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RESUMEN

El suefio es una actividad fisiol6gica indispensable, se considera que el ser humano
pasa una tercera parte de su vida durmiendo, lo que indica que las funciones del
suefio son de vital relevancia. A pesar de que la funcion del suefio no esta descrita
en su totalidad se consideran varias teorias, entre ellas destaca la regulacién del
metabolismo y de la respuesta inmune. Se ha observado que la privacion de suefio
induce importantes alteraciones en el metabolismo de la glucosa, y se cree que
existe una relacion entre la obesidad y la falta de suefio, ademas de ello se ha
demostrado que la privacion de suefio induce alteraciones en la respuesta inmune.
Dichas alteraciones también se relacion con algunas alteraciones como la resitencia
a la insulina, sin embargo poco se ha descrito sobre la respuesta del organismo ante
diferentes periodos de privacion de suefio y su recuperacién. Por lo anterior se
evalué el efecto de la privacién de suefio MOR a diferentes periodos (1 dia, 4 dias y
8 dias) y 20 dias de recuperacién posterior a 8 dias de privacion de suefio MOR,
sobre la concentracién y expresion de moléculas reguladoras del metabolismo y
citocinas en ratas, al primer dia se encuentra una disminucién en la concentracion de
leptina, insulina, IL-10 e IL-1B e incrementan los miRNAs 155, 146a y 223 asi como
la concentracion de IL-6. Al dia 4 se observa incremento en el consumo de alimento,

en la expresion del RNAm de resistina, TNF, ACSL1 y PPARYy en higado.



Asi mismo disminuye la leptina, la expresion de GLUT4 y el miRNA 223. En el dia 8
de privacion de suefio MOR se mantiene el aumento en el consumo de alimento, se
incrementa la grelina, la corticosterone, IL-10, IL-6 y diminuyen la leptina, insulina y

los mMiRNAs 16 y 126.

Pasando el periodo de recuperacion se incrementa la expresion de adiponectina,
FATP, ACSL 1, PPARYy, IL-6, asi como la concentracién de TNF e IL-6 y disminuye la
expresion de GLUT4 y la concentracion de IL-10. Los resultados demuestran que la
respuesta del organismo sometido a diferentes periodos de privacion de suefio MOR
es dependiente al tiempo de la misma y que es insuficiente un periodo prolongado de
recuperacion para revertir las alteraciones provocadas por la privacion de suefio

MOR.



ABSTRACT

Sleep is an indispensable physiological activity, it is considered that the human being
spends a third of his life sleeping, which indicates that the functions of sleep are of
vital importance. Although the function of sleep is not fully described, several theories
are considered, among them, it deters the regulation of metabolism and the immune
response. It has been observed that sleep deprivation induces important alterations in
glucose metabolism, and believes that there is a relation between obesity and lack of
sleep, besides it has been shown that sleep deprivation induces alterations in the
immune response , this alterations also are related with some alterations as the
insulin resistance, however little has been described about the response of the
organism to different periods of sleep deprivation and its recovery, therefore the effect
of the MOR sleep deprivation was evaluated in different periods (1 day, 4 days and 8
days) and 20 days of recovery after 8 days of MOR sleep deprivation, on the
concentration and expression of metabolic regulatory molecules and cytokines in rats,
the first day it’s found a decrease of concentration of leptin, insulin, IL-10 and IL-18

and increase the miRNAs 155, 146a and 223 as well as the concentration of IL-6.

At day 4, the increase in food consumption, in the expression of mRNA resistine,
TNF, ACSL1 and PPARYy in liver were observed. It decreases leptin, expression of
GLUT4 and miRNA 223. On day 8 of MOR sleep deprivation, the increase in food
consumption is maintained, ghrelin, corticosterone, IL-10, IL-6 and Leptin, insulin and

miRNAs 16 and 126.



Passing the recovery period the expression of adiponectin increases, FATP, ACSL 1,
PPARYy, IL-6, as well as TNF and IL-6 concentration and decreased expression of
GLUT4 and the concentration of IL-10. The results demonstrate that the response of
the organism subjected to the different periods of MOR sleep deprivation depends on
time of the same and that a prolonged recovery time is insufficient to reverse the

alterations caused by MOR sleep deprivation.



1. SUENO

El suefio es una actividad fisiologica de gran relevancia, se caracteriza por una
conducta de pasividad y una reducida capacidad de responder ante estimulos
externos (Jones, 1998). El suefio es por tanto una necesidad vital e inevitable
(Vazquez et. al., 2012). Una de las caracteristicas neurobiolégicas del suefio es su
division en dos fases: el suefio de movimientos oculares rapidos (MOR) y el suefio
de ondas lentas (SOL). EI movimiento ocular marca una diferencia entre una fase y
otra, en el suefio MOR aparece la atonia muscular generalizada, excepto en los
musculos oculares y respiratorios, y es donde se presenta una actividad cerebral

similar al estado de vigilia (Nilsson et.al., 2004).

1.1 Etapas del suefio
De acuerdo a sus caracteristicas electrofisiolégicas el suefio esta constituido por
diferentes fases, éstas se definen segun los patrones caracteristicos que se
observan mediante el electroencefalograma (EEG), el electrooculograma (EOG) y el
electromiograma (EMG). Estos perfiles generan dos estados del suefio que se
alternan a lo largo de la noche y se presentan de manera ciclica: En el humano el
SOL se ha clasificado en 3 fases con base a la normativa de suefio de la AASM de
2007 que son: estadio W, que corresponde a la fase de vigiliay N1 (estadio 1), N2,
N3 (engloba estadio 3 y 4 de la nomenclatura de R&K) (lber et. al., 2007) que son las

divisiones del estado de SOL y suefio MOR.



En el humano el estadio de vigilia (W) se caracteriza por presentar en mas del 50%
ritmo alfa y el tono EMG submentoniano elevado. En el estadio N1 se presenta un
cambio de las ondas alfa por ondas de baja amplitud y la presencia de movimientos
oculares lentos (no imprescindibles). El estadio N2, se inicia si aparecen complejos K
no asociados a ondas negativas rapidas seguidas de ondas positivas lentas con
duracion de 0.5 a 3 segundos, se finaliza N2 si hay transicion a W, a N3y paso N1 o
movimiento corporal seguido de movimientos oculares lentos. El estadio N3 se
presenta cuando mas del 20% de la fase presenta ondas lentas (frecuencia 0.5-2 Hz
y amplitud de >75uV) u ondas delta, pudiendo persistir husos de suefio (Iber et. al.,
2007).

El estadio MOR se caracteriza por presentar ondas de baja amplitud y frecuencias
mixtas (similar a N1), ausencia en el tono EMG submentoniano o baja amplitud,
movimientos oculares rapidos (ondas puntiagudas conjugadas irregulares y rapidas
<500mseg.) se continbda considerando MOR si persisten ondas de baja amplitud y
frecuencias mixtas sin husos y sin complejo K (aunque no se presenten movimientos
oculares rapidos). Se finaliza la fase MOR si existe una transicion a W o a N3, si se
presenta aumento de tono y criterios de N1, si aparecen complejos K 0 husos y si
presenta movimiento corporal seguido de movimientos oculares lentos. (lber et. al.,

2007).

En la rata se consideran 7 etapas del sueiio — vigilia y cada ciclo comprende un
tiempo aproximado de 10 a 12 minutos. En la etapa 1. Se presenta actividad tetha en

el hipocampo dorsal y sujeto tiene un comportamiento activo e intenso, en la etapa 2.
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No se presenta actividad tetha, y conductualmente el sujeto se encuentra tranquilo,
en la etapa 3. Se observan ondas lentas de amplitud en aumento y de forma
progresiva, en la etapa 4. Se presenta suefio profundo sincronizado y ejes
progresivamente crecientes en el cortex anterior. En la etapa 5. Es la etapa que se
presenta justo antes de suefio MOR es una fase intermedia con husillos corticales de
alta amplitud y baja frecuencia de ritmo tetha, se relaciona con la disminucién masiva
de procesos de transmision talamicos sensoriales, en la etapa 6 se da el suefio MOR
sin movimientos oculares, mientras que en la etapa 7 se presenta el suefio MOR con
movimientos oculares (Gottesmann, 1992).

La visibn de la regulacion fisiologica del suefio sostiene que existen dos
componentes:

1) Un componente homeostéatico en el que la necesidad de suefio se manifiesta
por un aumento de la propensiéon a dormir después de la privacion del suefio y
una disminucién de esta propensién a dormir cuando se consolida el tiempo
necesario de suefio.

2) Un marcapaso circadiano, que es basicamente independiente del suefio y la
vigilia, pero que determina los tiempos de inicio y terminacién del suefio
mediante el cambio del umbral de la necesidad del dormir (Borbely, 1982).

Tanto el marcapasos circadiano como el componente homeostético contribuyen a la
consolidacion del suefio. La interaccion entre estos procesos es la base para una
presion a consolidar el suefio por la noche y una presién a consolidar la vigilia
durante el dia. Asi, la propension a dormir depende de la cantidad de privacion de

sueilo y de la fase del reloj circadiano. Los niveles de excitacion y el estrés
7



desempeiian un papel fundamental en la induccion del suefio, un nivel de excitacion
mas alto esta asociado con una disminucién de la propensiéon al suefio y viceversa

(Germain y Nielsen, 2003).

1.2 Funciones del suefio (importancia del suefio)

Las hipotesis sobre la funcion del suefio son numerosas y muchas de ellas tratan de
explicar la funcion del suefio como un proceso homeostatico. Algunas de las
hipétesis se centran en diferentes aspectos de la homeostasis como la restauracion
tisular, el balance energético, la termorregulacion, la desintoxicacion y la funcion
inmune (Walker y Berger, 1980). La hipotesis de restauracion fue propuesta por
(Benington y Heller, 1995), ellos proponen que el suefio es un estado que permite la
reposicion de las reservas de glucogeno en el cerebro, que sirven como un
importante amortiguador energético que sostiene la actividad neuronal durante la
vigilia (Gruetter, 2003). Por tanto la pérdida crénica de suefio se asocia con una
disminucién del rendimiento psicomotor, somnolencia excesiva (tendencia casi
inevitable a quedarse dormido), afectando el estado de &animo y las funciones
autonomas e inmunes (Malik y Kaplan, 2005), aunque el mecanismo exacto por el
que se producen la mayoria de estos efectos es alun desconocido y/o poco
explorado.

