reduccion en la actividad cerebral
metabdlica y una mayor eficiencia de recuperacién y ahorro de energia que en el
SMOR (Nielsen, 2005).

La idea de que el SMOR o el SOL sean ‘'absolutamente necesarios' para la
consolidacion de la memoria ha recibido mucha atencién, diferentes reportes, en
animales y humanos, han indicado que ambas fases de suefio son necesarias para
cumplir funciones relacionadas con la memoria y aprendizaje, se sabe que el SOL es
necesario en el proceso de aprendizaje, mientras que el SMOR es el responsable de
la consolidacién de la memoria a largo plazo. Sin embargo, se han propuesto otras
teorias de la funcion del SMOR que incluyen: la hipotesis del procesamiento de la
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informacion, participacion en la sintesis de proteinas, la promocion del crecimiento
neuronal, entre otras, cada una de ellas sustentadas a través de algunos estudios de

PS tanto en animales como en humanos (Siegel, 2005).

5.2 Privaciéon de suefio

La PS se define como una falta del dormir durante un cierto periodo de tiempo, asi
como un desfase de la hora de dormir. Las causas mas comunes de la PS se
relacionan con el estilo de vida contemporaneo y factores laborales, por lo que esta
afeccion dafia a un namero considerable de personas a nivel mundial (Bonnet, 2001).
Se ha considerado a la privacion parcial cronica de suefio (PPCS) una consecuencia
de la restriccion voluntaria de la hora de acostarse como una enfermedad endémica

de la sociedad moderna (Parish, 2007).

De manera experimental, la deficiencia del suefio, puede lograrse con una privacion
total de suefio (PTS), lo que implica que se deje de dormir completamente durante 24
h, cuando no se concilia el suefio de manera continua o se duermen menos horas de
las habituales es considerada como una privacion parcial de suefio (PPS) y cuando
se impide al individuo presentar alguna fase especifica del suefio, se define como
privacion selectiva de suefio (PSS), tal es el caso de la PSMOR. Los primeros
experimentos en humanos determinaron que la PSMOR a través de la técnica de
mantener la vigilia por diversos estimulos, resultdé en un constante intento de los
sujetos para entrar al SMOR. Se ha propuesto que la PS actlta para desinhibir varias
conductas como la agresividad, el consumo de alimento y la conducta sexual. Y se
han observado de manera experimental en ratas con PSMOR cambios conductuales

como agresividad, excitabilidad e incremento en el apetito (Hicks, 1979).
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5.2.1 Métodos para PSMOR en animales

La PS en los roedores, se ha utilizado con la finalidad de estudiar la funcion del
suefo, sus etapas y los mecanismos biolégicos que subyacen a los efectos de la PS.
Los estudios de PS en animales difieren metodolégicamente de los estudios en
humanos. Diversas técnicas han sido desarrolladas para mantener a los animales
despiertos o privarlos de una etapa especifica de suefio (predominantemente de
SMOR). Algunas técnicas experimentales de PS utilizadas en animales han sido las

siguientes:

a) Privacion manual (Gentle handling)

Durante el periodo de PS, los animales y registros polisomnogréaficos son vigilados
continuamente, cuando el animal muestra sefales electrofisiolégicas de suefio o
asume una postura conductual se le despierta con una sefial acuUstica y si es
necesario se acompafa de estimulos fisicos (Franken, 1991).

Esta técnica se utiliza para la PTS, como para la PSMOR y privacion de SOL (PSOL)
aunque para este ultimo se requiere de la polisomnografia para vigilar la fase de

suefio especifica del animal.

b) Método de plataforma unica o del florero invertido

Desarrollado por Jouvet en 1964 con el objetivo de suprimir el SMOR. El método es
muy simple, se basa en una caracteristica tipica del SMOR, la atonia muscular.
Durante el periodo de PS, el animal se coloca en la base de un florero invertido que
sirve de plataforma, el diametro de la plataforma es pequefio en relacién al tamafio
del animal. La plataforma se sumerge en una tina con agua hasta 1 cm de altura. El
animal descansa en la plataforma e incluso presenta SOL. Pero cuando el animal
entra a la fase de SMOR, la atonia muscular y la pérdida de balance hace que toque
el agua y despierte. Este fue uno de los primeros métodos de PSMOR desarrollados,
fue utilizado primero en gatos (Jouvet, 1964) y al siguiente afio fue modificado para
roedores (Cohen, 1965).
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c) Método de plataformas multiples (MPM)

Este método es similar al anterior solo que existen varias plataformas para que el
animal pueda desplazarse y se evite la restriccion de movimiento a la que se le
obliga cuando solamente hay una plataforma (Coenen,1985). Desafortunadamente
para todos estos métodos, ha sido dificil aislar los efectos de la pérdida de SMOR de
los del estrés fisiolégico y de otros efectos secundarios inherentes a las propias
técnicas de PSMOR. Estudios en animales indican que la PS activa la respuesta de
estrés y el HHA, lo que genera liberacion de hormona adrenocorticotropica (ACTH) y
corticosteroides. Es sabido que tanto el estrés inducido por inmovilidad, restriccion
del movimiento o aislamiento social, asi como la administracion exdgena de estas
hormonas alteran diversos componentes del ciclo suefio-vigilia por lo que las
técnicas de PSMOR no pueden evitar afectar per se a alguno de estos componentes
(Suchecki y Tufik, 2000; Suchecki 2002; Vazquez, 2000; 2001). Sin embargo se ha
observado que el grado de activacion del HHA depende de la cantidad de estrés
involucrado en el método de PS. Asi con técnicas mas estresantes como la de
plataforma Unica, los animales presentan una importante activacion del HHA
(Patchev, 1991) mientras que la locomocion forzada y la privacion manual son
menos estresantes porque la activacion del HHA es menor (Meerlo, 2002). En
general, el MPM consiste en colocar un grupo de 8 a 10 ratas en el interior de una
caja de acrilico con 14 plataformas circulares de 6.5 cm de diametro y 3 centimetros
de altura, la caja de acrilico contiene agua con una profundidad de 1 cm. Este
meétodo reduce el factor de estrés por manipulacion, aislamiento, inmovilidad o
restriccion del movimiento inducido por los otras técnicas arriba mencionadas,
evaluado a partir de los niveles de corticosterona en la rata (Suchecki, 2000;
Suchecki & Tufik, 2000; Suchecki 2002). Por estas ventajas, este es el método

elegido para utilizar en el presente proyecto.
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5.2.2 PS e impacto en la calidad de vida

Los seres humanos nos encontramos cada vez mas expuestos a un deterioro en la
calidad de nuestro suefio, esta afeccion dafia a un numero considerable de personas
(Bonnet, 2001). En 1960, la American Cancer Society, realizé un estudio en adultos
que mostré que sus tiempos de suefio eran entre 8.0 y 8.9 horas (Kripke, 1979). En
promedio, la mayoria de los adultos necesitan dormir cada noche entre 7 y 9 hrs.
para sentirse alertas y bien descansados, en adolescentes y nifios en edad escolar el
promedio oscila alrededor de 9 h y el de nifios en edad preescolar entre 10 y 11 hrs.
(Parish, 2007). En los ultimos 40 afios, la duracion de suefio de los americanos ha
disminuido en 1.5 a 2 hrs (Kristiansen, 2005). La proporcion de adultos jovenes que
duermen menos de 7 h/dia ha incrementado del 15.6% en 1960 a un 37.1% en 2002
(Parish, 2007). Desde hace varios afos gran parte de la poblacién mundial duerme
en promedio solamente de 5 a 6 hrs por noche (Jean-Louis, 2000). La reduccion
cronica del tiempo de suefio o la fragmentacién del mismo, puede ocasionar severas
consecuencias que se comparan a las que se presentan en la privacion de suefio
aguda (PSA), lo que en particular se refiere a las funciones cognitivas, la atencion y
la memoria. Se ha visto que la falta de suefio afecta negativamente la capacidad de
realizar tareas cognitivas que se cree se debe a un descenso general en el
funcionamiento cognitivo (Ratcliff, 2009), Los datos epidemiolégicos muestran una
asociacion entre la corta duracion de suefio y los habitos alimenticios irregulares
(Imaki, 2002). Méas de 65 articulos publicados han demostrado una asociacion entre
la disminucion en las horas de suefio (menos de 6h por noche) y el incremento de la
prevalencia de obesidad y/o el indice de masa corporal (IMC)(Jennings, 2007).
Numerosos estudios de PST en ratas han identificado importantes procesos
fisiopatoldgicos, que incluyen un incremento de gasto total de energia diaria (Ayas,
2003) y una marcada hiperfagia (Rechtschaffen, 1995).

A nivel patoldgico, los trastornos del suefio que afectan a cerca de 1/3 de la

poblacién, se han relacionado con el sindrome metabdlico (SM) (Ettaro, 2004), lo que
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sugiere que la falta de suefio crénica puede desempefiar un papel importante en el
desarrollo de patologias como obesidad, diabetes e hipertension (National Center for
Health Statistics, 2005). Sin embargo no queda claro si la falta de suefio a corto

plazo en humanos es de importancia clinica debido a que el peso ganado es minimo.

5.3 Generalidades del metabolismo

El metabolismo energético se refiere a la serie de reacciones que almacenan y
consumen combustibles para cubrir las necesidades energéticas del organismo. Los
lipidos y los carbohidratos estan considerados dentro de los cuatro mayores grupos
de biomoléculas, los cuales sirven como combustible y reservas de energia
principalmente. La glucosa es uno de los carbohidratos esenciales para la vida
celular, los niveles sanguineos de glucosa se encuentran altamente regulados por
diferentes mecanismos, en este sentido la tolerancia a la glucosa (TG) se refiere a la
capacidad del organismo de metabolizar la glucosa exdgena y volver al estado de
glucemia basal, de manera clinica esto es evaluado a partir de la prueba de
tolerancia a la glucosa oral (PTGO), la TG depende fundamentalmente de la
capacidad que tienen las células B- pancreaticas para la liberacion de insulina, de
este modo, la resistencia a la insulina se produce cuando se necesitan mayores
cantidades de insulina para reducir los niveles de glucosa en sangre (Van Cauter,
1997).

Una variedad de mecanismos que intervienen para mantener los niveles de glucosa
durante el ayuno nocturno se asocia al suefio, pues en la primera mitad de la noche
el metabolismo de la glucosa es mas lento, predominantemente durante el SOL,
asociado a una marcada reduccién de captacién de glucosa cerebral (Nofzinger,
2002) y durante la segunda mitad de la noche estos efectos se revierten (Van Cauter,
1991).
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Curiosamente para mantener el peso y composicion corporal constantes se necesita
del equilibrio entre el aporte y la utilizacion metabdlica de los macronutrientes de la
dieta. El organismo parece dar mayor prioridad al ajuste de la oxidacion de glucosa y
aminoéacidos con relacion a su ingesta, que al mantenimiento del balance de lipidos.
El sistema de autorregulacion homeostatica en el balance lipidico es poco eficiente,
siendo que la capacidad de almacenamiento de reservas energéticas en el tejido
adiposo practicamente es ilimitada. La ingesta excesiva de grasa es uno de los
factores que frecuentemente mas se asocian con la elevada incidencia de obesidad.
En los seres humanos, muchos aspectos del metabolismo responden a los ciclos
circadianos, incluyendo el metabolismo de la glucosa (Van Cauter,1997).

Numerosos reportes han indicado que las personas cuyo trabajo consiste en alternar
turnos tienen una mayor incidencia de DT2 de obesidad, y eventos cardiovasculares
(Spiegel, 2009).

En la poblacién general, algunos estudios observacionales han encontrado que la PS
corta, la PTS y la mala calidad del suefio se asocian con hipoleptinemia, aumento del
apetito y obesidad (Taheri, 2004). Un estudio mostré que la duracién del suefio se
correlaciona con la magnitud de la pérdida de peso en forma de grasa en respuesta a
la restriccion cal6rica, el disminuir la cantidad de horas de suefio parece tener

relacion con la dificultad para perder grasa (Nedeltcheva, 2010).