Se conoce que durante el sueiio MOR se presentan nuestros suefios mas vividos,
aguellos que son claramente recordados. El suefio MOR es «paradgjico» ya que se

observa una alta actividad cerebral tanto metabdlica como neuronal.



La respiracion y el ritmo cardiaco son variables, se producen movimientos oculares
rapidos y, en el caso de los machos suelen presentarse erecciones peneanas
(Siegel, 2005). Tales caracteristicas han hecho que las funciones del suefio MOR
resulten particularmente misteriosas (Siegel, 2005).

La continuidad y funcion del suefio pueden ser facilmente alteradas por influencias
exdgenas como la privacion de suefio (PS), alteraciones de los horarios laborales,
uso de medicamentos o la presencia de enfermedades. Las funciones afectadas por
la pérdida de suefio incluyen disminucién de la velocidad psicomotora y cognoscitiva
de la vigilancia y atencidn ejecutiva de la memoria y habilidades cognoscitivas
superiores (Vazquez et. al., 2012), pero el suefio también ejecuta importantes efectos
moduladores sobre algunos de los componentes del sistema endocrino e inmune,
como las hormonas de los ejes hipotalamo-hipdfisis (p.ej. hormona del crecimiento,
prolactina y cortisol) hasta hormonas que regulan el balance de electrolitos y agua,
asi como del metabolismo de lipidos y carbohidratos, es decir que el suefio participa
en la regulacién del sistema neuro-inmune-endocrino en el organismo (Gomez —
Gonzalez et. al., 2012).

Los niveles de excitacion y el estrés también desempefian un papel fundamental en
el proceso de induccion del suefio (Germain y Nielsen, 2003). Estudios en animales
indican que la privacion de suefio (PS) activa la respuesta de estrés y al eje
hipotalamo hipofisis adrenales (HHA), eje que 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 se forma de neuronas que

inducen la liberacion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH), lo que quiere
9



decir que los sistemas que controlan la ingesta de alimento y la respuesta de estrés
comparten el mismo sitio cerebral, favoreciendo a que cada sistema influya en el otro

para generar una respuesta.

2. PRIVACION DE SUENO
Para poder estudiar el suefio y sus efectos se han planteado métodos para quitarlo
total o pacialmente, usando el concepto de PS, el cual se define como una falta del
dormir durante un cierto periodo de tiempo, asi como un desfase de la hora de dormir
(Bonnet y Arand, 2001), 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 y Arand, 2001). Se ha
considerado que la privacién parcial cronica de suefio es consecuencia de la
restriccion voluntaria de suefio, lo que la convierte en una enfermedad endémica de

la sociedad moderna (Parish et. al., 2007).

De manera habitual los humanos presentan trastornos de suefio que llevan a una
privacion parcial cronica de suefio, entre los que destacan: apnea, sindrome de
piernas inquietas, jet lag, insomnio, entre otras (Tufik et. al., 2009). Asi, la PS se
presenta como un tipo comun de estrés con importantes consecuencias fisioldgicas

gue lleva a la muerte en animales de experimentacion (Rechtschaffen et. al., 1983).
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2.1 Métodos de privacion de suefio MOR

Para el estudio del suefio se han recurrido a diferentes técnicas de PS tanto en
humanos como en animales, la mayoria de los investigadores ha buscado la forma
de aislar el efecto de la PS de los factores de estrés fisioldégicos que esta produce, si
bien es cierto que un animal aislado y privado de suefio origina una mayor
manifestacion de estrés que un animal con PS en condiciones de estabilidad social y
movilidad, no podemos olvidar que la misma condicion de PS es inductora de estrés,
por lo que muchas de las respuestas que se observan a lo largo de tiempo de PS
son respuestas al estrés. Es por ello que el tema del modelo de PS para roedores y
su control ha sido ampliamente cuestionado, debido a que los animales deben ser
habituados a la manipulacion, a su condicionamiento social y a los métodos invasivos
en caso de ser necesarios, como punciones y/o administracién de sustancias, etc.
Cualquiera gue sea la técnica que se elija, se induciran niveles de estrés, si el suefio
es esencial para la salud y la vida, la PS es por naturaleza un factor de estrés

bioldgico (Tufik et. al., 2009).

Diversas técnicas han sido desarrolladas para mantener a los animales despiertos o
privarlos de una etapa especifica de suefio, la mas predominante es la privacion de
suefio MOR (PSMOR). 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 polisomnograficos son vigilados
continuamente, cuando el animal muestra sefales electrofisiolégicas de suefio o

asume una postura conductual se le despierta con una sefial acustica y si es
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necesario se acompana de estimulos tactiles (Franken et. al., 1991). Esta técnica se
utiliza tanto para la privacion total de suefio (PTS), como para la PSMOR vy 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 de
florero invertido: Desarrollado por Jouvet en 1964 con el objetivo de suprimir el suefio
MOR. El método es muy simple, se basa en una caracteristica tipica del suefio MOR:
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
relacion 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 suefio MOR, 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, originalmente desarrollado para privar de suefio MOR a
gatos de experimentacion (Jouvet et. al., 1964), al siguiente afio fue modificado para
roedores (Cohen y Dement, 1965). c) Método de plataformas mdultiples (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 y Van Luijtelaar, 1985).

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

método reduce el factor de estrés por manipulacién, aislamiento, inmovilidad o
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restriccion del movimiento inducido por los otras técnicas arriba mencionadas,
evaluado a partir de los niveles de corticosterona en la rata (Suchecki et. al., 2000;
Suchecki & Tufik, 2000; Suchecki et. al., 2002). Por estas ventajas, este es el método

elegido para utilizar en el presente proyecto.

2.2 Consecuencias en la salud por la privacion de suefio

En animales como en humanos, se ha demostrado que el suefio favorece las
funciones cognitivas como la ejecucion de tareas, la concentracion y la consolidacion
de la memoria, mientras que la PTS y la PSMOR las deteriora considerablemente
(Vazquez et. al., 2012).

Cuando se presenta una PS de manera continua y/o prolongada existen importantes
consecuencias, algunas de las condiciones clinicas que mayormente se han
asociado a la restriccion de suefio son enfermedades cardiovasculares,
enfermedades autoinmunes, fallas en procesos metabdlicos como la aparicion,
desarrollo o agravamiento de la diabetes y obesidad, e incluso se ha descrito que
algunos tipos de cancer se han asociado a la activacion de sefiales celulares que se
originan con la expresién de citocinas pro inflamatorias, tal como ocurre en la falta de
sueiio (Volpato, 2001; Karin y Greten ,2005; Knutsson et. al.,2007; Irwin et. al.,

2008).
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Moléculas como grelina, leptina, factor liberador de corticotropina y citocinas tienen
influencia sobre el suefio y por tanto pueden ser considerados como “factores de
sueno” (Weikel et. al., 2003), entre las citocinas estudiadas hasta ahora, la evidencia
indica que IL-1B, IL-6, y TNF estan involucrados en la regulacién del suefio (Majde,
2005) y estos a su vez se modifican por efecto de la PS, como una respuesta
bidireccional de comunicacion entre el cerebro y el sistema inmune-endocrino, que
son capaces de modular la defensa del huésped y los mecanismos del suefio (Opp,
2005). Esto resulta interesante porque estos factores también estan relacionados con

la aparicion de trastornos metabdélicos como la diabetes y la obesidad.

Asi, el suefio podria tener un efecto importante en el control del peso corporal, por
sus funciones reguladoras sobre el apetito y la funcion enddcrina, esto aunado a que
el tejido adiposo juega un papel endocrino relevante para la regulacion del apetito al
secretar hormonas como la grelina y la leptina. Al mismo tiempo que se observa un
desequilibrio fisiolégico, el mismo tejido adiposo tiene la capacidad de inducir
procesos inflamatorios por la liberacion de factores pro- inflamatorios como TNF e IL-

6, pudiendo ocasionar una falla en la regulacién por la falta de suefio.
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3. METABOLISMO
El metabolismo se define como la totalidad de las reacciones quimicas que se
producen en la materia viva (Mathews, 2002), los procesos considerados en el
metabolismo contiene dos principios importantes: 1) el metabolismo se subdivide en
dos categorias principales, el catabolismo (procesos relacionados con la degradacion
de las sustancias complejas) y el anabolismo (procesos relativos fundamentalmente
a la sintesis de las moléculas organicas y 2) tanto las rutas catabdlicas como
anabdlicas se producen en tres niveles de complejidad: 1. Interconversion de los
polimeros y los lipidos complejos con los intermediarios monoméricos; 2.
Interconversion de los azucares monomeéricos, aminoacidos y lipidos con los
compuestos organicos aun mas sencillos y 3. Degradacion final hasta compuestos
inorganicos como CO2, H20 y NHs o la sintesis a partir de los mismos (Mathews,

2002).

El metabolismo intermediario comprende todas las reacciones relacionadas con el
almacenamiento y la generacion de energia metabdlica y con el empleo de esa
energia en la biosintesis de compuestos de bajo peso molecular y compuestos de

almacenamiento de energia (Mathews, 2002).
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3.1 Metabolismo energético

El metabolismo energético, por tanto, se refiere a la parte del metabolismo

intermediario formada por las rutas que almacenan o generan energia metabdlica.

Las rutas centrales del metabolismo explican las cantidades relativamente grandes
de transferencia de masa y de generacion de energia que se producen en el interior
de una célula; son las rutas principales desde el punto de vista cuantitativo

(Mathews, 2002).

En los seres humanos muchos aspectos del metabolismo responden a los ciclos
circadianos, incluyendo el metabolismo de la glucosa, de insulina y los niveles de
leptina (Van Cauter et. al., 1997). Por tanto el apetito y el metabolismo energético
son regulados por la interaccion de sefiales metabdlicas, hormonales y neuronales.

Algunas de las hormonas que son importantes en la regulacion de los carbohidratos

y lipidos son la insulina, la grelina y la leptina (Daniel et. al., 2013).
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3.2 Hormonas que participan en la regulacion del metabolismo energético

Como sabemos, la célula viva utiliza multiples controles de regulacién para dirigir
todas sus funciones, una hormona es una sustancia que se sintetiza en células
especializadas y se transporta por la circulacion hasta su célula diana, interactuando
con sus receptores especificos, por ello las hormonas son excelentes mensajeros
guimicos que actlan a todos los niveles de regulacién (Mathews,2002).

Entre las hormonas que regulan el metabolismo se encuentran la insulina, glucagon,
adrenalina, y cortisol (Daniel et. al., 2013). Mientras que leptina, grelina e insulina
regulan la ingesta de alimento en funcién de la regulacién de la energia en el
organismo (Scheja y Heeren, 2016).

Leptina

En 1995 se identificd en el raton el producto del gen ob. Los ratones que portan dos
alelos defectuosos del gen ob crecen hasta pesos corporales tres veces superiores al

normal. El gen ob codifica la proteina denominada leptina. (Mathews,2002)

La leptina es un péptido constituido de 167 aa, producida principalmente por el tejido
adiposo (Reseland et. al., 2001). Se secreta en proporcion directa a la masa grasa
total (Margentic, 2002) y su principal efecto es inhibir el hambre y el consumo de
alimentos incrementando el gasto energético y promoviendo el uso de los lipidos

corporales (Ahima et. al., 2000).

La Leptina es considerada un “lipostato” pues cuando los depdsitos de grasa son los

adecuados, las concentraciones de leptina se elevan y los sistemas de sefializacion

17



controlan el comportamiento alimenticio para limitar la deposicién de grasa, durante
el ayuno las concentraciones de leptina disminuyen, lo que estimula la alimentacion y

el almacenamiento de grasa en los adipocitos (Mathews,2002).

Los niveles elevados de leptina activan la via metabdlica anorexigénica y los niveles
bajos de leptina por deficiencia de nutrientes aumenta la sefalizacion orexigénica
mediada por el péptido pro-opiomelanocortina (POMC) (Moran et. al., 2006). Esta
sefal orexigénica se obtiene al existir una intereferencia en la respuesta del
neuropéptido Y estimulando la ingesta de alimento activada frente a la caida de los
niveles de leptina, en dicha cascada participa la hormona concentradora de

melatonina y los opioides. (Cardona, 2006).

Grelina

La grelina es un péptido de 28 aminoacidos, se produce en las glandulas endocrinas
del estomago (Kojima et. al., 1999) y en menos proporcion por el duodeno y por
algunas estructuras cerebrales (Cowley et. al., 2003) las concentraciones de grelina
se incrementan en periodos de ayuno provocando la sensacion de hambre (Van der

Lely et. al., 2004).

Las concentraciones de grelina son reguladas por el nacleo arcuato (Bagnasco et.
al., 2003), que es una estructura involucrada en el control central de la ingesta (Kalra

et. al., 1999), al estimular la motilidad gastrointestinal (Masuda et. al., 2000).

Las concentraciones plasmaticas de grelina se correlacionan inversamente con la

cantidad de alimento ingerido (Bodosi et. al., 2004), se cree que su participacion en
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la red neuroenddcrina de regulacion de energia es como hormona periférica que
junto con la leptina e insulina informan a la central de energia cuando las reservas
disminuyen, lo que provoca el aumento del deseo orexigénico y disminuye el gasto

energético. (Van der Lely et. al., 2004).

Insulina

La insulina es una proteina que se sintetiza en las células B del pancreas quienes
detectan las concentraciones de glucosa y secretan insulina en respuesta a una
concentracion elevada de glucosa, la insulina sefiala el estado de ingesta e impulsa a
la captacion de sustratos comestibles, almacenamiento de lipidos y glucégeno y a la

biosintesis de 4cidos nucleicos y proteinas (Mathews, 2002).

Por tanto, la homeostasis de la glucosa se regula principalmente por la insulina, que
juega un papel crucial por inhibir la produccién de glucosa hepética y estimular la
captacion de glucosa en tejidos sensibles a la insulina como son el tejido adiposo, el

musculo esquelético, entre otros (Spiegel et. al., 2005).

Debido a que la insulina aumenta la captacion de glucosa en el masculo y en el tejido
adiposo, activa la glucdlisis en el higado, aumenta la sintesis de acidos grasos y
triglicéridos en el higado y en el tejido adiposo, inhibe la gluconeogénesis en el
higado y aumenta la sintesis de glucégeno, aumenta la captaciéon de aminoacidos
activando la sintesis de proteinas musculares e inhibe la degradacion proteica

(Mathews, 2002).
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Cualquier alteracion en la insulina, conlleva a importantes alteraciones metabdlicas,
tal es el caso de la resistencia a la insulina (RI) que ocurre cuando se requieren mas
niveles de insulina para reducir los niveles de glucosa en sangre tras la
administracion de la misma cantidad de glucosa exogena (Morselli et. al., 2012), y
representa uno de los predisponentes mas importantes para el desarrollo de la
diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), la cual se define como un conjunto de patologias en la
gue existe una insuficiencia funcional de la insulina que deteriora la capacidad del
organismo para utilizar la glucosa, a pesar de que ésta se encuentre presente en

abundancia.

Este déficit de insulina bloquea la captacién de glucosa en el musculo y tejido
adiposo y reduce el catabolismo de la glucosa en todos los tejidos, se incrementa la
protedlisis del musculo y la lipdlisis del tejido adiposo y se incrementa también la

oxidacion de acidos grasos y la cetogénesis. (Mattews et. al., 2002).
Corticosterona

Los glucocorticoides (cortisol y corticosterona) estimulan la gluconeogénesis y a
dosis farmacoldgicas suprimen las reacciones inflamatorias, su concentracion
circulante se controla fundamentalmente mediante su tasa de sintesis, la cual en
Gltima instancia se controla por sefiales procedentes del cerebro, sefiales que actian
a través de hormonas intermediarias. La neurohormona factor liberador de
corticotropina (CRF) se libera en el hipotalamo en respuesta a sefiales del sistema

nervioso central (SNC) y se estimula la liberacion de corticotropina (ACTH) por la

20



glandula hipofisiaria estimulando la sintesis de glucocorticoides en la corteza

suprarrenal. (Mathews, 2002).

Las concentraciones de corticosterona son fluctuantes a lo largo del dia, presentando
un pico maximo en las primeras horas del dia y un minimo a media noche, pero su
liberacion se puede ver influenciada como respuesta a una desestabilizacion fisica o

emocional y de esa forma romper su regulacion circadiana. (Cortés, 2011).

Ante el incremento en las concentraciones de corticosterona sérica se genera una
respuesta celular rapida por agentes de accion inmediata (catecolaminas y

neuropétidos) garantizando un estado de alerta y atencién maxima (Cortés, 2011).

El impacto clinico del estrés y la relacion con los niveles de cortisol en humanos se
manifiesta en diferentes formas que van desde trastornos gastrointestinales,
insomnio, alteraciones de la memoria, RI, hipertension y obesidad. (Dvorkin et.al.,

2010).
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3.3Adipocinas

La adiponectina es una hormona de 244 aminoacidos con propiedades anti
diabéticas, anti inflamatorias y anti aterogénicas, con concentraciones séricas mil
veces mayor a la insulina y a la leptina (Haluzik et. al., 2004). Aunque el papel
fisioloégico de la adiponectina no se ha esclarecido del todo, se considera como un
marcador de la sensibilidad a la insulina (Arner, 2005). Siendo asi que las
concentraciones plasmaticas de adiponectina se correlacionan negativamente con la

Rl (Lindsay et. al., 2002).

Se ha demostrado que la administracion de adiponectina en ratones mejora la
sensibilidad a la insulina con una disminucién en la produccion de glucosa hepatica y
el incremento de la oxidacién de acidos grasos en el musculo (Combs et, al., 2001;
Arner, 2005; Yamauchi et. al., 2001), por el contrario los pacientes con DT2 tienen

una menor concentracion plasmatica de adiponectina (Hotta et. al., 2000).

Evidencias sugieren que la adiponectina actia de forma autdcrina regulando la
funcion secretora del adipocito e induce una reduccién en la secrecion de IL-6 e IL-8
(citocinas anti-inflamatorias) (Dietze-Schroeder et.al., 2005), como parte de otros de
los beneficios que brinda la adiponectina se consideran también cualidades anti-

apoptoéticas y pro-angiogénicas (Landskroner-Eiger et. al., 2009).
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Otra adipocitocina de interés es la Resistina que es una proteina de 114 aminoacidos
secretada en el proceso de maduracion de los pre adipocitos, y sintetizadas en zonas
de inflamacién, en inicio se mostro que los niveles circulantes de resistina aumentan
en estados de RI, pero al mismo tiempo se han observado resultados variables en
relacion a los niveles de RNAm en ratones obesos (Silha et. al., 2003; Bokerewa,

2005).

Se ha observado que la insulina tiene efecto supresor de la sintesis de RNAmM de
resistina en adipocitos 3T3-L1 (Haugen et. al., 2001) mientras que niveles elevados

de glucosa aumentan la expresion de resistina (Shojima et. al., 2002).

3.4. Moléculas que participan en la regulacion del metabolismo

Existen diferentes moléculas que al igual que las hormonas y adipocitocinas
participan en la regulacion del metabolismo, entre ellas se encuentra la Proteina
Facilitadora del Transporte de Glucosa 4 (GLUT 4). La glucosa ingresa a las células
por dos posibles mecanismos: por acarreadores de glucosa asociados al sodio
(SGLT) que estan presentes principalmente en epitelios donde se absorben y
reabsorben los nutrientes. Y por sistemas facilitadores del transporte de glucosa
(GLUT) presentes en todas las células del organismo para la movilidad de la glucosa

de un compartimento a otro (Castrejon et. al., 2007).

Existen 14 GLUT vy se clasifican en familias segun su funcion, sustrato, secuencia o

respuesta a bloqueadores. EI GLUT 4 se expresa en tejidos sensibles a la insulina
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(musculo esquelético, tejido adiposo, corazoén), la insulina estimula la incorporacion
del GLUT 4 a la membrana plasmatica por vesiculas intracelulares (Castrejon et. al.,

2007).

Para la incorporacion de acidos grasos también se utilizan moléculas de transporte
como la Proteina Transportadora de Acidos Grasos (FATP). Existen mecanismos
saturables de incorporacion de acidos grasos de cadena larga a distintos tejidos
(Stahl et. al., 2001): proteinas de unién de acidos grasos a membrana plasmatica
(PM-FABP), Translocasas de acidos grasos (FAT/CD36) y proteina transportadora

de acidos grasos (FATP) (Dourlen et. al., 2012).

Los acidos grasos de la lipdlisis del tejido adiposo son transportados en union a la
albumina en la sangre para ser transportados al interior de los tejidos, la acumulacion
de los lipidos dentro de la célula muscular se relaciona con la RI, las proteinas
transportadoras son importantes en la regulacién del transporte de acidos grasos en
el musculo y se sugiere que el transporte de acidos grasos al musculo se incrementa
en la obesidad y en la DM2, puesto que la deficiencia de FATP protege de la RI

inducida por acidos grasos (Blaak et. al., 2000).