5.3.1 Regulacion hormonal del metabolismo.

El apetito y el metabolismo energético son regulados por una red de interaccion de
seflales metabdlicas, hormonales y neuronales. Algunas de las hormonas
importantes en la regulacion de los carbohidratos y las grasas son la insulina, la
grelina y la leptina. La leptina es una hormona que entre muchas otras funciones
inhibe el apetito, mientras que la grelina tiene el efecto contrario. El tejido adiposo es
el encargado de producir la leptina, asi como muchas otras moléculas, tal es el caso

de las citocinas que al ser producidas en el tejido adiposo se conocen como
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adipocinas. Entre las adipocinas se encuentran la misma leptina, adiponectina, TNF-
a, IL-6, y resistina (Matsuzawa, 2006). Estas estimulan la secrecion de factores que
tienen un papel importante (local, periférico y central) en una variedad de procesos
fisiolégicos incluyendo la asimilacion de alimento, balance energético, accién de

insulina, metabolismo de lipidos y procesos homeostaticos (Matsuzawa, 2006).

Insulina

La insulina esta formada por dos cadenas polipeptidicas de 30 y 21 aminoacidos
unidas por puentes disulfuro, esta se sintetiza en los islotes de Langerhans, en
particular en la célula B pancreatica. Las funciones de la insulina son muy variadas,
aunque las mas conocidas se relacionan con el metabolismo de los carbohidratos,
pero no son de menor importancia las que ejerce sobre el metabolismo de lipidos. En
general, la insulina es una hormona que estimula los procesos anabdlicos e inhibe
los catabdlicos. A corto plazo aumenta la oferta de sustratos en el interior celular
para el almacenamiento de energia y a medio plazo provoca un incremento de las
actividades enziméticas relacionadas con la formacion de reservas energéticas. En el
metabolismo de los carbohidratos, la insulina aumenta el transporte de glucosa a
través de la membrana plasmética de las células en la mayoria de los tejidos,
excepto en el cerebro (excluyendo el centro de la saciedad hipotalamico), los tubulos
renales, la mucosa intestinal, las propias células B pancreaticas y los eritrocitos. Los
efectos de la insulina sobre el metabolismo de los lipidos se observan en periodos
mas largos que los que tienen lugar sobre los glucidos. La insulina favorece el
transporte de los acidos grasos procedentes de los quilomicrones y las lipoproteinas
liberadas del higado asi como su captaciébn por la célula adiposa para ser
almacenados. Finalmente, la insulina tiene también una importante accion inhibidora
sobre la lipasa del tejido adiposo sensible a esta hormona, impidiendo que se liberen
acidos grasos a la sangre y sean transportados a otros tejidos. Cuando la insulina
disminuye su capacidad para ejercer sus acciones bioldgicas en tejidos diana tipicos
como el musculo esquelético, el higado o el tejido adiposo se habla de una

resistencia a la insulina (RI). Actualmente se considera que la Rl de manera cronica
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0 mantenida es la base comin de numerosas enfermedades metabdlicas como la

DT2, obesidad y dislipidemias (componentes del SM) y enfermedad cardiovascular.

Grelina

Es una hormona peptidica de 28 aminoéacidos sintetizada fundamentalmente por
células del fundus, la parte proximal del estbmago, y por las células ¢ de los islotes
de Langerhans pancreéticos, pero también en el nucleo arcuato hipotalamico,
hipdfisis y pulmon. La grelina es ligando natural del receptor de secretagogo de la
hormona de crecimiento (GH), ademas de estimular la sintesis de la GH, favorece la
regulacién del metabolismo energético, la administracion a roedores induce un
incremento de peso corporal y adiposidad, ademas de inclinar el balance energético
hacia el almacenamiento de energia (Van der Levy, 2004). La grelina fue descubierta
en la leche materna (Aydin, 2006). Asi mismo se observd una relacion negativa entre
la concentracion de la grelina y el incremento del peso infantil, lo que sugiere que en
nifios sanos puede desempefar un papel importante en la regulacion del peso
corporal. (Savino, 2005). El perfil de los niveles de grelina en 24 h muestra un
incremento en fase nocturna, sin embargo los niveles de grelina tienden a disminuir
después de la segunda mitad del periodo de suefio a pasar de mantenerse la
condicion de ayuno (Dzaja, 2004).

Leptina

Es una hormona de 167 aminoacidos, que participa en la regulacion de la ingesta de
alimentos y el peso corporal, con una funcion anorexigénica (Graaf, 2004). Esta
hormona es sintetizada principalmente en el tejido adiposo y liberada al torrente
sanguineo de manera proporcional con la cantidad de masa grasa corporal, lo que
ocasiona que en los adultos la concentracion plasmatica de la leptina tenga una
relacion directa con la masa de grasa corporal (Considine, 1996). En condiciones
normales, el perfil de los niveles plasmaticos de leptina durante las 24 h revela que

existe una elevacion de la misma en alimentacion parenteral nocturna (Graaf, 2004).
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Citocinas

Se ha observado que existe una relacion importante entre el suefio y la inflamacion
sistémica pues algunas citocinas pro-inflamatorias, especialmente IL-13 y TNFa han
sido evaluadas en estudios experimentales y se ha sugerido que cumplen con
criterios para ser consideradas sustancias reguladoras del suefio. (Krueger, 2007).
Se ha mencionado también que en personas cuyas condiciones de suefio son
normales, las citocinas pro-inflamatorias (IL-1B y TNFa) estan implicadas en la
regulacion fisiologica del suefio con un factor de secrecién circadiano. (Vgontzas y
Pejovic, 2007a). Dandose amplio reconocimiento del papel que juega la IL-6 en el
suefio, pues la disminucidn en su secrecion se asocia con un suefio de mayor
calidad por la noche y con el buen estado de vigilia al dia siguiente (Vgontzas y
Papanicolaou, 1999), condicidon que se relaciona con las evidencias existentes de
gue su administracion en humanos se asocia con una somnolencia excesiva y fatiga
diurna. (Mastorakos, 1993).

5.3.2 Trastornos del metabolismo

El SM representa una combinacion de factores determinantes de riesgo
cardiometabdlico como son la obesidad, RI, intolerancia a la glucosa (IG),
dislipidemia, higado graso no alcoholico y la hipertension arterial (HA). EI SM esta
incrementandose rapidamente en todo el mundo como consecuencia de una
epidemia de obesidad y cuyo resultado tendra impacto en la incidencia mundial de
enfermedades cardiovasculares y en el desarrollo de DT2. En 1988, Reaven postuld
que la RI es causante de la IG y que el incremento en las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) asi como la disminucion de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL), llevan a la hiperinsulinemia y mas tarde a la HA (Reaven, 1988). La
acumulacion de lipidos puede afectar directamente a las vias a través de la liberacion
de factores inmunolégicos, la ingesta de grasas en la dieta también puede influir
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directamente en las vias inflamatorias. Algunos estudios han demostrado que la alta
ingesta de grasas en la dieta se asocia con el estrés oxidante y la activacion del
factor nuclear de transcripcion kB (NFkB) con efecto pro- inflamatorio (Aljada, 2002).
Por el contrario una dieta rica en frutas y fibra no induce inflamacion en comparacion
a una dieta alta en grasas, incluso si tiene la misma proporcién de calorias
(Dandona, 2005). La obesidad visceral, se caracteriza por la asociacion de grasa
con oOrganos internos, y parece ser el componente clave que determina la
enfermedad cardiometabdlica (Wajchenberg, 2000). Se sabe que el tejido adiposo
es un regulador del balance de energia, y juega un papel activo en el
almacenamiento de lipidos, asi como la sintesis y secrecion de productos endécrinos

implicados con las complicaciones asociadas a la obesidad (Trayhurn, 2004).

Las complicaciones vasculares caracteristicas de la DT2 y obesidad, se asocian con
la secrecion alterada de marcadores inflamatorios como TNFa, IL-6, proteina C
reactiva (P-CR) vy resistina, modificando también los niveles de leptina, que
contribuyen al dafio vascular y a la Rl (Schultes, 2005). Estas alteraciones afectan a
los componentes de la regulacion de la glucosa, del apetito o modifican la produccién
de adipocinas inflamatorias (Ranjabaran, 2009). TNFa e IL-6 son factores que estan
sobre expresados en los adipocitos por una estimulacion pro-inflamatoria. Aunque
TNFa actua principalmente a nivel local y no esta en niveles elevados en la
circulacién en condiciones metabdlicamente normales. En el caso de los adipocitos
viscerales, la IL-6 es liberada en la vena porta donde se desvia directamente en el
higado. Mientras que TNF-a parece actuar a nivel local en el tejido adiposo que

influye en los niveles de otras adipocinas como la adiponectina (Guerre-Millo, 2004).
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5.3.3 Relacién suefio- metabolismo

Una variedad de mecanismos que intervienen para mantener los niveles de glucosa
durante el ayuno nocturno, se asocian al suefio. Se sabe que las alteraciones
derivadas de una PSA, se corrigen facilmente con el dormir, por ende la pérdida de
suefio de manera crénica puede tener efectos negativos sobre el metabolismo de la
glucosa. Se ha visto que la PSA (2h/noche) por 7 dias se asocia con mayores niveles
de citocinas pro-inflamatorias, asi como con un proceso inflamatorio en bajo grado,
condicion que predispone a la Rl en el proceso patolégico de la diabetes (Vgontzas,
2004). Un estudio realizado en E.U.A con hombres sin referencia de diabetes, asocio
la duracion de 6 o menos h/noche, con el riesgo de desarrollar DT2 después de
ajustar variables tales como la edad, HA, tabaquismo y circunferencia de la cintura
(Yaggi, 2006; Gallup Organization, 1995). Al parecer, con el paso del tiempo la
reduccion de horas de suefio, se da de forma cada vez mas frecuente. Hasta hace
poco tiempo mas del 30% de hombres y mujeres adultos entre los 30 y 64 afios de
edad informan dormir menos de 6 h/noche (National Center for Health Statistics,
2005).

La disminucion de suefio en Estados Unidos ha ocurrido durante el mismo periodo
de tiempo en que se a incrementado la prevalencia de obesidad y DT2. La obesidad
es en si un factor de riesgo importante para el desarrollo de la DT2, pero los datos
indican que el suefio de corta duracion puede afectar el metabolismo de la glucosa e
incrementar el riesgo a padecer DT2, la restriccion en las horas de suefio puede
afectar el equilibrio energético dando como resultado un incremento de peso corporal
debido al incremento del apetito, mas tiempo disponible para comer y una
disminucién del gasto energético (Punjabi, 2004). En México la Encuesta Nacional de
Salud 2000, mostr6 una prevalencia de obesidad del 24% moderada en la poblacion

mayor de 20 afos (Velasquez, 2002).
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Aunque no existe una estimacién certera de la prevalencia del SM en la poblacién
mexicana, el incremento en el sobrepeso/obesidad probablemente se acompafa de

un incremento de tal sindrome, lo que coincide con la DT2 (Escobedo, 1994).

Resultados epidemiolégicos indican que dormir 5 h o menos aumenta de forma
significativa las probabilidades de padecer DT2, en comparacion con las personas
que duermen 7h (Tuomilehto, 2007). Se reportd que: "las principales perturbaciones
metabdlicas que acompafian la PS son la Rl y la disminucion de la TG” (Van Helder,
2003) Estas alteraciones fueron observadas cuando se producia una PTS durante
mas de 40 h. Un ndamero creciente de estudios epidemioldgicos han asociado a la
duracion del suefio con la DT2 y el IMC. Un informe espafiol reporté que dormir 6h o
menos por dia aumenta el riesgo de obesidad después de excluir la influencia del
género, la edad, entre otros factores (Kripke, 1979). Este grupo también encontré un
IMC mas alto para aquellos sujetos que dormian menos de 9h al dia. Finalmente, un
estudio en 924 adultos realizado en E.U.A encontré que los participantes con
sobrepeso y obesidad reportaron menos tiempo de suefio que los sujetos con un IMC
normal (Young, 1993). Asociaciones similares se han encontrado también en

adolescentes y nifios.