El metabolismo de los acidos grasos requiere de algunas moléculas como la Acil
CoA sintetasa de &cidos grasos de cadena larga (ACSL1). Gen implicado en el
metabolismo de los acidos grasos, considerado un excelente marcador adipogénico
(Ntambi y Young-Cheui, 2000). El ACSL1 participa en el proceso catabolico de los

acidos grasos mediante el proceso de oxidacion.
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Otras moléculas de importante relevancia son los Receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPAR’s). Nombrados asi en su descubrimiento en el
afio de 1990 donde se observo que existian factores que estimulaban la generacion
de peroxisomas en el higado de roedores (Issemann y Green, 1990). Ahora se sabe
gue son activados gracias a la union con ligandos del exterior de la célula y que

regulan una multitud de genes no relacionados a los peroxisomas (Carbajal, 2007).

Son receptores nucleares que actian como factores de trascripcién y que se activan
gracias a la unién de ligandos especificos, regulando la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de los lipidos y glucosa. Existen tres isoformas tejido
especificas de PPARs denominadas alfa, beta/delta y gamma, son moléculas que
inciden sobre la regulacion de la adipogénesis, metabolismo de lipidos, sensibilidad a
la insulina, inflamacién, combustiébn de energia y presion sanguinea (Kelly et. al.,

1998).

El PPAR-y: Regulador clave del tejido adiposo y balance energético corporal,
implicado en diversas funciones bioldgicas como inflamacion, diferenciacion celular y
regulacion del metabolismo, por lo que lo relaciona ampliamente con el desarrollo de
la DM2, obesidad y cancer pancreatico (Polvani et. al., 2014). Se encarga de
estimular el almacenamiento de acidos grasos en el tejido adiposo mediante un
incremento en la capacidad de almacenaje y por el aumento en el influjo de acidos
grasos al tejido adiposo, su gen se expresa en células epiteliales, linfocitos B y T,

macrofagos, células endonucleares, masculo, higado y predominantemente en tejido
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adiposo, en donde es indispensable para la diferenciacion de los adipocitos (Walczak
y Tontonoz, 2002).

La activacion de PPAR-y induce la adipogénesis (proceso de diferenciacion celular
de pre adipocito a adipocito) y la lipogénesis (sintesis de acidos grasos), reduce la
lipotoxicidad (acumulacién de grasa ectopica que provoca muerte celular o disfuncion
organica) en higado y musculo, por tanto mejora la sensibilidad a la insulina en esos
tejidos (Mendivil et. al., 2015), ademas tiene la capacidad de regular de manera
negativa la transcripcion de varios genes que promueven alteraciones en la accion
de la insulina, como TNF, leptina, proteinas desacoplantes de la cadena respiratoria
mitocondrial (UCPs) y otras citocinas pro infamatorias secretadas por el adipocito
gue se asocian con la RI, es regulador del GLUT-4, de la FATP y de la adiponectina

(Bonet et. al., 2003; Fatehi- Hassanabad y Chan, 2005).

El PPAR-a es el primer miembro descrito de la superfamilia, expresado en mdultiples
tejidos como higado, rifién, corazén, musculo esquelético, tejido adiposo marrén,
monocitos y endotelio vascular (Fatehi- Hassanabad y Chan, 2005). Este factor tiene
una accién importante en la activaciéon y beta-oxidacién de los &cidos grasos
principalmente en el higado, posee unién preferencial a los &cidos de cadena larga,

como el &cido araquiddnico, &cido linoleico (Fatehi- Hassanabad y Chan, 2005).

PPAR- & se expresa en diversos tejidos y células, detectandose altos niveles de
expresion en el tracto gastrointestinal, corazén, riiidén, tejido adiposo y cerebro

(Escher et.al., 2001). Esta implicado en la diferenciacion del adipocito, inducida por
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acidos grasos de cadena larga que son los ligandos preferenciales de este receptor

(Escher et.al., 2001).

4. CITOCINAS

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por diversos
tipos celulares que actuan fundamentalmente como reguladores de las respuestas
inmunitaria e inflamatoria. Dentro del grupo de las citocinas se incluyen las
interleucinas (IL), los factores de necrosis tumoral (TNF), los interferones (IFN), los
factores estimuladores de colonias (CSF) y las quimiocinas (Filella y Molina,2002).

Las citocinas actian como reguladores sistémicos a concentraciones del orden de
nano o picomoles, modulando la actividad de un amplio espectro de tipos celulares

qgue, en general, es bastante superior al de las hormonas.

Interleucina 1B (IL-1B) Su principal fuente son los macrofagos activados pero también
puede secretarse por células epiteliales y endoteliales, la IL-1B es la forma
predominante de IL-1 en el espacio extracelular y es una citocina que destaca por su

capacidad proinflamatoria.

De hecho, la IL-1 y el TNF tienen un efecto sinérgico sobre la inflamacién, que
también es promovida por el IFN-y a través del aumento del TNF (Filella y Molina,
2002).

Interleucina 10 (IL-10) Producida por los linfocitos T de tipo Th2 y con capacidad de

inhibir la sintesis de IFN y de IL-2 por parte de los linfocitos T. Es la principal citocina
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anti inflamatoria, efecto que ejerce a través de la inhibicion de la sintesis de IL-1, IL-6

y TNF por parte de los macrofagos (Filella y Molina, 2002).

Interleucina 6 (IL-6) Sus fuentes principales son macréfagos activados, células del
endotelio vascular, fibroblastos y adipocito. Es una citocina pro inflamatoria que
modifica la sensibilidad a la insulina (Glund et. al., 2007). Interviene en la regulacion
de la respuesta inmunolégica, en la hematopoyesis y en las reacciones de fase
aguda, con efectos tanto pro inflamatorios como anti inflamatorios (Glund et. al.,
2007).

Su via de sefializacion esta mediada por protein cinasa AMP (AMPK) (Carey et. al.,
2006) y 3 — fosfatidil-inositol cinasa (Al-khalili et. al., 2006), se ha demostrado que los
efectos de IL-6 estan implicados en el metabolismo de la glucosa, de todas las
adipocinas IL-6 tiene la correlacién mas fuerte con la Rl y sus complicaciones (Glund
et. al., 2007), los niveles de IL-6 en plasma son 2-3 veces mayores en pacientes con
obesidad y DM2 (Glund et. al., 2007), dicha elevacién se relaciona con el incremento
de glucosa en sangre y con la disminucién de la tolerancia a la glucosa y a la

sensibilidad a la insulina (Glund et. al., 2007).

Factor de Necrosis Tumoral (TNF) Se expresa principalmente en macréfagos,
monocitos y linfocitos, con efecto anti tumoral a través de un doble mecanismo que
incluye la inhibicion de la angiogénesis, que produce la necrosis hemorragica del
tumor y el incremento de la respuesta inmunitaria anti tumoral, en donde actda de

manera sinérgica con Interferéon (INF), También actia como mediador en el

28



desarrollo del shock séptico y en la caquexia, estado catabdlico asociado a las
enfermedades cronicas con pérdida de peso, anorexia y anemia (Filella y Molina,

2002).

Su expresidn esta regulada en el tejido adiposo y musculo esquelético principalmente
en condiciones de obesidad y resistencia a la insulina (Hotamisligil, 2000), se ha
propuesto que TNFa puede ser considerado como enlace molecular entre la

obesidad y la RI (Hotamisligil, 2000).

5. MICRO RNAs

Existen moléculas con funciones biomarcadoras, que pueden modificarse en relacion
al progreso de una enfermedad (Bager, 2014), actualmente se han descrito como
biomarcadores a los microRNAs que han abierto ampliamente la posibilidad de
emplearlos como biomarcadores de varios tipos de céancer y otras enfermedades
(Cortez, 2009) dado que son moléculas estables que se encuentran en fluidos

protegidas de la degradacion por RNAsas (Nguyen et. al., 2013).

Los microRNAs (miRNAs) se constituyen por aproximadamente 22 nucleétidos y
favorecen la regulacion postranscripcional, el 33% representan biomarcadores
biologicos. Los microRNAs son pequeiios RNAs intrinsecos que bloquean la
traduccion o promueven la degradacion del mensaje a través del complejo inductor

de silenciamiento RISC. (Bartel, 2004).
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Cuando se desarrolla una alteracion metabdlica, se habla de un importante problema
de salud publica, las enfermedades metabdlicas se caracterizan por una falla en la
respuesta efectiva de genes o reguladores de la transcripcion ante nutrientes,
reconociendo asi el papel que juegan los mMIRNAs en la regulacion post
transcripcional de la expresidn génica y su participacion en mdultiples procesos

bioldgicos en los que se incluye la regulacion metabdlica (Price y Chen, 2014).

Los miRNAs juegan un papel importante en la capacidad del higado para regular
tanto la homeostasis de la glucosa como la de lipidos (Price y Chen, 2014). Existen
también miRNAs que regulan la funcion pancreatica provocando cambios en la
funcién hepatica debido a las alteraciones en los niveles de insulina y glucagon,
ademas se ha demostrado que la sensibilidad a la insulina en un niamero de tejidos
incluyendo al higado, es modulada por miRNAs (Rottiers et. al., 2011). Se ha
demostrado en los ultimos afios que los mMiRNAs pueden afectar el metabolismo del
colesterol porque regulan proteinas implicadas en la sintesis, absorcion y transporte
del mismo en el higado (Price y Chen, 2014) entre los miRNAs implicados en la
regulacién de lipidos, miRNA 122 es el més estudiado en higado y constituye el 75%
del contenido total de los miRNAs hepaticos,y es crucial para una amplia gama de
funciones hepéticas (Chang et.al., 2004) . Existen miRNAs que regulan la
diferenciacion y funcion de tejido adiposo blanco, entre ellos se encuentran: miRNA
21, 26b, 30, 103, 143, 146b, 181, 204/211, 210, 375, 637 y se ha determinado que
promueven la adipogénesis, importante proceso de equilibrio metabdlico. Ademas de

regular la adipogénesis, los niveles de colesterol y la sensibilizacion de la insulina,
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los miRNAs son importantes reguladores de la funcidén de los adipocitos incluyendo a
factores circulantes como acidos grasos libres, adipocinas (leptina y resistina) y
citocinas (TNF e IL-6) (Zhu et. al., 2013). En general los miRNAs han demostrado
desempeiiar un papel critico en la regulacion de la diferenciacion y funcion tanto de
tejido adiposo blanco como marrén y asi proporcionar terapias prometedoras para la
obesidad y sindrome metabdlico (Price y Chen, 2014). Un numero de miRNAs
circulantes se han identificado que se encuentran mal regulados durante la obesidad
y enfermedades metabdlicas, entre ellos miRNA 15, 21, 29, 342, 122, 126, 146, 150,
155, 221 y 222 (Price y Chen, 2014). Se han propuesto 6 importantes miRNAs que
participan en la progresion de 9 o mas enfermedades no neoplasicas y que estan
relacionadas con la inflamacion que las desencadena, considerandolos
biomarcadores para enfermedades cardiovasculares y desérdenes

neurodegenerativos miRNA 16, 223, 146a, 155, 21y 126
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6. SUENO Y HORMONAS
La relacion entre la leptina y el suefio es aparentemente bidireccional, la
administracion sistematica de leptina aumenta SOL y disminuye MOR (Sinton et. al.,
1999). Se ha propuesto también que existe una relacion en la liberacion de leptina
durante el suefio, ya que los niveles son mas elevados en la noche que en el estado
de vigilia (Simon et. al., 1998), se cree que el suefio por si mismo puede afectar la
regulacion de la leptina pues se ha observado que la elevacién en el suefio persiste
en sujetos con nutricion enteral continua a pesar de que la hora de suefio se

consolide durante el dia (Spiegel et. al., 2004).

Se sabe que la restriccion de suefio puede cambiar la capacidad de la leptina para
responder al equilibrio energético del cuerpo y producir la sefial de saciedad cuando
las necesidades de energia han sido adecuadamente satisfechas (Spiegel y Tasali,

2004).

El impacto de la duracién de suefio en los niveles de leptina pueden involucrar
varios mecanismos. Teniendo en cuenta que la liberacion de leptina es inhibida por el
sistema nervioso simpatico (SNS) (Rayner y Trayhurn, 2001), otra posibilidad es que
los resultados de la PS disminuyan la leptina por un incremento en la actividad

simpética (Spiegel y Tasali, 2004).

Se ha sugerido que la reduccion de los niveles de leptina después de la PS puede
ser una adaptacion a una mayor demanda de energia debido a un incremento en el

tiempo de vigilia (Spiegel et. al., 2004).
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Existe evidencia de que la leptina no sea la Unica hormona que puede alterar el
suefo, la grelina también es un factor promotor del suefio (Schussler et. al., 2006)
pues induce SOL e induce la secrecion nocturna de la hormona de crecimiento
(Weikel et. al., 2003). Los niveles de grelina durante el suefio se incrementan y
disminuyen por la mafiana unas horas antes del desayuno, causa extrafieza que una
hormona que estimula el apetito se incremente en la noche, lo que sugiere que juega
otras funciones enddcrinas muy importantes y no del todo esclarecidas (Weikel et.

al., 2003).

Al igual que en el caso de la leptina, el suefio parece influir en el patron de secrecién
de la grelina, ya que el aumento en los niveles de grelina responde a la PS en
humanos (Spiegel y Tasali, 2004), se sugiere que el incremento en los niveles de
grelina por PS puede ser respuesta a la necesidad de energia (alimento) como
resultado al tiempo de vigilia. La PS no solo parece aumentar el apetito sino la
preferencia por alimentos que contienen mayor indice calérico (energia) (Taheri et.
al., 2004), relacionado se ha observado una preferencia por el consumo de comida
rapida en las horas de trabajo nocturnas, lo que incrementa el riesgo a padecer

obesidad (Ha y Park, 2005).

Con el paso de los afios y a partir de la relacién del suefio y las hormonas
relacionadas con la ingesta de alimentos, se ha estudiado mas a la leptina en
relacion al suefio que a la grelina, principalmente por la funcién que desempefia y su
participacion directa con algunas patologias metabdlicas, sin embargo se ha visto

qgue cuando hay PS, se inhiben los niveles de grelina total en el inicio de la noche y
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se incrementa su concentracion en la segunda parte de la noche (Benedict et. al.,

2011).

La grelina puede ser acilada por la enzima gelina — O — acil transferasa (GOAT) y
dicho efecto es importante para la respuesta orexigénica (Van der Lely, 2009), un
estudio reportd que la elevacion de la grelina en la noche se relaciona al reflejo del
rebote de suefio, se sefiala también que existe una relacion entre la grelina acilada y
la grelina total que es menor durante la noche, lo que sugiere que la actividad de
GOAT se disminuye durante las horas de suefio con la consecuente disminucién de
actividad orexigénica (Spiegel et. al., 2011). Esta idea estaria apoyando el efecto

inhibitorio del suefio mediado por la grelina.

Como se ha descrito anteriormente existen algunos receptores que participan en la
regulacién de vias metabolicas esenciales como son los PPAR’s, se ha observado
que tienen un efecto sobre el reloj circadiano, independiente al SNC y que estos
receptores pueden ser un potente blanco terapéutico con la finalidad de tratar

trastornos circadianos o el ritmo del suefio. (Hideroni et. al, 2007).

Se ha reportado también que PPARa es una molécula clave para la regulacion

circadiana del metabolismo de los lipidos (Oishi et. al., 2005).

No existe evidencia alguna que muestre los efectos de la PSMOR en estos
receptores, de ahi su importancia para el entendimiento de las alteraciones

metabdlicas derivadas de los diferentes periodos de PSMOR
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7. SUENO Y ALTERACIONES METABOLICAS

Hasta ahora los factores adquiridos mas comunes y reconocidos que contribuyen al
desarrollo de la DM2 y la obesidad 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 moderno: la privacion y el acortamiento de
las horas de suefio, también estan contribuyendo al aumento en la incidencia de
estas enfermedades (Knutsson et. al., 2008; Barone y Menna-Barreto, 2011). En la
actualidad, hay un limitado reconocimiento publico sobre la importancia del dormir en
relacion a la salud y en particular sobre la DM2 y el sindrome metabdlico. A pesar
gue en la literatura existen estudios que consideran a la PS como un factor de riesgo
para la aparicion, desarrollo o agravamiento de la DM2 (Larcher et. al., 2015), falta

mucho trabajar en la parte de prevencion.

La relacion entre e la alimentacion y el suefio presenta evidencias que se han
acumulado en los ultimos afios (Morselli et. al., 2012), los mecanismos implicados en
los habitos de alimentacibn no estan bien esclarecidos, pero se sabe que las
alteraciones de suefio-vigilia afectan a los relojes circadianos intracelulares en donde
mecanismos moleculares permiten que la célula, tejido u organismo anticipe
variaciones diurnas del medio ambiente incluyendo los niveles de nutrientes
circulantes como glucosa, acidos grasos, triglicéridos y las hormonas (Morselli et. al.,

2012).
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Las alteraciones del suefio pueden inducir cambios nutricionales que potencialicen la
perturbacion metabdlica (Bray et. al., 2007), influyendo sobre el apetito y saciedad y

por consecuencia en la ingesta de alimento (Spiegel et. al., 2004).

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 (Born et al, 1997; Rechtschaffen and Bergamm, 2002;
Bodosi et al, 2004; Everson and Crowley, 2004; Koban and Swinson, 2005; Li et al,

2010)

Con las observaciones epidemioldgicas y las evidencias obtenidas al paso de los
afos se lleg6 a entender que la falta de suefio y las alteraciones metabdlicas como la
obesidad van intimamente relacionadas. En nuestro pais que recientemente fue
reconocido como el pais con mayor indice de poblacion obesa tanto infantil como
adulta, se necesitan de programas de divulgacion para la sociedad a manera de
prevenir las numerosas complicaciones secundarias derivadas de la obesidad, en
particular el sindrome metabdlico que incluye la RI, hiperglucemia, dislipidemia,

hipertension, inflamacion y trastornos de coagulacion (Aaron, 2008).

Se ha observado que existe asociacion entre dormir poco y el incremento del indice
de masa corporal (IMC) y es particularmente mas fuerte y consistente en nifios
(Knutsson et. al., 2008, Marshall et. al., 2008; Patel y Hu, 2008). De manera general,
el impacto de la relacion de suefio y el riesgo de obesidad es mas claro en la
poblacion pediatrica, probablemente por mecanismos fisiologicos y de

comportamiento asociadas a edades mas tempranas, una explicacion a ello es que
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probablemente el peso corporal no se gana linealmente en periodos cortos de suefio
(Magee et. al.,, 2012). Hay autores que sostienen que existe una relacion
bidireccional entre el suefio corto y la obesidad, es decir que no solo el poco suefio
predice el aumento de peso corporal (Hasler et. al., 2004), sino que la obesidad
también es agente causal de una baja cantidad de suefio (Vgontzas Y Bixler, 2008),
lo que sugiere un circulo vicioso donde dormir poco predice ganancia de peso
corporal y la excedente adiposidad induce alteraciones del suefio (Morselli et. al.,

2012).

Se ha reportado que una noche de 4 h en cama en comparaciéon a una de 8h
incrementa 22% el consumo de calorias al siguiente dia en hombres jovenes sanos
(Brondel et. al., 2010), y que mujeres jévenes expuestas a una dieta a libre demanda
con PS de 5.5 h noche por 4 dias en comparacion a 2 noches de 9 h, aumenta 20%
el consumo de alimento durante la restriccion de suefio (Bosy- Westphal et. al.,

2008).

En otro experimento, jovenes de peso normal de ambos sexos, incrementaron la
ingesta de calorias en un 14% especialmente de alimentos ricos en carbohidratos
luego de estar con restriccion de suefio de 4 noches de 4.5h cama en comparacion a

un grupo de 4 noches de 8.5 h cama (Tasali et. al., 2009).
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8. INFLAMACION Y CITOCINAS

Posteriormente, al observar el dafio metabdlico y su la relacidbn con los tejidos
energéticamente activos, se considerd que el tejido adiposo no solo es un 6rgano de
almacenamiento de energia sino que participa de manera fundamental en funciones
fisiolégicas como la inmunidad e inflamacion (Fantuzzi et. al., 2005). El tejido adiposo
tiene funciones como 6rgano enddcrino y secreta numerosos péptidos y proteinas
bioactivas llamadas adipocinas, que incluyen leptina, adiponectina, resistina, asi
como citocinas: TNF, IL-6 (Ronti et. al., 2006). Se ha demostrado que las adipocinas
como el TNF, IL-6 y la proteina C reactiva (PC- R) se encuentran presentes en mayor
concentracion en individuos con Rl y obesidad y que son biomarcadores que

predicen el desarrollo de DM2 (Ronti et. al., 2006).