En un estudio de PS por 5 dias, la ingesta de alimento incremento cerca de un 29%
(Koban, 2008). En otro estudio se observo un considerable incremento del apetito en
personas a las que se les permiti6 dormir solo 4 h/noche, atribuible a la
concentracion de leptina, al mismo tiempo se presenta también un nivel mayor de
grelina (Spiegel, 2004). En resumen, varios estudios epidemiolégicos han indicado
que el acortamiento de suefio puede aumentar el riesgo de obesidad y DT2.
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5.3.4 PSMOR y metabolismo

Existe importante evidencia que ha demostrado que la privacion prolongada de
SMOR conduce a una reduccién en la masa corporal, aumenta el metabolismo
energético, altera los niveles de hormonas circulantes, induce pérdida de la
integridad inmunoldgica, y otros desordenes (Everson, 1989).

La PSMOR en los roedores produce hiperfagia y un marcado aumento de la pérdida
del calor corporal, lo que lleva a la pérdida de peso, aumento de la concentracion
plasmética de catecolaminas, hipotiroidismo, reduccion de la temperatura corporal y
deterioro de la apariencia fisica (Rechtschaffen, 2002) asi como la reduccién de los
niveles de hormonas anabdlicas (Everson, 2004) llevando a la muerte en un periodo

aproximado a 5 semanas.

Por el contrario, la PTS conduce a la muerte en alrededor de 2 a 3 semanas, sin
embargo la causa de la muerte ya sea por PTS o por PSMOR no esté clara, pero al
parecer esta asociada con el balance de energia, la hipotermia y el fallo del sistema
inmune acompafado de septicemia (Eversen, 1997). Por otro lado, los niveles
séricos de glucosa, triglicéridos y leptina disminuyen, mientras que los niveles de
adiponectina no se alteran, y por su parte se incrementan los niveles de
corticosterona hasta 5 veces los niveles basales. Debido a este ultimo dato, que
involucra una respuesta de estrés inducida probablemente por el método de PSMOR,

es dificil la interpretacion certera de los resultados (Rosa-Neto, 2010).

La PSMOR induce una respuesta inflamatoria con aumento de citocinas pro-
inflamatorias (Shearer, 2001; Yehuda, 2009). 72 h de PSMOR incrementa los
niveles séricos de TNFa, IL-6, IL-1a e IL-1B en ratas. En humanos la PS incrementa
los niveles de la P-CR e IL-6 (Patel, 2009). Ademas, un estudio demostré que la
restriccion del suefio en un 50% del tiempo durante 10 dias, induce un aumento
significativo en los niveles de IL-6 (Haack, 2002). La elevacién cronica de proteinas
inflamatorias puede contribuir a problemas de salud que incluyen problemas
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cardiovasculares, endocrinos, del estado de animo y trastornos del suefio (Frey,
2007).

Por otra parte, los sujetos con pérdida de suefio mostraron un aumento en la union al
ADN de NF-kB en las células mononucleares de sangre periférica (Irwin, 2008). Lo
cual representa un evento clave en la actividad de este factor. La activacion de NF-
KB se cree que contribuye a la fisiopatologia de enfermedades como la DT2,
enfermedad cardiovascular y la aterosclerosis (Bierhaus, 2003). También se ha
observado que la PSMOR por 96 h, por el método de florero invertido, eleva los
niveles de IL-6 en tejido adiposo retroperitoneal mientras que los niveles de TNF-a

disminuyen en tejido adiposo mesentérico (Rosa Neto 2010).

Un par de estudios han examinado los niveles de leptina y grelina en humanos
durante la PSA, las personas recibieron nutriciébn enteral continua y se observé que
los niveles plasmaticos de leptina aumentaron ligeramente durante la PS nocturno y
el nivel maximo se produjo después (Simon, 1998). EIl incremento nocturno de
grelina es ligero pero de manera significativa durante la PSA en comparacién con el
grupo control (Dzaja, 2004). En conjunto, los estudios indican que la duracién de
suefio puede jugar un papel importante en la regulacién de los niveles de leptina y
grelina, el hambre y el apetito. Asi mismo se sugiere que la pérdida de suefio puede
conducir a un mayor consumo de alimento, esto de acuerdo a los reportes de ingesta
alimenticia en humanos y roedores que se encuentran en PTS (Rechtschaffen,
1995). Sin embargo, los niveles de grelina y leptina no han sido evaluados luego de
suspender la PSMOR.

Algunos otros hallazgos indican una relacibn mas estrecha entre el suefio y el
comportamiento del apetito y la alimentacion, lo que hace creer que el SMOR puede
desempeiiar un papel complementario, aunque pequefio, pero fundamental en la
regulacion del balance energético asi como en la organizacion de la conducta de la

alimentacion (Horne, 2002), aunque esto no ha sido comprendido aun.
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6. JUSTIFICACION

El dormir puede ser afectado no solo por procesos patoldgicos, sino también por las
presiones que ejercen el estilo de vida y las demandas sociales sobre los horarios
del dormir y sobre nuestra vida en vigilia. Cuando se producen alteraciones en el
suefio, sin importar la razén, las consecuencias sociales en términos de salud
pueden llegar a ser graves. Actualmente, sélo hay un limitado reconocimiento de este

hecho fundamental.

El suefio, como otros aspectos de la actividad humana, ha sido alterado por las
revoluciones tecnoldgicas y sus acompafiantes como la luz artificial y las nuevas
tecnologias, etc. Desde hace cerca de un siglo, se han vuelto comunes las
actividades laborales, econémicas y sociales durante las 24 h del dia y el tiempo
asignado para dormir ha dado paso a una mayor productividad, diversion, etc. Ello ha
generado acortamiento de nuestro tiempo de suefio y niveles deficientes de
verdadera vigilia. Mientras en 1910 se dormia en promedio 9 h/noche, un siglo
después dormimos en promedio 25% menos en todo el mundo y en particular en
ciudades como el Distrito Federal. La reduccién en la duracién del dormir ha
coincidido temporalmente con el incremento en la prevalencia de enfermedades
metabdlicas como la DT2, la obesidad y la HA. Sin embargo, estos estudios, al igual
gue los realizados en animales, en su mayoria solo muestran la correlacion entre PS
y DT2.

La naturaleza y la relacion causa-efecto entre las consecuencias inducidas por la
PS, en sus diferentes variantes, en particular la PSMOR sobre la aparicion y el
desarrollo de la DT2 es incierta y requiere ser explorada sistematicamente con cierto
grado de profundidad mediante disefios experimentales. En algunos casos solo se
sugieren relaciones y nuevas hipotesis de acuerdo a los resultados, pero por
desgracia muy pocas de estas lineas sugeridas ha sido corroboradas en
subsecuentes trabajos o generaron nuevas lineas de investigacion mas alla de
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mencionar la participacion de alguna de las sustancias en la regulacion del suefio
siempre a nivel cerebral, pero no de sus efectos a nivel del organismo. En menos
casos se integraron y se correlacionaron con la aparicion o agravamiento de algun
problema de salud o patologia especifica. Aunado a esto los métodos de privacion no
son uniformes y hasta tiempos recientes se cuestionaron los efectos de factores
intrinsecos a los procedimientos de PS como el estrés o el aislamiento.

En este sentido, cabe mencionar que es necesario evaluar los efectos de diferentes
periodos de PSMOR sobre marcadores metabdlicos e inflamatorios en ratas a traves
del MPM. Evaluandose también la respuesta del organismo ante la recuperacion
(periodo posterior a la PSMOR). Finalmente, el presente proyecto consiste en
analizar por primera vez los posibles cambios que puedan inducir diferentes periodos
de PSMOR, sobre los niveles de glucosa, los niveles de marcadores de inflamacion
(IL-6) y otros componentes metabdlicos (grelina, leptina, triglicéridos, colesterol,
VLDL, HDL y LDL en ratas.

7. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Puede la PSMOR alterar la PTGO, los niveles de lipidos, algunos marcadores de
inflamacion y concentraciones de corticosterona y en consecuencia ser un factor
importante en la aparicion de los trastornos englobados en el denominado SM, y
dichas respuestas depender del tiempo de PSMOR?

8. HIPOTESIS.

La PSMOR, inducira modificaciones en el metabolismo de glucosa, lipidos y
hormonas reguladoras asi como alteraciones en el perfil inflamatorio, y estas

dependeran del tiempo de PSMOR.
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9. OBJETIVO.

Evaluar el efecto de diferentes periodos de PSMOR sobre el metabolismo de
glucosa, lipidos y hormonas, asi como sobre el perfil inflamatorio en ratas.

9.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

» Determinar el metabolismo de la glucosa a través de la PTGO en ratas con
diferentes periodos de privacion de SMOR, 1, 4 y 8 dias y un periodo
posterior de descanso de 20 dias sin PSMOR luego de un periodo de PSMOR
de 8 dias.(8RPSMOR)

= Determinar el perfil lipidico (colesterol, triglicéridos, VLDL, HDL, LDL) en
animales en diferentes periodos de PSMOR (1, 4y 8 dias) y BRPSMOR

= Determinar la ganancia de peso y el consumo de alimento en ratas antes,
durante y después de diferentes periodos de PSMOR (1, 4 y 8 dias) y
8RPSMOR.

* Analizar la concentracion serica de moléculas reguladoras del metabolismo:
leptina, insulina, grelina, en animales sometidos a diferentes periodos de
PSMOR (1, 4y 8dias) y BRPSMOR

» Determinar el efecto de diferentes periodos de PSMOR sobre el perfil
inflamatorio establecidos a través de la evaluaciéon de los niveles de citocina

pro-inflamatoria: IL-6 en ratas.

-36-



10.DISENO EXPERIMENTAL

10.1 Modelo experimental

Ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad (250-350 @), criados en el
bioterio de la UAM-Iztapalapa, mantenidos bajo dieta basica para roedores (22% de
proteina, 5.5% de grasa, 3.9% de fibra, densidad energética 3.0 Kcal/g y 54% de
calorias por carbohidratos) y en un ciclo luz- oscuridad 12-12 h. (9 am-9 pm). El
manejo de los animales se realiz6 de acuerdo a los principios generales para el
cuidado de animales de laboratorio y a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0O-
1999, revisada en el 2001. Los animales se asignaron a los siguientes grupos

experimentales con (n=5).

a) Ratas control (para cada grupo experimental)
b) Ratas sometidas a 1 dia de PSMOR

c) Ratas sometidas a 4 dias de PSMOR

d) Ratas sometidas a 8 dias de PSMOR.

e) Ratas sometidas a 8 dias de PSMOR con 20 dias de recuperacion.

Posteriormente a los animales se les realiz6 una PTGO, se cuantificaron niveles de
triglicéridos, colesterol total, lipoproteinas (LDL, HDL y VLDL), IL-6, insulina, grelina
y leptina, asi como niveles de corticosterona (Todas las mediciones se realizaron al
terminar la fase de luz, es decir a las 9am).

El grupo control fue mantenido en la caja de privacion de suefio pero con aserrin,

durante el mismo tiempo segun el disefio de periodos de PSMOR.

La obtencion de las muestras para la PTGO se realizo a partir de la puncion de la

vena caudal y para la determinacion de los niveles séricos de las diferentes

hormonas e IL-6, se utilizd la técnica de decapitacion, se obtuvo la sangre en tubos

vacutainer con activador de coagulacion (calcio) y gel separador de suero (Becton,

Dickinson and Company), posteriormente las muestras se centrifugaron 15 minutos a
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2500 rpm para obtener el suero y se realizaron alicuotas por animal para cada una
de las determinaciones séricas. Las alicuotas fueron almacenadas a -70°C hasta su
analisis (para todos los casos, las muestras no excedieron los 3 meses de

almacenamiento).

Todos los animales (incluyendo el grupo control) fueron manipulados durante 7 dias
previos a los procedimientos experimentales con el fin de habituarlos y evitar factores
desencadenantes de estrés que pudieran confundir los resultados, esto consistié en
su manipulacion tipica, puncién de la vena caudal, administracion intragastrica y

alimentacion en la caja de privacion.

Se determind el peso corporal desde el inicio de la PSMOR hasta la culminacion de
la misma con el uso de una balanza OHAUS con canastilla para roedores, asi como
en el periodo de recuperacion posterior a 8PSMOR. EIl control de peso se realizd en
condiciones estandarizadas de horario, esto posterior a la inicio de la fase oscura (9
a.m). Para determinar el peso corporal en el grupo de recuperacion se dejo un plazo
de 17 dias, por lo que la recuperacion en el experimento de peso corporal fue de 17

dias.

10.2 Método modificado de plataformas multiples para PSMOR

Los animales se sometieron a PSMOR por el método modificado de plataformas
multiples (para descripcion detallada ver Sucheki & Tufik, 2000). En general, este
método consiste en colocar un grupo de 8 ratas en el interior de una caja de acrilico
con 14 plataformas circulares de 6.5 cm de didametro y 3 cm de altura, en la base de
la caja de acrilico, se coloc6 agua con una profundidad de 1 cm. Como se menciono
anteriormente este método reduce el factor de estrés por manipulacién, aislamiento,
inmovilidad o restriccibn de movimiento inducidos por los métodos habituales
(Suchecki, 2000; Suchecki y Tufik, 2000; Suchecki, 2002). Al inicio de cada episodio
de SMOR, los animales experimentan una pérdida de tono muscular y al tocar el

agua se despiertan, lo que les priva selectivamente de SMOR. En todos los grupos
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de PSMOR, el alimento y el agua estuvieron disponibles ad libitum. Diariamente se
tuvo control sobre la higiene de los animales, lavando el depdsito de la caja con
solucion de extran y colocando agua limpia a la caja. Luego de cada tratamiento los

animales fueron llevados a sus cajas habituales para las evaluaciones respectivas.
10.3 Evaluacion de parametros bioquimicos.

Para la cuantificacion de lipidos se utiliz6 una técnica enziméatica y para su analisis
un aparato automatizado: cardiocheck (polimer technology system Inc), se aplicé
una muestra de sangre total en la tira reactiva (aproximadamente 80ul), la muestra
en el interior del aparato de analisis es separada en sus diferentes componentes
lisando las células para favorecer la lectura de los lipidos. Los resultados obtenidos
estan basados en la lectura de la luz reflejada de la zona reactiva de la tira, después
de adicionar la muestra, se experimenta un cambio de color proporcional a la
concentracion del parametro a medir, el cambio de color es leido por el analizador
utilizando fotometria de reflactancia, las reacciones enzimaticas utilizadas fueron las

siguientes:

Colesterol: Los ésteres de colesterol son desdoblados a colesterol y acido graso
correspondiente con la enzima colesterol oxidasa, posteriormente en presencia de
agua y oxigeno se convierte en colesterol-4-en-3-ona y perdxido de hidrégeno que
en presencia de la enzima peroxidasa con 4-AAP y anilina disustituida forma el

compuesto coloreado y agua.

HDL: la enzima colesterol esterasa separa el colesterol total en colesterol éster,
colesterol y agua, mas el acido graso correspondiente que en presencia de la enzima
peroxidasa se obtiene colesterol -4-en-3-ona y peroxido de hidrégeno, en adicion a 4-

AAP, agua y anilina disistituida se forma el compuesto coloreado y agua.

Triglicéridos: a partir de la lipoprotein lipasa se obtiene triglicérido y 3 moléculas de
agua mas glicerol, asi como 3 acidos grasos que en presencia de la enzima

glicerolcinasa se da la separacion en glicerol y ATP glicerol-3PO4, mas ADP, que con
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la enzima glicerofosfato oxidasa se produce Dihidroxiacetona —PO4 que en presencia
de peroxidasa se origina N,N-Anilina disustutiuda compuesto coloreado.

Para la determinacion de LDL y VLDL, se usaron los valores obtenidos de colesterol
total, triglicéridos y HDL, con base en las siguientes féormulas de Friedewald, como

una forma indirecta de aproximacion a los valores reales:
LDL = Colesterol total — [(Triglicéridos/5) +HDL]

VLDL = Triglicéridos/5

10.4 Prueba de tolerancia a la glucosa oral.

Una vez cumplido el correspondiente periodo de PSMOR todos los grupos fueron
sometidos a un ayuno de 12 h. (9pm — 9am). Una vez cumplido el periodo de ayuno,
se tomé una muestra de glucosa basal por puncién de la vena caudal,
posteriormente se les administré por via intragastrica una carga de dextrosa anhidra
(2 mg/kg diluida en solucion inyectable, Laboratorios Pisa S.A. de C.V. México). Se
tomaron diferentes muestras en un aproximado de 20 ul a los tiempo (30, 60, 90,
120, 150 minutos) mediante la misma puncion previamente realizada para la glucosa
basal, para la medicion de la concentracidon de glucosa se usé un glucémetro
automatizado que se basa en el método de la glucosa deshidrogenasa (Accu-chek,
Performa. Roche). Utilizando tiras reactivas (KDK Corporation, Japon; para Bayer
Corporation, Alemania). En presencia de la coenzima (PPQ), la enzima de la tira
reactiva glucosa deshidrogenasa, convierte la glucosa de la muestra de sangre en
gluconolactona, esta reaccion crea una corriente eléctrica que el medidor traduce en

un valor de glucemia.
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10.5 Ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzimas (ELISA).

La cuantificacion de insulina, leptina, grelina, corticosterona e IL-6 se realizdé en
suero por la técnica de ELISA, con estuches comerciales (Thermo Scientific) para el
caso de IL-6, (Millipore) para leptina, grelina e insulina, en el caso de la
corticosterona fue evaluada por un kit para ELISA de la marca (ALPCO
immnoassays) utilizando reactivos especificos para rata estipulados por cada Kit y
siguiendo las indicaciones de los proveedores. Las placas de ELISA fueron leidas
por el espectrofotometro de prisma (Thermo Scientific, Multiskan GO) a las
longitudes de onda indicadas por cada proveedor. Para la recuperaciéon en los
analisis hormonales y de citocinas se dejé un plazo de 20 dias posteriores al mayor
periodo de PSMOR que fue de 8 dias.

10.6 Anédlisis estadistico.

Los resultados se presentan como media + error estdndar de la media (MtEEM). En
todos los casos se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA de una sola via) para
comparar el efecto de la PSMOR sobre el perfil lipidico, PTGO, IL-6, insulina, grelina,
leptina y corticosterona. Se usaron las pruebas de Tukey para las pruebas de PTGO
y perfil de lipidos y Newman Keuls para las pruebas de leptina, grelina, insulina e IL-6
para establecer las diferencias entre los grupos, en base a la capacidad de las
pruebas y a la variabilidad de los datos obtenidos. En todos los casos se
consideraron diferencia estadisticamente significativa si p<0.05. La totalidad de las
pruebas estadisticas se efectuaran con el programa GB-STAT (Dynamic
Microsystems, Inc.). Para observar la diferencia entre grupos se realizé un pool de
controles, debido a que presentaron la misma respuesta para cada uno de los

experimentos, por tanto para los controles n=20.
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11.RESULTADOS

11.1 Efecto de la PSMOR sobre el peso corporal

Por la importancia que refiere conocer el peso de los animales sometidos a
diferentes periodos de PSMOR, en este experimento observamos la pérdida de peso
corporal durante los 8 dias de PSMOR vy los 17 dias posteriores de recuperacion.
Esto ocurre a pesar de que en condiciones basales (al inicio del estudio), los
animales experimentales presentan un mayor peso el cual es incluso
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo control (condicion que se
di6 completamente al azar). Los animales con PSMOR pierden peso de manera
paulatina, observandose un cambio importante a partir del dia 4 de PSMOR
(p<0.01). Esta disminucién de peso alcanza su maximo hasta 8 dias de PSMOR
(p<0.0001), observandose una diferencia de peso de 90 g con respecto al peso inicial

y una reduccion cercana al 20% con respecto al grupo control.

Esta disminucién se mantiene aun después de 4 dias de recuperacién de SMOR
(p<0.001), sin embargo, posterior a los 10 dias de recuperacion parecen aumentar de
peso, pero no alcanzan su peso inicial aun después de trascurridos los 17 dias de

recuperacion.
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Figura 1. Efecto de la PSMOR vy recuperacién sobre el peso corporal (g), cada punto
representa la MediaztEEM. Se observa una progresiva pérdida de peso corporal dependiente
del tiempo de PSMOR, efecto que no se restablece luego de 17 dias de recuperacion.
ANOVA seguida de Tukey, diferencias significativas con respecto al grupo control **p<0.01
*p<0.05 (n=5)

11.2 Efecto de la PSMOR sobre la PTGO

El manejo de la glucosa por medio de la PTGO de los grupos con PSMOR y el grupo
control se muestra en la siguiente figura. Se puede observar que la concentracion
basal de glucosa en los animales control se encuentra alrededor de los 90mg/dL, con
un incremento maximo a 140mg/dL después de la administracibn de dextrosa

anhidra.

Todos los grupos sometidos a PSMOR presentan bajos niveles de glucosa en sangre
al inicio de la prueba (p<0.0001). Los niveles de glucosa en sangre durante la PTGO

en el grupo de 1 dia de PSMOR se observan con una respuesta similar con respecto
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al grupo control, con pocas fluctuaciones, sin embargo el manejo de glucosa en el
grupo de 4 dias de PSMOR se observa con bajas concentraciones de glucosa antes
y después de la administracion de dextrosa anhidra (O y 30 minutos), estas bajas
concentraciones de glucosa se mantienen durante toda la PTGO en los animales con
8 dias de PSMOR (p<0.05). Un efecto inverso se observo después de 20 dias de
recuperacion, pues los animales presentaron una tendencia a incrementar sus
concentraciones de glucosa basal y un aumento estadisticamente significativo a los

30 minutos después de la administracion de dextrosa anhidra (p<0.01).
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Figura 2. Efecto de diferentes periodos de PSMOR sobre la PTGO. La PSMOR induce una
hipoglucemia en los diferentes periodos de PSMOR y esta hipoglucemia se mantiene en los
diferentes tiempos evaluados mediante la PTGO, e incluso es mayor a los 8 dias de
PSMOR. Un aumento en las concentraciones de glucosa en el minuto 30 se observa
después de 20 dias de recuperacion. (n=5) MediaztEEM, ANOVA seguida Tukey, diferencias
significativas con respecto al grupo control **p<0.01 *p<0.05.
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11.3 Efecto de la PSMOR sobre los niveles de insulina

Los animales con PSMOR presentan una disminucion en las concentraciones de
insulina estadisticamente significativa desde el primer dia de PSMOR (p<0.05), una
tendencia a disminuir se observa en el dia 4 de PSMOR, haciéndose significativa
nuevamente a los 8 dias de PSMOR (p<0.0001), los niveles de insulina descienden
drasticamente (98%) a los 8 dias de PSMOR (0.0335ng/mL) en relacion al grupo
control (2.734ng/mL), sin embargo esta condicion parece restablecerse a los 20 dias

de recuperacion.
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Fig.3 Efecto de diferentes periodos de PSMOR sobre los niveles plasméticos de insulina, se
observa una disminucion en la concentracion de insulina desde el dia 1 de PSMOR, misma
gue se restablecerse posterior al periodo de recuperacién. (n=5) MediatEEM, ANOVA
seguida de Newman Keuls, Diferencia significativa con respecto al grupo control **p<0.01
*p<0.05.
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11.4 Efecto de la PSMOR sobre el panel de lipidos

Debido a las alteraciones que ya habian sido observadas evaluamos el efecto de los
diferentes periodos de PSMOR y 20 dias de recuperacion sobre las concentraciones
de triglicéridos, HDL, LDL, VLDL y colesterol. Se observé una considerable alteracion
metabdlica en los lipidos desde el dia 1 de PSMOR con una tendencia a recuperar
los niveles después de la suspension de la misma, con 20 dias de recuperacién. Las
concentraciones de triglicéridos disminuyen significativamente desde el dia 1 de
PSMOR (p<0.001), en el caso de las HDL su concentracion disminuye
significativamente al dia 4 de PSMOR (p<0.05), condiciébn que continda siendo
marcada al dia 8 de PSMOR.