Ya mucho se ha descrito que la liberacion de adipocinas ya sea por adipocitos o por
macréfagos infiltrados del tejido adiposo conducen a una enfermedad crénica de
estado sub inflamatorio que podria desempefiar un papel central en el desarrollo de

trastornos del metabolismo de la glucosa (Ronti et. al., 2006).

Se sugiere que es suficiente una sola noche de PS para provocar una respuesta de
estrés que incluye la estimulacién de las citocinas pro inflamatorias en sujetos
jovenes sanos (Boesen y Pollock, 2007), debido a que la IL-6 es producida por
muchos tipos de células periféricas incluidas las células endoteliales, los factores de
la activacion de las células como vasoconstriccion y tension arterial son importantes

determinantes de la respuesta por la PS (Boesen y Pollock, 2007).
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La leptina actualmente también ha sido considerada como una citocina y entre sus
multiples funciones se sugiere una accion periférica con la insulina, en la movilizacion
de los combustibles y mecanismos de almacenamiento de energia inhibitorias, la
insulina incrementa la produccion de leptina (Ahima et. al., 2000). Aunque el papel
central de la leptina es sobre la ingesta de alimento y gasto energético y su control
en el SNC, en la obesidad existe una relacién significativa entre leptinemia y estado

subinflamatorio crénico (Padilha et. al., 2011).

La leptina induce el incremento de las concentraciones de TNF y activar su
produccion en los macréfagos (Lashan, 2006). La adiponectina — Producida
predominantemente por el adipocito puede reducir la respuesta inflamatoria inducida
por TNF, en estudios in vivo la actividad de los macréfagos y la produccion de TNF

disminuyen después del tratamiento con adiponectina (Trujillo y Scherer, 2005).

9. RELACION INFLAMACION — METABOLISMO

La DM2 y las enfermedades cardiovasculares representan un desafio muy grande
para la comprensiéon de como los sistemas metabdlicos e inflamatorios interactian
(Hotamisligil, 2010), se conoce que los mediadores inflamatorios al verse alterados
favorecen al desarrollo de la Rl y que estan estrechamente acoplados a sistemas
homeostéaticos (Hotamisligil, 2006; Mullington et. al., 2010). Siempre se ha
establecido que procesos inflamatorios se activan en obesidad y DM2 (Paniagua,

2016).
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En las alteraciones metabdlicas existe una importante implicacion del tejido adiposo,
gue ademas de participar en la homeostasis de la glucosa y el metabolismo de los
lipidos, también influye en procesos inflamatorios y anti inflamatorios (Calvani et. al.,

2016)

El tejido adiposo tiene la capacidad de secretar citocinas tanto pro inflamatorias
como anti inflamatorias (TNF, IL-1, IL-6, adiponectina, resistina y leptina) (Gonzalez,
2002), siendo que IL-6, adiponectina y resistina se relacionan con la generacion de
resistencia a la insulina, asi como a complicaciones de tipo macrovasculares y
microvasculares que se presentan en los pacientes con obesidad y/o DM2

(Hotamisligil et. al., 1993; Galic et. al., 2010).

Es un enigma aun para la ciencia poder describir una funcién puntual del suefio,
pues cada vez existe mas evidencia de que el SNC y el sistema inmune mantienen
una comunicacion bidireccional, si el suefio se altera hay una interrupcion en la
respuesta contra los patdégenos en un estado de infeccion, asi mismo como la
respuesta inmune puede inducir alteraciones en el suefio. (Gémez- Gonzélez et. al.,

2012).
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9.1Inflamacion metabolismo y microRNA"s

Algunos de los procesos biolégicos regulados por miRNAs, incluyen la diferenciacion
celular, la proliferacion, la apoptosis y el control del ciclo celular (Esteller, 2011). Se
sabe que los miRNAs estan involucrados en el desarrollo de células inmunes vy el
control de sus funciones (Neilson et. al., 2007), al no regular solamente el desarrollo
de las células de la inmunidad innata o adaptativa sino que también el delicado
equilibrio de su respuesta (Lindsay, 2008), por ejemplo, la expresion de miR-155 se
incrementa por moléculas pro inflamatorias como TNF e IL-18 (Li et. al., 2010) como
el caso de miR-146 que restringe la via del factor nuclear Kappa B (NF-KB) y es

sobre regulado por citocinas pro inflamatorias (Niimoto et. al., 2010).

Para el caso de la DM1, existen pocos estudios que relacionen a los miRNAs y la
patogénesis pero se cree que los mMIRNA’s pueden influir en la causa de
citotoxicidad, que es alcanzada cuando IL-1B y TNF inducen la expresion de miR-21
y mir146a en los islotes pancreaticos provocando una falla en las células B por el

incremento en la concentracion de citocinas pro inflamatorias. (Mi, 2010)
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9.2 Alteraciones inflamatorias por falta de suefio

Como tal, la falta de suefio tiene un sinfin de efectos fisiolégicos desfavorables y uno
de ellos es alterar la respuesta inmune (Irwin et. al., 1996) a partir del incremento
considerable de los niveles circulantes de marcadores inflamatorios como IL-6, TNF y
Proteina C reactiva (Shearer et. al., 2001; Meier-Ewert et. al.,2004). Muchas de estas
moléculas participan de manera directa en la regulacion de los estados del suefio, se
ha observado que la PS produce una excesiva secrecion diurna de IL-6 (Vgontzas et.
al., 1999). Citocinas pro inflamatorias como IL-1 y TNF incrementan el suefio de
ondas lentas (SOL) (kapéas et. al., 1992; Opp et. al.,, 1991), mientras que IL-10 lo

inhibe en animales (Opp y Smith, 1995).

La concentraciones circulantes de IL-6 varian a lo largo de las etapas de suefio
presentando una mayor concentracion en SOL 1 y 2 asi como en suefio de
movimientos oculares rapidos MOR (Irwin, 2002). La mayor concentracion de IL-6 se
relaciona con el aumento de SOL y disminucién de MOR que son caracteristicos de
las infecciones agudas no neurotrdpicas ya sea de origen viral, bacteriano, fangico o
parasitario (Toth, 1999; Madje, 2005) el grado en el que se alteran los estados de

suefio dependen de la severidad de la infeccion (Madje, 2005).
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En relacion a la duracién del suefio se han identificado marcadores inflamatorios que
se modifican de manera directa con la calidad del suefio, tales moléculas incluyen a
TNF, IL-6, IL-17, proteina C reactiva, moléculas de coagulacion, moléculas de

adhesion celular y visfatina (Grandner et. al., 2013).

Pero la regulacion del suefio por parte de las citocinas no es la Unica actividad
fisiologica en la que se ha observado que participan. Las citocinas también son
moléculas que favorecen a la regulacion de otras funciones del organismo, un
ejemplo de ello es la IL-6, que estimula el metabolismo intermediario, regula el
metabolismo de lipidos y favorece a la funcion endotelial (Akira et. al., 1993; Keller et.

al., 2011).
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10.ANTECEDENTES

El acortamiento del suefio se ha relacionado con enormes costos sociales, y
econdémicos debido a la disminucién del rendimiento cognoscitivo al aumentar la
propension al suefio y la inestabilidad para cumplir con las funciones
neuroconductuales de la vigilia (Vazquez et. al., 2012). Dormir pocas horas
representa un desgaste fisiolégico muy grave, se ha observado en roedores que 3
semanas de PTS produce un importante deterioro fisico: ulceraciones en la piel,
patas y cola, incremento en la ingesta de alimento asociados con una excesiva
pérdida de peso corporal que finalmente ocasionan la muerte (Hicks et.al., 1979;

Everson y Crowley, 2004).

Todo ello acompafiado de una severa afectacion de los procesos cognitivos
(Vazquez et. al., 2012) y conductuales (agresividad e incremento en la actividad
sexual) (Hicks et.al., 1979). Las alteraciones provocadas por el tiempo de suefio
influyen en aspectos asociados a la nutricion y equilibrio metabdlico del cuerpo
(Holmback et. al., 2002; Kripke D, 2002; Taheri et. al., 2004), control de la ingesta de
alimento (Knutsson, 1989; Scheen et. al., 1999), niveles de glucosa (Spiegel, 2008;
Van Cauter et. al.,, 1991) vy niveles de colesterol y triglicéridos (Knutsson, 1989;
Ghiasvand et.al., 2006). En animales sometidos a PSMOR superiores a los 4 dias
por el meétodo modificado de plataformas multiples se observa hiperfagia
acompafnada de la pérdida del peso corporal, desbalance en las concentraciones de
lipidos e hipoglucemia. Acompafiando a dichas alteraciones se ha observado en

humanos sanos que alimentados en condiciones normales, el perfil de secrecion de
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leptina a lo largo de 24 h muestra niveles crecientes en el dia y culminan con un pico

maximo nocturno (Gomez — Abellan et. al., 2012).

Muchos estudios refieren el impacto de la PS sobre la leptina y la grelina y se reporta
gue los niveles de leptina disminuyen después de la pérdida de suefio (Guilleminaut,
2003; Spiegel y Tasali, 2004). Spiegel y Cols reportaron la evaluacion de un perfil
diurno de leptina y grelina en jovenes de sexo masculino con peso corporal normal
después de haber pasado una PS que consistio en 2 noches de suefio de 4 h cada
una, comparado a un grupo bajo las mismas medidas de inclusion que durmieron 2
noches continuas 10 horas por noche, observando que la leptina se redujo en un

18% y la grelina increment6 en un 28% (Spiegel y Tasali, 2004).

De la misma manera, se ha observado que las concentraciones de leptina
disminuyen, mientras que las de grelina se incrementa por efecto de la PSMOR en
roedores. Bodosi en 2004 describe la relacion suefio — alimentacion, identificado que
la reduccion de tiempo de suefio se asocia con dos comportamientos endécrinos y
paralelos que alteran la ingesta de alimentos: 1. Reduccion de los niveles de leptina
(Taheri et. al., 2004; Mullington et. al., 2003; Spiegel y Tasali, 2004) y 2. Incremento
en los niveles de grelina (Taheri et. al., 2004; Spiegel y Tasali, 2004; Bodosi et. al.,

2004).