En el caso de las VLDL, todos los tiempos de PSMOR tienen efecto, induciendo una
disminucién significativa desde el dia 1 de PSMOR (P<0.001) y hasta el dia 8 de
PSMOR (p<0.001).

En todos los parametros lipidicos analizados se observan niveles dentro del rango
normal después de 20 dias de recuperacion, esto considerado asi al no presentar
diferencias estadisticas en relacion al grupo control. Los niveles de colesterol no se

modificaron en ningin momento por la PSMOR.
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Figura 4. Niveles séricos de triglicéridos, HDL LDL, VLDL vy colesterol. La PSMOR induce
descensos en los niveles de triglicéridos, HDL y VLDL, mientras que los niveles de LDL se
incrementan. (n=5) MediatEEM, ANOVA seguida de Tukey, diferencia significativa con
respecto al grupo control **p<0.01 *p<0.05.
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11.5 Efecto de la PSMOR sobre los niveles plasmaticos de corticosterona

Al evaluar el efecto de la PSMOR sobre los niveles de corticosterona encontramos
gue esta hormona presenta un incremento estadisticamente significativo so6lo en los
animales con 8 dias de PSMOR (p<0.01), incrementandose 9 veces su valor
(2447.7ng/mL) a los 8 dias de PSMOR en relacién al grupo control (234.28ng/mL),
efecto que se mantiene aun después de los 20 dias de recuperacion, este valor es

significativamente menor con respecto al dia 8 de PSMOR (p<0.01).
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Fig. 5 Efecto de diferentes periodos de PSMOR sobre las concentraciones de corticosterona.
La PSMOR induce un incremento significativo soélo al dia 8 de PSMOR, condiciéon que se
mantiene después de 20 dias de recuperacion. (n=5) MediaxtEEM, ANOVA, seguida de
Newman Keuls, diferencias significativas con respecto al grupo control**p<0.01*p<0.05.
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11.6 Efecto de la PSMOR sobre los niveles séricos de grelinay leptina

En la evaluacién de las hormonas reguladoras del apetito encontramos que las
concentraciones de grelina presentan una tendencia a incrementarse desde el dia 1
de PSMOR (Fig. 6A), sin embargo conforme avanzan los dias de PSMOR se eleva
de manera significativa (p<0.05). La concentracion de grelina al dia 8 de PSMOR,
incrementd 7 veces su valor (0.983 ng/mL) en relacion al grupo control (0.1177
ng/mL) condicion que parece restablecerse posterior a los 20 dias de recuperacion
(Figura 6A). Respecto a las concentraciones de leptina (Fig. 6B), observamos que
esta hormona disminuye significativa y progresivamente conforme avanza el tiempo
de PSMOR, al dia 1 de PSMOR (p<0.0001) las concentraciones son 41.5% menores
(17.18ng/mL) con respecto al grupo control (29.41ng/mL), conforme avanza el
periodo de PSMOR los niveles séricos a los 8 dias de PSMOR (1.81ng/mL), son
93.8% menores con respecto al grupo control (p<0.005). Posterior a los 20 dias de
recuperacion, los animales se restablecen en cuanto a las concentraciones

circulantes de leptina y grelina.
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Figura 6. Efecto de la PSMOR sobre las concentraciones de grelina (A) y leptina (B). la
PSMOR induce un aumento en los niveles de grelina, estadisticamente significativo al dia 8
de PSMOR y una disminucién progresiva en los niveles séricos de leptina (n=5) MediatEEM,
ANOVA seguida de Newman Keuls, diferencias significativas con respecto al grupo control
**p<0.01 *p<0.05.
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11.7 Efecto de la PSMOR sobre los niveles séricos de IL-6

Finalmente observamos que las concentraciones plasmaticas de IL-6 se incrementan
por efecto de la PSMOR (Fig. 7). Presentando un aumento significativo después de 1
y 8 dias de PSMOR (p<0.0001), aunque tiende a disminuirse en el dia 4 de PSMOR,
sin embargo este no alcanza a ser significativo. Después de 20 dias de recuperacion,
los niveles de IL-6 no se restablecen, observandose un incremento estadisticamente
significativo en este grupo (p<0.001). Precisamente en donde la concentracién de IL-
6 se encuentra incrementada 1.5 veces (0.79ng/mL) en relacion al grupo control
(0.34ng/mL).
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Fig. 7 Efecto de diferentes periodos de PSMOR sobre IL-6. La PSMOR, induce un aumento
en las concentraciones plasmaticas de IL-6 el dia 1 y 8 de PSMOR, asi como después de 20
dias de recuperacion. (n=5) MediatEEM, ANOVA, seguida de comparaciones mltiples por
Newman Keuls, diferencias significativas en relacion al grupo control **p<0.01 *p<0.05.
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11.8 Integracion de resultados

Los resultados que obtuvimos indican una disminucién progresiva del peso corporal
la cuales proporcional al tiempo de PSMOR, dicho efecto no es reversible posterior a
20 dias de recuperacion. La PSMOR induce hipoglucemia basal en los diferentes
periodos evaluados de PSMOR, durante la PTGO la hipoglucemia se mantiene
constante en cada grupo, pero curiosamente se observé un incremento en las

concentraciones de glucosa a los 30 min en el grupo de recuperacion.

Para el caso de la insulina se observé una disminucion en la concentracion de la
misma desde el dia 1 de PSMOR, misma que se restablece posterior al periodo de
recuperacion. La PSMOR induce bajos niveles de triglicéridos, HDL y VLDL e
incrementos en la concentracién de LDL. La PSMOR induce un aumento significativo
en los niveles de corticosterona sélo después de 4 dias de PSMOR, condicion que se

mantiene a pesar de transcurridos 20 dias de recuperacion.

La PSMOR por 8 dias también induce un incremento en los niveles de grelina y una
disminucién progresiva en los niveles de leptina. Finalmente las concentraciones
plasmaticas de IL-6 se incrementan de manera significativa por efecto de la PSMOR
después de 1y 8 dias de PSMOR, mientras que después de 20 dias de recuperacion

estos niveles no se restablecen.
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Tabla 1. Tabla comparativa sobre las modificaciones derivadas de los diferentes periodos de
PSMOR y su recuperacion.
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DISCUSION

En el presente estudio observamos importantes alteraciones en el metabolismo tanto
de glucosa como lipidos dependientes del tiempo de PSMOR, asi como una
correlacion negativa en las concentraciones de las hormonas reguladoras del apetito
(leptina y grelina) que de igual manera son dependientes al tiempo de PSMOR.
Observamos un incremento importante en los niveles de corticosterona hasta por
encima de 9 veces de su valor inicial, sin embargo esto sucedi6é hasta el dia 8 de
PSMOR, donde tanto los triglicéridos como las concentraciones de glucosa son muy
bajas en relacion al grupo control y en el caso de la insulina también se observa una
disminucién en su concentracion que se enfatiza conforme avanza el periodo de
PSMOR. Para el caso de la citocina proinflamatoria IL-6 se muestra una respuesta
aguda de incremento desde el dia 1 de PSMOR, algunos de los parametros
analizados como el perfil de lipidos y las concentraciones circulantes de hormonas
reguladoras del metabolismo se restablecen a sus niveles iniciales posterior a 20
dias de recuperacion después de haber sido sometidas a 8 dias de PSMOR, sin
embargo algunos otros parametros como las concentraciones de glucosa, los niveles
circulantes de IL-6, las concentraciones de costicosterona asi como el peso corporal,
son alteraciones derivadas de la PSMOR que no se restablecen pasando 20 dias de

recuperacion.

Cuando la PTS y en particular la PSMOR, se experimenta en ratas por algunos dias
0 por varias semanas, los efectos que se desarrollan pueden conducir a un aumento
de la morbilidad, lo que se refiere en conjunto como “efectos de la privacién de
suefo” (Rechtschaffen y Bergmann, 2002), los cuales fueron descritos por primera
vez por los mismos autores (Rechtschaffen y Gillialand, 1983). Utilizando el método
del disco sobre agua (DOW) por sus siglas en inglés, los efectos que se observaron
incluyen hiperfagia, pérdida de peso corporal, elevado gasto energético, incremento
en la concentracién de catecolaminas plasmaticas, hipotiroidismo, disminucion de la
temperatura corporal, importante deterioro de la apariencia fisica, asi como reduccién
en niveles de hormonas anabdlicas. (Everson y Crowley, 2004) y disminucién de la
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integridad del sistema inmune (Everson y Toth, 2000). La etiologia de la mayoria de
estas alteraciones aun permanece en la oscuridad, a pesar de que se han realizado
importantes avances (Everson y Crowley, 2004; Everson y Nowak, 2002; Everson y
Toth, 2000). La adaptabilidad a la pérdida de suefio es imposible pues siempre
resulta fatal cuando la privacion de suefio se realiza de manera total (Everson y
Bergmann, 1989) o selectiva de SMOR (Kushida y Bergmann, 1989). La privacion
selectiva de SMOR se ha realizado de manera sencilla y eficaz con el método de
plataforma Unica, también conocido como el método del florero invertido, este
consiste en colocar al animal de experimentacion que por lo regular es una rata en
una pequefia plataforma (el ejemplo es de un florero invertido rodeado de agua, el
fundamento del método se basa en la pérdida del tono muscular que se origina
especificamente durante el SMOR, lo que permite que el animal toque o caiga al
agua y despierte bruscamente, repitiéndose este evento una y otra vez. La
electroencefalografia de las ratas en la plataforma confirma que la mayoria del
tiempo de SMOR y cantidades variables de suefio NMOR se pierden (Grahnstedt,
1985; Hilakivi, 1984; Mendelson, 1974; Machado, 2004), lo que ha corroborado y
validado su utilidad.

Existen importantes evidencias que demuestran que la PTS y en particular la
PSMOR conducen a una reduccién en la masa corporal, un incremento en el
metabolismo energético, cambios en hormonas circulantes, pérdida de integridad
inmunoldgica, entre otros trastornos (Everson y Bergmann, 1989; Koban y Swinson,
2005). Es importante destacar que, muchos de los efectos reconocidos como graves
inducidos por la PS se manifiestan después de una semana (Rechtschaffen y
Bergmann, 2002), no se ha logrado determinar y evaluar el momento de aparicion y
progresion de tales efectos, aunado a que casi todos los estudios realizados han sido
a corto plazo, normalmente con una duracién no mayor a 96 horas (Andersen, 2004;
Brock, 1994; Coll- Andreu, 1989; Papakonstantinou, 2003; Patchev, 1991).
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A pesar de las diferencias entre los métodos de privacion, existen efectos
persistentes independientes al método elegido, como la hiperfagia acompafada de la
pérdida de peso corporal (Brock, 1994; Papakonstantinou, 2003; Rechtschaffen y
Bergmann, 2002). Estos efectos han sido observados en diferentes paradigmas de
privacién cronica de suefio, por ejemplo con el método DOW desarrollado por
Rechtschaffen y Bergmann (Everson, 1989; Kushida 1989). Asi mismo se han
evaluado los patrones de consumo de alimento y peso corporal en la PSMOR por el
método de florero invertido (Cohen, 1965; Elomma, 1979; Koban y Sita, 2008). Este
método ha sido el mas utilizado, sin embargo no todos los resultados obtenidos
muestran consistencia. Se ha observado que si la duracion de PS es de 4 a 6 dias,
algunos de los estudios reportan hiperfagia (Elomma, 1979; Bhanot, 1989; Brock,
1994, Suchecki y Tufik, 2000; Suchecki, 2003). Mientras que algunos otros estudios
no observan dicho comportamiento (Mendelson, 1974; Balestrieri, 1989; Youngblood,
1999; Elomma 1981). Es importante resaltar que si el periodo de PS se extiende por
10 o mas dias, siempre se induce hiperfagia acompafiada de pérdida de peso
corporal (Koban, 2005; Koban, 2006).

En el presente trabajo observamos que la pérdida de peso es progresiva pero
comienza a ser significativa a partir del dia 4 de PSMOR, continuando asi hasta el
dia 8, precisamente hasta el dia en que finaliza la PSMOR, lo que sugiere que la
PSMOR es un factor critico para inducir el establecimiento de estos efectos.
Ademas, las ratas que privamos cronicamente de SMOR no recuperan su peso luego
de 17 dias de reposo. Hasta el momento no se puede suponer que no se recuperan
en algan momento, nuestros datos sugieren que esta recuperacion podria implicar un
periodo de tiempo muy largo para poder restablecer incluso el peso original de los
animales. Con base a ello se ha llegado muchas veces a la controversia de conocer
porque los roedores presentan una marcada disminucién del peso corporal en

relacion a lo que ocurre con los humanos, esto puede ser explicado de varias formas.
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Una de ellas podria ser que el método de PSMOR en roedores induce una PS mucho
mMAas extensa y por periodos cronicos, pero también resulta importante el hecho de
gue existe una diferencia entre la tasa metabdlica de los roedores en comparacion a
la que presentamos los humanos, sin embargo se ha estipulado que el sorprendente
gasto energético al que los animales se encuentran expuestos no puede ser
exclusivamente atribuible a la vigilia perpetua (Bergmann, 1989). Es importante
mencionar que existen reportes que sefialan que el incremento en el consumo de
alimento precede a la importante pérdida de peso en animales privados tanto de
suefio total como de SMOR (Everson, 1989). Por eso mismo se ha sugerido que la
PS aumenta la motivacion para el consumo de alimento. Sin embargo, un estudio
sugiere que los animales con PSMOR por el método de plataformas mdultiples
muestra una disminucion en la motivacion de los animales para obtener alimento
como recompensa (Erin, 2005). Al mismo tiempo se ha comprobado que la
disminucién del peso corporal observada durante la PS prolongada puede
encontrarse menos marcada cuando las ratas son alimentadas con una dieta elevada
en calorias (Everson, 1993) lo que nos lleva a sugerir la presencia de importantes

alteraciones metabdlicas en los animales privados de suefio.

Se ha observado, también que la PSMOR por un periodo de 96 horas induce un
incremento en la ingesta de sacarosa, pero a pesar de ello, no se ve incrementado el
consumo de agua (Suchecki, 2003), se ha reportado también que ratas privadas de
SMOR prefieren en su dieta una ingesta mas abundante de carbohidratos, esto es
similar a lo que se observa en estudios realizados en humanos con PS (Spiegel,
2004). Algunos otros estudios han demostrado que las ratas con PSMOR por el
meétodo de plataformas multiples muestran un incremento en la actividad locomotora
en el plazo que dura la PSMOR, comparado con su grupo control (Martinez, 2004).

Esta puede ser otra posible causa que favorece la pérdida de peso corporal.

Existen evidencias de que hay una regulacion hacia concentraciones altas del

neuropéptido Y orexigénico (NPY) en el nucleo arcuato hipotalamico, asi como una

regulacion a la baja de la hormona estimulante del melanocito tipo alfa (a-MSH) la
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cual tiene una funcion anorexigénica (Koban & Le, 2006) y el comportamiento
hiperfagico durante la PS se ha atribuido al incremento de la expresion hipotalamica
de NPY, situacion que se acompafa de la reduccion de los niveles circulantes de

leptina como respuesta a la pérdida de suefio (Spiegel, 2004).

Por desgracia ningun estudio ha podido comprobar la relacion que existe entre el
NPY y la concentracién de orexina en la hiperfagia que se induce por la PSMOR,
pero se ha visto que la recuperacion de suefio reduce la expresién de NPY que
rapidamente lleva a los animales a una condicion de hipofagia (Martins, 2010) al
mismo tiempo se sabe que la PS incrementa el gasto energético conduciendo a un
desequilibrio energético negativo y a una reduccion de glucégeno hepatico, asi como
una disminucion de los niveles de triglicéridos en suero a pesar de la hiperfagia
(Martins, 2010).

Se cree que la funcién que desempefia la orexina en el proceso de PS es la de
mantener el equilibrio tanto de NPY como de leptina e insulina. Por lo anterior,
algunos de los mecanismos que media el aumento en el consumo de alimento, sin
ganacia de peso corporal se ha ido conociendo poco a poco, la respuesta hiperfagica
se ha vinculado con una disminucion en la concentracion de leptina circulante y un
incremento en las concentraciones de grelina (Everson, 2004; Koban, 2005) efectos

gue nosotros hemos corroborado en este trabajo.

La disminucién plasmatica de leptina es un efecto persistente e indudablemente
inducido por la PS (Everson, 2004; Koban, 2006; Hanlon,2002). Nosotros
observamos una disminucion de los niveles de leptina inversamente proporcional a la
duracion de PSMOR, en otras palabras, una progresiva reduccion de los niveles
circulantes de leptina desde el dia 1 de PSMOR en el cual se observa el mayor
efecto. Se ha reportado que la PSMOR produce una rapida disminucion de los
niveles de leptina en suero que se mantienen bajos luego de 20 dias de PSMOR
(Koban, 2005). Este mismo efecto se ha asociado con una drastica reduccion de

tejido adiposo (Rosa Neto, 2010). Este fendmeno hasta cierto punto resulta légico si
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se toma en cuenta que la leptina es liberada por los adipocitos como respuesta a los
cambios en el balance energético (Havel, 2004), sin embargo si consideramos que la
PS es un estresor por si mismo, debemos también considerar la diversidad de
funciones neuroenddcrinas en las que la leptina esta involucrandose, uno de los
efectos que produce el estrés es alterar el patron de la ingesta de alimento
aumentandolo (Maniam, 2012).

El sistema encargado de la regulacién de la respuesta de estrés: el eje hipotalamo-
hipofisis-adrenales (HHA) o también conocido como eje del estrés, entre multiples
funciones también tiene la de regular la respuesta de ingesta de alimento pues sus
respectivos circuitos neuronales convergen en el nucleo paraventricular, el cual
contiene neuronas que tienen hormona liberadora de corticotropina (CRH), lo que
quiere decir que los sistemas que controlan la ingesta de alimento y la respuesta de
estrés comparten el mismo sitio cerebral, lo que puede favorecer a que cada sistema

influya en el otro para generar una respuesta.

Se sabe que el estrés altera la ingesta de alimento de manera bidireccional, o que
quiere decir que puede inducir a una disminucion o incremento en la ingesta de
alimento, sin embargo estos efectos responden a mecanismos complejos y
miltifactoriales, en donde se incluyen los niveles de glucocorticoides (dependiente del
periodo e intensidad del estresor). La interaccion entre los glucocorticoides y la
alimentacion se relaciona con neuropéptidos como el NPY, la MSH-q, la proteina
relacionada con Agouti (AgRP), melanocortinas y sus receptores, CRH, urocortina y

sefales periféricas (leptina, insulina y grelina) (Maniam, 2012).

En este sentido, los efectos de la PSMOR sobre los niveles de leptina pueden estar
formando parte de la respuesta al estrés. La leptina que ha sido producida y
secretada por el tejido adiposo, lleva la sefial a varios centros cerebrales sobre el
almacenamiento de grasa en diferentes regiones del cuerpo, esto a través de sus
receptores expresados tanto a nivel central como periférico, de este modo puede

ejecutar una gran cantidad de funciones reguladoras relacionadas con la ingesta de
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alimento y el metabolismo, entre ellas se encuentra la de regular la actividad del eje
HHA (Zhang, 2005).

Diversos estudios han demostrado la capacidad de la leptina para reducir la actividad
del eje HHA en respuesta al estrés a través de acciones que se ejercen sobre
diversos componentes y a diferentes niveles del HHA, Esta interaccion se lleva a
cabo a nivel del hipotdlamo (especialmente en el nacleo paraventricular), la glandula
hipofisis (por accion de los corticotropos) y la glandula adrenal, en la liberacién de
corticosteroides necesarios para una adecuada adaptacién a condiciones de estrés
(Jessop,1999). Asi, se ha reportado, por ejemplo que la leptina inhibe la sintesis y
liberacion de glucocorticoides adrenales (Bornstein, 1997; Kruse, 1998) y también
reduce la magnitud y duracion de la secrecion de la ACTH inducida por estrés
(Trottier, 1998; Oates, 2000). Ademas, se ha demostrado que la leptina puede
prevenir las respuestas del HHA inducida por la administracién de leptina en ratas
(Giovambattista, 2000) y atenuar la elevacién de ACTH y cortisol después de estrés
impredecible en mono Rhesus (Wilson, 2005), asi como de ACTH y corticosterona
inducido por estrés por inmovilizacion (Heiman, 1997) y por ejercicio en ratas
(Huang, 2006).

En sentido opuesto, los glucocorticoides son capaces de estimular la sintesis y
secrecion de leptina (DeVos, 1995; Slieker, 1996). La leptina circulante podria limitar

la actividad del HHA mediante la inhibicion de la liberacion de CRH.

Durante el estrés agudo y crénico, asi como en la PSMOR, la disminucién en la
secresion de leptina puede facilitar la capacidad de respuesta del HHA, que parece
ser importante para la superviviencia. Siendo asi que la disminucion progresiva de
los niveles circulantes de leptina inducida por la PSMOR observada en nuestros
resultados podrian manifestar una progresiva disminucion en la eficiencia para
regular el HHA por mecanismos de retroalimentacion negativa, un progresivo cambio

en la respuesta metabdlica cuando la PSMOR se vuelve cronica y una eminente
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desregulacion de la respuesta al estrés inducida por la PSMOR, como ha sido
sugerido por algunos autores (Spiegel, 2004).

Esto refuerza la idea de que existe una estrecha relacion entre la homeostasis
energética y el control del suefio, se ha demostrado que las orexinas juegan un papel
importante en el mantenimiento de la vigilia, lo que se demuestra con la deficiencia
de sefializacion de la orexina en el trastorno de suefio conocido como narcolepsia
(Chemelli, 1999).

Por otro lado, la perdida del peso corporal o la incapacidad de ganancia de peso de
los animales durante la PSMOR también puede ser explicada por la aparicién de un
mayor gasto energético y una tasa metabdlica en reposo, mediada por el incremento
en la expresion de la proteina desacoplante de la cadena respiratoria tipo 1 (UCP-1)
en las mitocondrias del tejido adiposo pardo (Koban, 2005). La UCP-1 se expresa
solamente en la mitocondria del tejido adiposo pardo y desacopla las oxido-
reducciones de la fosforilacion de ADP, liberando energia en forma de calor. Esto
ocurre de manera particular cuando la grasa parda es estimulada por el frio, via las
fibras simpéticas que la inervan y en menor grado, después de una excesiva ingesta
de alimentos (Zaninivich, 2005). Estos cambios concuerdan con el mejor
entendimiento de los mecanismos fisiolégicos que estimulan el consumo de alimento
(Schwarts, 2000).