Muchas citocinas participan de manera directa en la regulacion de los estados del
suefo, se ha observado que la PS produce una excesiva secrecion diurna de IL-6
(Vgontzas et. al.,, 1999). Y que citocinas pro inflamatorias como IL-1 y TNF

incrementan el suefio de ondas lentas (SOL) (kapas, 1992; Opp et. al., 1991),
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mientras que IL-10 lo inhibe en animales (Opp y Smith, 1995). La concentraciones
circulantes de IL-6 varian a lo largo de las etapas de suefio presentando una mayor
concentracion en SOL 1 y 2 asi como en SMOR (Irwin, 2002) . Un estudio en
humanos en el que se hace una imitacién de una semana laboral: 5 dias de 6 horas
de suefo y el fin de semana de 10 horas de suefio a modo de recuperacion, se
observdé que existen alteraciones en los marcadores inflamatorios principalmente
después del periodo de recuperacion, por lo que se sugiere que dos noches de
suefio prolongado después de una semana de trabajo no permiten por completo el
rendimiento éptimo para una nueva jornada laboral y se requiere para ello mas de 2

dias de suefio de recuperacion (Slobodanka, 2013).

Al igual que las citocinas, existen moléculas que pueden verse alterados por la falta
de un balance energético y por una respuesta inflamatoria, ambos sucesos como
posible consecuencia a la PS, estos son los miRNAs, que se relacionaron con el
suefio por primera vez en el afio 2007, en donde se describe como la pérdida de
suefio se asocia con cambios en la expresion de algunos miRNAs en diferentes
regiones del cerebro: el hipocampo, la corteza prefrontal, la corteza somatosensorial
y el hipotdlamo (Davis et. al., 2007). Trabajos mas recientes han demostrado que
algunos niveles plasméaticos de miRNAs se alteran como parte de la fisiopatologia de
la hipersomnia central (Holm et. al., 2014); Sin embargo, aungque se ha sugerido que
la pérdida de suefio puede inducir cambios en las concentraciones de miRNAs
(Davis et. al., 2011; Matos et. al.,, 2014; Davis et. al.de, 2012) se desconoce su

participacion. Hasta ahora no se conocen estudios que evallen la participacion de
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los miIRNA’s como reguladores de la respuesta inflamatoria derivada de diferentes

periodos de PSMOR Yy su recuperacion.

El incremento en el gasto energético es un elemento central en el denominado
sindrome de la PS y en ratas se correlaciona negativamente con la tasa de
superviviencia, desgraciadamente los mecanismos relacionados con el fendbmeno no
han quedado esclarecidos del todo, por lo que consideramos necesario realizar
evaluaciones que sustenten esta idea, asi como observar el efecto dependiendo del

tiempo de exposicion a la PSMOR.

No existen antecedentes en donde se relacionen a las moléculas que participan en
la regulacion del balance energético como son Glu4, FATP, ACSL1 y PPARYy con la
privacion de suefio y su recuperacion, sin embargo algunas citocinas han sido
propuestas como mediadores de la somnolencia patolégica o somnolencia
experimental inducida en humanos , esto con asociacion a un perfil metabdlico
desfavorable , mayor riesgo de eventos cardiovasculares y una disminucion

progresiva de la longevidad (Ridker et. al., 2000).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, y empleando el modelo de PSMOR por el
método modificado de plataformas multiples (Suchecki y Tufik, 2000), a diferentes
periodos de PSMOR y su recuperacion, se pretende evaluar si la PSMOR puede
generar alteraciones en la concentracién y expresion de moléculas que participan en

la regulacién tanto del metabolismo energético como de la respuesta inflamatoria vy
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si la respuesta es dependiente al tiempo de PSMOR vy si es suficiente un periodo
extendido de recuperacion para reestablecer las alteraciones ocasionadas por la

PSMOR.

11.PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢La PSMOR, puede alterar la expresion de moléculas que participan en la regulacion
del metabolismo y de marcadores inflamatorios en relacion al tiempo de exposicion

ala PSMOR?

12. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de varios periodos de PSMOR y su recuperacion, sobre la
expresion y concentracion de moléculas que participan en la regulacion de la

respuesta metabolica e inflamatoria en ratas macho Wistar.

13.OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar el efecto de diferentes periodos de PSMOR y del periodo de

recuperacion, sobre el consumo de alimento en ratas.

= Determinar la concentracion de adiponectina en suero a diferentes periodos

de PSMOR y recuperacion.
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» Evaluar el efecto de diferentes periodos de PSMOR y del periodo de
recuperacion, sobre la expresion de genes reguladores del metabolismo

(PPARy, GLUT4, FAPT y ACSL1) en tejido adiposo de rata.

= Determinar el efecto de diferentes periodos de PSMOR y del periodo de
recuperacion, sobre la concentracion y expresion de adipocinas (adiponectina,

TNF e IL-6) en tejido adiposo de ratas.

= Determinar el efecto de diferentes periodos de PSMOR y del periodo de

recuperacion, sobre la expresion de miRNAs en suero de ratas.

14. HIPOTESIS

La PSMOR inducira alteraciones en las concentraciones y niveles de expresion de
RNAmM en algunas moléculas que participan en la regulacion del metabolismo
energético, hormonas y moléculas que participan tanto en el proceso inflamatorio
como metabdlico, dichas alteraciones dependeran del tiempo de exposiciéon a la

PSMOR.
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15. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas macho Wistar de aproximadamente 3 meses de edad criadas en
el bioterio de la UAM-Iztapalapa bajo las condiciones establecidas por la norma
oficial mexicana (NOM-062-ZO0-1999, revisada en el 2001). Los animales fueron
asignados a los siguientes grupos experimentales: 1 dia de PSMOR (1PSMOR), 4
dias de PSMOR (4PSMOR), 8 dias de PSMOR (8PSMOR) y un grupo con 20 dias
recuperacion después de haber sido sometido a 8PSMOR (Rec). Cada evaluacion se
realizé con una n=5. EIl grupo control se mantuvo en la misma caja de PSMOR pero
en lugar de colocar agua, se colocd aserrin a la misma altura. Los animales se

mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad (9am-9pm).

15.1 Método de PSMOR

Para la privacién de suefo se utilizé el modelo modificado de plataformas multiples
(Suchecky y Tufik, 2000), en este método los roedores son introducidos en una caja
de acrilico (120 x45 x 45) en cuya base se encuentran distribuidas 14 plataformas de
6cm de diametro y 3cm de altura, con 10 cm de distancia de una plataforma a otra,
en el tanque colocando aproximadamente 1cm de altura de agua de la base a la
plataforma (Suchecky y Tufik, 2000). El fundamento del método se basa en la
pérdida del tono muscular en los roedores, caracteristico del estado de SMOR, una
vez que se entra al suefio MOR los animales caen al agua ocasionando una pérdida

abrupta del ciclo de suefio.
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15.2 Consumo de alimento

El consumo de alimento se obtuvo revisando diariamente el peso del alimento entre
las 9:00 y las 10:00 hrs y se determind calculando la diferencia entre los pesos
iniciales del alimento con los pesos finales, una verificacion visual indicé que existio

poco derramamiento de alimento en el agua.

15.3 Cuantificacién de los niveles séricos de adiponectina e interleucinas

Para la evaluacion de las concentraciones de citocinas se utilizé suero obtenido por
la técnica de decapitacion siempre cuidando la hora de eutanasia (9:00am), una vez
obtenido el suero en tubos vacutainer con gel de separacion, las muestras fueron
alicuotadas y conservadas a una temperatura de -70° hasta su utilizacion
(aproximadamente 3 meses), las determinaciones se realizaron por el método de
ELISA como se describe por Pierce para IL-6 (Thermo Fisher Scientific Rockford, IL,
EE.UU), Fisher para IL-18 y TNF (Thermo Fisher Scientific Rockford, IL, EE.UU) vy

por R&D Systems para adiponectina (R&D, Minneapolis, MN, EE.UU.).

15.4 Cuantificacion de los niveles séricos de corticosterona

Para la evaluacién de las concentraciones en suero de corticosterona se realiz6 la
técnica de ELISA basado a las indicaciones del proveedor utilizando un Kit de

ensayo (Alpco Immunoassays, EE.UU.)
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15.5 Extraccion de RNA y RT-PCR en tiempo real

Para evaluar el indice de expresion del RNA mensajero en tejido adiposo de PPARYy,
FATP, Adiponectina, Resistina, GLUT4, IL-6 y TNF se obtuvo tejido adiposo visceral
que se almacen6é a -70°C en RNAlater (QIAGEN Science, Germantown, MD,
EE.UU.). Se obtuvo también el Iébulo frontal del higado para evaluar PPARy y
ACSL1. Se pesaron 100mg del tejido adiposo Y 30mg de higado, ambos se
homogenizaron con 1ml del reactivo de lisis QIAzol, para comprobar la integridad del
RNA se realiz6 un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (Bio-Rad

Laboratories, Valencia, C.A., EE.UU.)

Dos microgramos de RNA total se transcribieron usando el sistema de transcripcion
inversa ImProm Il (Promega, Madison, WI, EE.UU.), la reaccion de 20ul se incubd
en un termociclador (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700HT, Foster
City, E.E.U.U) con el programa de ciclos: incubacién de 5min a 25°C, extension de
55 min a 42°C, la enzima es inactivada a 70°C por 15min, las muestras se enfriaron a
4°C por 5min, el cDNA obtenido se amplific6 con SYBER Green Master Mix (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) y las reacciones se evaluaron en un
sistema de tiempo real LightCycler 2.0 (Roche Molecular Biochemicals), con 0.5mM
de primer para cada citocina (Tabla I, Il y Ill), las reacciones finales fueron de 5ul de
cDNA con 0.5ul de primer, 0.8ul de CIMg, 2.0ul de master mix y 1.2ul de agua, las
condiciones para la PCR en tiempo real fueron: pre incubacion de la enzima: 10min a
95°C, 40 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 10 segundos, temperatura de

alineamiento 61°C por 7 seg, amplificacion a 72°C por 10 seg.
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La pureza de los productos se corrobor6 con una electroforesis en gel de agarosa al
2%. Las concentraciones de mRNA de las citocinas se normalizaron con las
concentraciones del mRNA de B-actina, los valores ACt se calcularon con Ct de
problema — Ct de referencia donde B-actina se tomé como gen de referencia, los
cambios relativos en la expresion de un gen en especifico (AACt) se calcularon con
el ACt de la muestra menos el ACt de la referencia y se representa como 2424Ct

(Dehoux et. al., 2003).