Este trabajo nos permite observar que la PSMOR induce un incremento casi
progresivo de los niveles en suero de grelina en oposicibn a la progresiva
disminucién de leptina. La secrecion de grelina se incrementa bajo condiciones
negativas de balance energético como el hambre, caquexia y anorexia nerviosa,
mientras que sus concentraciones disminuyen en condicion de balance energético
positivo, tales como son la alimentacion, hiperglucemia y obesidad. Ademas de tener
un poderoso efecto sobre la secrecion de GH, la grelina estimula la ingesta de
alimentos, regula la homeostasis de la glucosa y transduce sefiales a los ndcleos

hipotalamicos reguladores que controlan la homeostasis energética (Hosoda, 2006).
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La grelina es una hormona peptidica producida por el tracto gastrointestinal (Kojima,
1999). Evidencias recientes indican que la grelina también participa en la respuesta
fisiolégica a varias formas de estrés (Patterson, 2010). Se ha observado que los
niveles de grelina plasmatica se incrementan en respuesta al estrés inducido por la
restricciébn caldrica aguda y cronica (Tschop, 2001; Ariyasu, 2001; Perello, 2010;
Perello, 2011). La grelina también se incrementa en respuesta a varias formas de
estrés psicoldgico, por ejemplo, se han observado elevaciones en la expresion del
gen para grelina gastrica y de grelina en suero de roedores como respuesta al estrés
agudo, incluido el estrés por pinchamiento de cola y por falta de agua (Asakawa,
2001; Kristenssson, 2006). Los incrementos en los niveles plasméaticos de grelina
también se presentan por el estrés inducido por la defensa social o por la inmersion
continua en una caja con agua (Lutter, 2008; Ochi, 2008; Chuang, 2011). Es
importante hacer mencion de que los humanos sometidos a estrés psicosocial agudo
también muestran un incremento en las concentraciones de grelina en sangre
(Rouach, 2007), sin embargo, el circuito por el cual la grelina participa en la

regulacion de estas respuestas aun no es claro.

De igual manera que la leptina, un mecanismo potencial podria incluir la activacion
del eje neuroenddcrino HHA, el cual podria ser blanco de las acciones de la grelina.
En respuesta al estrés por PSMOR, la activacion de las neuronas productoras de
CRH del nucleo paraventricular hipotaldmico da lugar a la secrecion de CRH en la
eminencia media y a una subsecuente estimulacion de la secrecion de ACTH por la
hipdfisis (Smith, 2006). A su vez la ACTH actia sobre la corteza adrenal para
inducir la liberacion de glucocorticoides, los cuales tienen una variedad de
importantes efectos que incluyen el incremento de la glicemia y de peso corporal
(Dallman, 2006), mas recientemente se ha documentado que la grelina tiene un
papel activador del HHA (Wren, 2002; Mozid, 2003) y al parecer a nivel hipotalamico.
Por ejemplo: la grelina induce la liberacion de CRH de tejido hipotalamico in vitro

(Wren, 2002; Mozid, 2003). También la administracion central de grelina estimula la
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expresion del RNAm para CRH en el hipotdlamo e incrementa los niveles
plasmaticos de ACTH y glucocorticoides en roedores (Stevanovic, 2007).

Es importante destacar que la administracion de grelina estimula fuertemente la
liberacion de ACTH y cortisol en humanos delgados y saludables (Takaya, 2000;
Locatelli, 2010). Existe una reciente evidencia que sugiere que la grelina previene la
ansiedad excesiva en condiciones de estrés crénico (Spencer, 2012; Currie, 2012).
Sin embargo aun no esta claro, si los efectos de la grelina sobre el HHA se producen
a través de la regulacién directa de neuronas productoras de CRH o por vias
indirectas. La grelina podria activar al HHA con el efecto de inducir la liberacién de
CRH. Durante el paso de la privacion aguda a crénica de SMOR, el aumento en la
secrecion de grelina podria facilitar la capacidad de respuesta del HHA, que parece
ser importante para la superviviencia, sobre todo ante estresores que impliquen un
elevado desgaste energético que sobrepasa las reservas energéticas. Estudios con
ratones knockout para grelina, muestran que después de 4 dias de una severa
restriccion caldrica del 60% del consumo normal de alimento a 40% y al punto de
perder cerca del 30% de peso corporal y 75% de grasa corporal, los ratones
mostraron una caida en las concentraciones de glucosa en sangre en un rango de 12
— 36 mg/ dL en comparacion con los niveles de 58-76 mg/dL del grupo control. Luego
de 7-8 dias los ratones knockout presentaban una apariencia fisica de desgaste y
grave decaimiento, momento en el cual empezaron a morir, mientras que el grupo
control en restriccion caldrica mostré un progresivo aumento en los niveles de grelina
plasmatica, los ratones knockout no tenian grelina detectable, por otra parte la
infusion de hormona de crecimiento o de grelina normalizaron los niveles de glucosa

en sangre en ratones knockout y evitaron su muerte (Zhao, 2010).

Es importante destacar que, a pesar de la deficiencia de grelina, los ratones knockout

estaban hambrientos, como lo indica la ingesta de todo su alimento en tan solo 1

hora, lo que quiere decir que la grelina no es escencial para la presencia de la

conducta del hambre durante los periodos de inanicion (Zhao, 2010). Estos

resultados sugieren que la funcion de la grelina es elevar los niveles de la GR
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durante periodos de severa restriccion calérica y desequilibrio energético negativo,
como el que se presenta en la privacion cronica de SMOR, no para incrementar la
ingesta de alimento sino para asegurar niveles suficientes de glucosa en sangre con

el fin de permitir la sobrevivencia y prevenir la muerte (Zhao, 2010).

Asi que, el aumento de la grelina en suero inducida por 8 dias de PSMOR puede
estar denotando el intento del organismo para regular el HHA y los niveles de
glucosa sanguinea, en condiciones de resistencia metabdlica y periodos de severa
restriccidén caldrica que empiezan a volverse cronicos y cuyos efectos pueden incluso

amenazar la sobrevivencia misma.

Puntualizando en lo que ocurre con el metabolismo de la glucosa durante la PSMOR,
nuestros resultados correspondientes a la PTGO reflejan una marcada hipoglucemia
a partir del dia 4 de PSMOR, los niveles de glucosa basales disminuyeron desde el
dia 1 de PSMOR, mientras que al dia 8 de la PSMOR, la hipoglucemia es muy
severa y se refleja antes y después de la carga de dextrosa anhidra por via
intragastrica, dicha respuesta implica una evidente alteracién en el metabolismo de la
glucosa, estas alteraciones se relacionan con el alto desgaste metabdlico al que han
sido sometidos los animales por la PSMOR.

Es bien sabido que los niveles sanguineos de glucosa se encuentran altamente
regulados pues la TG es la capacidad de metabolizar la glucosa exégena y volver al
estado basal, esto se evalla clinicamente a partir de la PTGO, esta tolerancia
depende fundamentalmente de la capacidad que tienen las células B pancreaticas
para la liberacion de insulina y se convierte en resistencia a la insulina cuando se
necesitan mayores cantidades de insulina para reducir los niveles de glucosa en el
torrente sanguineo (Van Cauter, 1997). La PTGO es en la actualidad la prueba mas
utilizada para el diagnéstico de la resistencia a la insulina (una de las patologias que
componen al llamado SM y que permite el desarrollo de la DT2). En el desarrollo de
la prueba, la administracion de dextrosa permite evaluar el efecto biologico de la

insulina, en el indice basal se evalla la sensibilidad hepética a la insulina, mientras

-64-



que la evaluaciéon de las concentraciones de glucosa e insulina luego de la carga,
dan una evaluacion mas certera de la sensibilidad insulinica corporal total, hepatica y
periférica (Mitrakou, 1990).

La intolerancia a la glucosa se caracteriza por una respuesta anormal a una
sobrecarga de glucosa o dextrosa administrada via oral, este estado se asocia a una
mayor prevalencia de patologia cardiovascular y al riesgo de desarrollar DT2. En la
etiopatologia de la DT2 se sabe que el primer evento en la secuencia que conduce al
desarrollo de la enfermedad, es la RI, lo que lleva a un incremento de la sintesis y
secrecion de insulina asi como un hiperinsulinismo compensatorio capaz de
mantener la homeostasis metabdlica por algunos afios, una vez que se rompe este
nuevo equilibrio entre la Rl y la secrecion de la misma se da inicio a la IG y
posteriormente el desarrollo de la DT2 (Atkinson, 1994).

Se sabe que durante el suefio, en la primera mitad de la noche, el metabolismo de la
glucosa es mas lento, predominantemente durante la fase de SOL, lo que es
asociado a una disminucién en la asimilacion de glucosa cerebral (Nofzinger, 2002),
estos efectos se ven invertidos durante la segunda mitad de la noche, especialmente
en la fase de SMOR, por tanto, la pérdida de suefio puede tener efectos negativos
sobre el metabolismo de la glucosa convirtiendose en un importante factor que

favorece el desarrollo de la RI.

Existen reportes en donde se menciona que las principales modificaciones
metabdlicas que acompafian a la PS son el aumento en la Rl y la disminucién de la
TG (Van Helder , 2003), por lo anterior podemos decir que en nuestros animales
experimentales con PSMOR se da una respuesta satisfactoria a la insulina liberada
pero es de considerarse que existe una alteracion metabdlica de la glucosa, se sabe
gue durante la fase de SMOR existe una reduccion de la tasa metabdlica corporal en
relacion a la que se presenta en el estado de vigilia, lo que lleva a proponer que los
animales con PSMOR al no tener esta fase crucial de suefio se someten a una

prueba de resistencia metabdlica muy alarmante. Sin embargo el metabolismo
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energeético no solo se centra en la regulacion de la glucosa, de ahi la necesidad de
conocer la relacion entre el metabolismo energético de lipidos y la PS.

Se han realizado algunos estudios de regresién logistica que relacionan la duracion
de PS y los niveles de colesterol, triglicéridos, HDL y LDL, y se han reportado
asociaciones de tipo U entre la PS y los niveles de lipidos con las cuales se ha
sugerido que la restriccién de suefio puede ser considerado un factor de riesgo que
desencadene enfermedades cardiovasculares, ya que un incremento en el nivel de
triglicéridos o una disminucién de HDL son importantes factores de riesgo para este

tipo de enfermedades (Jappensen, 1997).

En los resultados que obtuvimos podemos observar que al dia 4 de PSMOR se
presentan los niveles mas bajos de HDL, efecto que el organismo trata de revertir
con forme se incrementa el periodo de PSMOR. Como se ha comentado
previamente, se sabe que durante la restriccion de suefio disminuyen las
concentraciones de leptina, favoreciendo el apetito de los individuos (Guilleminault,
2003, Taheri, 2004), sin embargo se ha observado que de manera curiosa al
administrar leptina de manera exogena, disminuyen los niveles séricos de
triglicéridos (Oral, 2002). Por tanto se ha propuesto que los mecanismos dados por la
disminucién en la concentracibn en sangre de leptina y el incremento en la
concentracion de grelina por la restriccién de suefio, pueden estar involucradas en la
asociacion entre la corta duracion de suefio y la dislipidemia, sin embargo, los
mecanismos que subyacen a estas asociaciones siguen sin estar claros, es
importante destacar que solo pocos estudios han investigado la asociacion de
pardmetros de suefio y el nivel de lipidos, y que parte de los resultados obtenidos

resultan contradictorios.

En un estudio se encontr6 una disminucion de las LDL en humanos privados de
suefo, pero este estudio utiliz6 medidas de autoinforme para determinar la duracion
del suefio (Bjorvath, 2007). En nuestro estudio encontramos una importante

alteracion a la alta en las concentraciones de LDL siendo mas evidente al dia 4 de
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PSMOR, condicion que persiste a mayor exposicion de PSMOR. Algunos estudios
han informado que un suefio fragmentado se relaciona con una concentracion mayor
de colesterol total y un perfil de lipidos menos favorable (Ekstedt, 2004). El
incremento del riesgo de enfermedades cardiovasculares en pacientes con apnea
obstructiva cronica del suefio (SAOS) por sus siglas en inglés, se ha tratado de
explicar principalmente por la exposicion de la hipoxia intermitente que puede
conducir a un estrés oxidante, proceso inflamatorio, aterosclerosis , disfuncién
endotelial e HA (Foster, 2007). Otros estudios sostienen que es la obesidad y no el
SAOS el principal determinante de las anormalidades en los lipidos asi como otras
alteraciones metabolicas (Sharma, 2007), Existen estudios que revelan asociaciones
entre la disminucion de HDL en condiciones de restriccion de suefio, asi como un
mayor periodo de suefio en mujeres con DT2 (Williams, 2007). Algunos autores han
estudiado a adultos jovenes mediante polisomnografia y han encontrado que el
tiempo de suefio tiene una relacion positiva con la relacion LDL/HDL (Ekstedt, 2004).
Por otro lado, la VLDL es una molécula cuyo tamafio es directamente proporcional a
su contenido de triglicéridos e inversamente proporcional al contenido de proteinas y
fosfolipidos, asi mismo la LDL es uno de los principales vehiculos para el transporte
de colesterol en el torrente sanguineo, mientras que la HDL contiene cantidades
aproximadamente iguales de los lipidos y proteinas (Skipski, 1972).

En procesos fisiopatoldgicos, los niveles elevados de triglicéridos y de lipoproteinas
ricas en triglicéridos, se reconocen como posibles factores en la conduccién de
procesos aterosclerdticos, sobretodo en lesiones leves a moderadas. La triada que
se da por niveles elevados de triglicéridos, bajos niveles de HDL y un predominio de
LDL como particulas pequefias, recibe el nombre de dislipidemia aterogénica (NCEP,
2002). Algunos estudios sugieren que la reduccion de triglicéridos de manera rapida
puede ayudar a convertir LDL en particulas menos aterogénicas (Marz, 2004).
Vinculado a otros procesos metabdlicos, la Rl es una caracteristica coman de
hipertrigliceridemia y a esta condicion le puede favorecer reducir el aclaramiento de

los triglicéridos circulantes, el aumento del flujo periférico de acidos grasos libres y la
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lipogénesis bajo la influencia de la insulina, asi como la promocion de la secrecion de
lipoproteinas ricas en triglicéridos como es la LDL por el higado (Reaven, 2005). Asi
mismo la hipertrigliceridemia, en conjunto con la resistencia a la insulina, se han
relacionado con el aumento en la circulacion de marcadores de inflamacion sistémica
como TNF-a, IL-6 y P-CR (Jonkers, 2002). Las HDL son una clase mixta de
lipoproteinas que comprenden las diferentes subespecies con diferentes
apolipoproteinas y varian en la composicion de los lipidos, las densidades y
probablemente tienen propiedades diferentes en cuanto a revertir el transporte de
colesterol o de antioxidantes. (Nobecourt, 2005). Se ha postulado que el trastorno
inicial en la RI se genera en el adipocito por una incapacidad en el almacenamiento
de &cidos grasos, generando el aumento de flujo hacia el higado con el subsiguiente
aumento en la formacién de VLDL (Ginsberg, 2000). El intercambio de triglicéridos y
ésteres de colesterol entre las VLDL con las HDL y las LDL pueden enriquecer de
triglicéridos a las HDL, y su hidrélisis genera particulas de LDL pequefias y densas,
junto con una menor cantidad de HDL (Blades, 1993), estas condiciones estan
siendo alteradas de manera inmediata al efecto de PSMOR, vemos que al descender
las concentraciones de triglicéridos lo hacen también las HDL, condicion relacionada
con las concetraciones nuevas de triglicéridos en circulacion, sin embargo la
movilidad de los mismos puede estar siendo acompafiada y relacionable con el

incremento en las concentraciones de LDL.

Se ha establecido que una concentracién plasmatica baja de HDL constituye un
factor de riesgo coronario independiente, al igual que las VLDL remanentes ricas en
colesterol y potencialmente aterogenicas (Gordon, 1989). El higado desempeiia un
papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis lipidica, siendo importante su
funcién en la sintesis de determinadas apoproteinas, de las VLDL y de las LDL, asi
como la intervencion en el aclaramiento de lipoproteinas remanentes y de las LDL,
es importante también su funcion reguladora de depdésitos de colesterol en el
organismo por su capacidad de formacion y eliminacion de acidos biliares. (Havel,

1985). Las elevadas cifras de colesterol y triglicéridos, corresponden al incremento
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en las concentraciones de VLDL y particularmente de LDL, ambas lipoproteinas
muestran un contenido muy elevado de triglicéridos y se puede sospechar que su
aumento en el plasma tenga un doble origen: por un lado por el aumento de la
secrecion desde el higado de VLDL enriquecidas de triglicéridos (Felker, 1982) y por
otro lado como consecuencia de esta composicidn es posible un catabolismo
disminuido en ambas clases de lipoproteinas, insistiendo que en el caso de las VLDL
también se encuentran modificaciones en su composicion proteica. Al contrario de
las otras lipoproteinas, las HDL se encuentran disminuidas en algunas patologias
hepaticas, lo que indica que estos individuos presentan menor nimero de particulas
de HDL, lo que parece deberse a una disminucién en la sintesis hepatica (Fujii,
1981).

Las HDL son particulas de origen no bien establecido, estrechamente relacionadas
con el transporte reverso del colesterol, lo que se refiere al fujo del colesterol desde
la célula de la pared vascular hacia el higado, una enzima importante en este
procesos es la LPL (lipoprotein—lipasa) que es responsable de la hidrélisis de los
triglicéridos en el plasma y se encuentra en altas concentraciones en el tejido
adiposo en donde su actividad es inducida por la insulina al igual que en el masculo
estriado. Existen diferencias importantes en el perfil lipidico de las personas que
padecen hipertrigliceridemia, perfil plasmatico que puede verse aun mas modificado
cuando la hipertrigliceridemia se asocia con el incremento de la RI. El reemplazo de
los ésteres de colesterol de las HDL por triglicéridos reduce la cantidad de colesterol
transportado por las HDL en el camino reverso del colesterol, esto explica porque la
hipertrigliceridemia y la baja concentracion de HDL son factores de riesgo para la
aterosclerosis, de esta forma también se explica porqué las personas con
hipertrigliceridemia tienen bajas concentraciones de HDL. Un mecanismo similar
explica la presencia de LDL pequefias y densas en pacientes por hipertrigliceridemia,
el intercambio de ésteres de colesterol de las LDL por triglicéridos hace que estas
LDL “ricas en triglicéridos” sean un buen sustrato para las HDL, que extrayendo los

triglicéridos de las LDL las transforma en particulas mas pequefias y densas,
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formando las LDL reconocidas por su poder aterogénico y por su correlacion con la
hipertrigliceridemia, en particular aquella que se presenta en el SM o la DT2. Se sabe
que las particulas de LDL ricas en triglicéridos tienen alteraciones estructurales en
las apoB-100 que hacen que la interaccion con el receptor LDL se vea alterada y la

remocion (mediada por receptor apo B) se dificulta.

Se ha propuesto que la interaccion entre el suefio y la obesidad podria relacionarse a
través de un balance en el patron neuroenddcrino regulador del apetito y el balance
energético (Knutson, 2007). En un estudio realizado a 11 hombres adultos sanos
expuestos a una PS de 4 horas por noche por 6 noches, se observdé que la
concentracion sérica de leptina disminuyd significativamente (Spiegel, 1999), un
estudio posterior confirmo estos hallazgos ademéas de mostrar un incremento de un
18% de grelina (Spiegel, 2004). Algunos autores han afirmado que es suficiente con
solo 1 dia de PS para que las concentraciones circulantes de grelina se vean
incrementadas (Schmid, 2008). La restriccion de suefio entonces, podria estar
asociada con una modificacién de pétidos hipotalamicos reguladores del apetito-
saciedad, en especial el sistema de neuropétido orexina (Prinz, 2004), este sistema
se expresa en el hipotalamo lateral y posterior, regién relacionada con el control del
apetito y que evoca la conducta de alimentacién en los animales (Adamantidis, 2009)
e inerva regiones cerebrales involucradas en la regulacién del ciclo suefio- vigilia y
del SNA (Willie, 2001).

Algunos estudios de PS sugieren que una alteracion de los mecanismos
neuroenddcrinos relacionados con el balance del apetito-saciedad, pueden subyacer
los efectos del acortamiento del tiempo de suefio en ganancia de peso, debido a que
la restriccion aguda no es sostenible en el tiempo, es poco evidente de que forma
esos cambios podrian corresponderse con una condicion cronica de restriccion de
suefio, como se espera a nivel social y poblacional. Resulta casi imposible separar
cada una de las vertientes que se tienen como objeto de estudio de este proyecto, el
sistema regulatorio aun no se encuentra identificado y puede ser que varios sistemas
u érganos estén colaborando para el desarrollo de una misma funcion de respuesta
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ante la PSMOR, por ejemplo las misma modificaciones en las concentraciones de
leptina pueden estar afectando los componentes reguladores del metabolismo de la
glucosa, del apetito e incluso estar modificando la produccion de adipocinas
(Ranjabaran, 2009), especificamente de IL-6 para este caso, la elevacion cronica de
citocinas puede contribuir a problemas de salud que incluyan dafio cardiovascular,
alteraciones enddcrinas, alteraciones en el estado deanimo y trastornos de suefio
(Frey, 2007). Un dato importante se da a partir de la observacién en personas con
PS que muestran un incremento en la union del factor de transcripcion NF-kB (via de
sefalizacion de IL-6) al DNA, la activacion del mismo se cree que contribuye a la
fisiopatologia de enfermedades como la DT2, enfermedad cardiovascular y

aterosclerosis (Bierhaus, 2003).

CONCLUSIONES

Existen importantes alteraciones metabdlicas derivadas de la PSMOR, mismas que
son dependientes al tiempo de exposicion. Las alteraciones derivadas de la PSMOR
sobre los niveles de hormonas reguladoras del apetito (leptina y grelina) se
manifiestan sélo en el tiempo en que los animales han sido expuestos a esta
condicion, son suficientes 20 dias para que los niveles circulantes de las hormonas
regresen a su estado de normalidad, por tanto la PSMOR no tiene un efecto que
altere directamente el punto regulador de las hormonas. Las alteraciones que se
observan en los niveles de lipidos en general, son dependientes de tiempo de
PSMOR, estas alteraciones son Unicamente relacionables con el gasto energético
gque se presenta por la PSMOR y no por la regulacion en el balance de los mismos.
Modificaciones en las concentraciones de corticosterona, glucosa e IL-6 muestran
gue la PSMOR esta intimamente relacionada con un proceso de estrés fisioldgico,
este proceso no logra restablecerse después de 20 dias de eliminar la PSMOR, por
lo que sus centros reguladores pueden ser alterados por la misma PSMOR. Un

periodo de reposo de 20 dias posterior a 8 dias de PSMOR, no son suficientes para
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restablecer a los animales a su fisiologia normal, por lo anterior concluimos que el
efecto de la PSMOR sobre el metabolismo energético induce importantes
alteraciones que se mantienen por un periodo muy prolongado de tiempo. A partir de
estos estudios nuevas interrogantes y nuevas lineas de investigacion se deberan
abrir en el futuro, entre las porpuestas que planteamos para la continuidad de
nuestro proyecto, es sumamente necesario determinar el consumo de alimento por
animal para poder realizar una relaciéon de resultados mas completa, debido a las
observaciones en el presente trabajo consideramos importante analizar la expresion
de moléculas relacionadas con la expresion génica en la regulacion del metabolismo
como los PPAR’s, UCP-1, FAPT y ACLS, tambien evaluando para el caso de PPAR
los indices de expresion tanto del receptor como de su regulador (RXR),
consideramos necesario complementar los resultados con la evaluacion de niveles

circulantes de adiponectina al ser una citocina anti-inflamatoria.
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