Tabla I. Secuencia de oligonucleétidos para la cuantificacion de la expresién del

RNAmM de genes de adipocitocinas.

Gene Secuencia (F-sentido/R-antisentido) Gene Bank Tamaiio del
Access producto
Adiponectina F5-AATCCTGCCCAGTCATGAAG-3" | NM_144744.3 159pb

R5-TCTCCAGGAGTGCCATCTCT3'

Resistina F5'-CTACTGCCAGCTGCAATGAA-3" | NM_144741.1 249pb

R5°-AGGGCAAGCTCAGTTCTCAA-3’
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Tabla Il. Secuencia de oligonucleétidos para la cuantificacion de la expresion

RNAmM de genes que participan en la regulacion del metabolismo energético.

del

Gene Secuencia (F-sentido/R-antisentido) Gene Bank Tamaiio del
Access producto
GLUT 4 F5-GCTTCTGTTGCCCTTCTGTC-3" NM_012751.1 166pb
R5-TGGACGCTCTCTTTCCAACT-3’
FATP F5-CCTCACATCACAGCAGGAGA-3’ NM_053580.2 238pb
R5°-GCTCTGTCCACACCCTTCAT-3"
ACSL 1 F5-AACGATGTACGATGGCTTCC-3’ NM_012820.1 217pb
R5-GGTCACCCACTCAGGTCTGT-3’
PPARy F5'-CCCTGGCAAAGCATTTGTAT-3" NM_013124.3 222pb

R5-ACTGGCACCCTTGAAAAATG-3
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Tabla Ill. Secuencia de oligonucleétidos para la

RNAmM de genes de citocinas.

cuantificacion

de la expresion del

Gene Secuencia (F-sentido/R-antisentido) Gene Bank Tamaiio del
Access producto
IL-6 F5-CCCTTCAGGAACAGCTATGAA-3’ NM_012589.2 T4pb
R5-ACAACATCAGTCCCAAGAAGG-3
TNF F5’- CTCCCAGAAAAGCAAGCAAC-3 NM_012675.3 210pb
R5’- CGAGCAGGAATGAGAAGAGG-3”
Como gen de normalizacion se utilizd6 la proteina B-actina (F5'-

GTGGGTATGGGTCAGAAGGA-3’,

Bank (NM _031144.3) y tamafio de producto es de 380pb.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=402744873

15.6 Cuantificacion sérica miRNAs

La extraccion de RNA se realizd utilizando el kit miRNeasy suero / plasma de
(Qiagen). Los RNA se transcribieron de forma inversa utilizando el kit de
transcripcion inversa TagMan MicroRNA (Applied Biosystems). La reaccion de RT se

incubo durante 30 minutos a 16 ° C, 30 minutos a 42 ° C, y 5 minutos a 85 ° C.

Los miRNAs se amplificaron utilizando un kit TagMan MicroRNA RT (Applied
Biosystems), y se detectaron con TagMan TM microRNA. Se utilizaron cebadores y
sondas para HSA / Mus-miR-21, miR-146a, miR-155, miR-223, miR-16 y miR-126
(Applied Biosystems). Las condiciones para los ciclos fueron: desnaturalizacion inicial
a 95 ° C durante 10 min, seguido de 45 ciclos a 95 ° C durante 15 s, 60 ° C durante
40 s,y 72 ° C por 10 s. La PCR se realizé con un sistema LightCycler TM 480 I
(Roche Applied Science, Basilea, Suiza) con el kit de sondas Maester LightCycler

480 (Roche Applied Science).

Las concentraciones de miRNA se normalizaron con las concentraciones de miR-39,

los valores de Ct se representan como 2-Ct (Dehoux, 2003).
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15.7 Analisis estadistico

Las concentraciones de citocinas en suero y los niveles de miRNA de suero se
analizaron mediante un ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc de
Tukey-Kramer para las muestras que mostraban la normalidad (corticosterona,
citoquinas y miR-223, miR-146a, miR-21) y una prueba de Kruskal-Wallis para
aguellos que no lo hicieron, con Dunn como el test post hoc (miR-126, miR-155 y
miR-126). Para la expresion de RNAm por efecto de PSMOR se analiz6 mediante
una ANOVA seguida de Tukey como prueba post hoc, para estos analisis se utilizo el
software GraphPadPrism5, la significancia estadistica en relacion al grupo control y

entre grupos fue establecida con una p <0.05
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16. RESULTADOS

Consumo de alimento

La PSMOR incrementd significativamente el consumo de alimento a los 4PSMOR en
relacion al grupo control (F [4,25]=13.63 p<0.01), sin embargo a los 8PSMOR el
consumo de alimento disminuye (p<0.0001), pasando el periodo de recuperacién el
consumo de alimento se reestablece hasta alcanzar valores basales de consumo de

alimento.
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Figura 1. Efecto de la PSMOR y recuperacion sobre el consumo de alimento, cada punto representa

la MediatEEM. Se observa un incremento del consumo de alimento a partir del dia 4 de PSMOR, Los
resultados se analizaron con ANOVA seguida de Tukey, diferencias significativas con respecto al

grupo control **p<0.01 y *p<0.05
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Hormonas

La leptina, disminuye progresivamente con la PSMOR, después 1PSMOR las
concentraciones disminuyen en relacion al grupo control (F [4,25] = 23.8, p < 0.01), y
aun mas en el grupo de 8PSMOR (p<0.05), pero pasando el periodo de recuperacion
los niveles de leptina se reestablecen (Tabla 1V). Respecto a las concentraciones de
grelina, estd hormona aumenta significativamente en 8PSMOR con relacion al grupo
control (F [4,25]= 15.1, p< 0.05) y después del periodo de recuperacion los niveles

vuelven a su linea base (Tabla 1V).

La Insulina, se observa con niveles bajos en relacion al grupo control en los grupos
de 1PSMOR y 8PSMOR (F [4,25] = 10.9, p< 0.01), sin embargo los niveles se

reestablecen posterior al periodo de recuperacion (Tabla IV).

En el caso de la concentraciones de Corticosterona, solo se observa una diferencia

significativa en 8PSMOR (F [4,25]=11.04 P<0.05) (Tabla IV).
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Tabla IV. Efecto de la privacion de suefio MOR sobre las concentraciones séricas de

hormonas relacionadas con la regulacion de la ingesta de alimento y metabolismo

energeético.

ng/mL Control 1PSMOR 4PSMOR 8PSMOR 8PSMOR/REC
Leptina 44.11546.15  25.77+4.46*  9.603*2.4**  2.715%0.78*  37.30+5.48
Grelina 0.176+£0.028  0.591+0.085  0.459+0.050  1.474+0.323** 0.563+0.20
Insulina 4101+£1.027  1.138+0.486** 2.14+0.117 0.495%0.02**  3.075%1.15
Corticosterona | 0.281+£0.024  0.21240.212  0.74740.250  2.936%0.411** 0.939+0.120

Los resultados son expresados como Media +D.E. analizados en NCSS mediante Anova seguida de

Tukey *p<0.05 en relacién al grupo control.
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Adiponectina

La concentracion de adiponectina en suero se incrementa significativamente solo en

el grupo de 4PSMOR (F [4,25] = 13.37 P<0.05) (Fig. 2A).

Mientras que la expresion de su RNAm, presenta un incremento en 1PSMOR, por el
resto de la PSMOR la expresion no muestra diferencias, pero pasando el periodo de
recuperacion la expresion del RNAm se incrementa nuevamente, se observa una

diferencia significativa en relacion al grupo control (F [4,25] = 8.11 P<0.05). (Fig.2B)
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Fig. 2 Efecto de diferentes periodos de PSMOR y su recuperacién sobre los niveles circulantes de
adiponectina y la expresion relativa de su RNAm. En la concentracion de proteina se observa un
incremento significativo en 4PSMOR, sin embargo el resto de los periodos asi como la recuperacién
no muestran diferencias en relacion al grupo control (Fig.2A), la expresion relativa muestra una
sobreexpresion en 1PSMOR pero al extenderse el tiempo de PSMOR la expresion disminuye, sin

embargo pasado el tiempo de recuperacion nuevamente se incrementa (Fig.2B).

Resistina
En el caso de la resistina, la expresion de su RNAm se incrementa significativamente
solo en 4PSMOR (F [4,25] = 48.67 P<0.05), sin efecto en el resto de los tiempos de

PSMOR (Fig.3)
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Fig.3 Expresion relativa de RNAm de Resistina, se observa un incremento en 4PSMOR, sin embargo
no existen diferencias significativas pasando el periodo de recuperacion. los resultados son

expresados como Media + E.E.M.
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Moléculas que participan en la regulacion del metabolismo energético

El RNAmM de GLUT 4 en tejido adiposo disminuye significativamente en el dia 1, 4 de
PSMOR y pasando el periodo de recuperacion (F [4,25] = 22.88 P<0.05). (Fig.4A). A
diferencia de los Glut 4, la FATP so6lo se incrementa significativamente pasando el
periodo de recuperacion (F [4,25] = 65.81 P<0.05). (Fig.4B) Mientras que ASCL1 se
incrementa significativamente en el grupo de 4PSMOR y en el periodo de
recuperacion (F [4,25] = 15.86 P<0.05). (Fig.4C) Por su parte PPARy en tejido
adiposo incrementa significativamente después del periodo de recuperacion (F [4,25]
= 16.35 P<0.05). (Fig.5) Mientras que en el higado se incrementa significativamente

en 4PSMOR (F [4,25] = 10.44 P<0.05).
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Fig.4 Efecto de la privacién de suefio MOR sobre la expresion de Glut 4, FATP y ASCL1. La expresion
de Glut 4 disminuye en 1IPSMOR, 4PSMOR y después del periodo de recuperacion (Fig. 4A) La
expresion de FATP Gnicamente se ve incrementada pasando el periodo de recuperacion (Fig. 4B),
mientras que ACSL 1 incrementa su expresion en 4PSMOR y posterior al periodo de recuperacion

(Fig. 4C), los resultados son expresados como Media + E.E.M.
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Fig. 5 Efecto de la privacién de suefio MOR sobre la expresion relativa de PPARYy en higado y en
tejido adiposo. En tejido adiposo la expresion se incrementa pasando el periodo de recuperacion (Fig.
5A), mientras que en higado se incrementa en 4PSMOR, y pasando el periodo de recuperacion los

niveles de expresion se reestablecen (Fig. 5B). Los resultados son expresados como Media + E.E.M.
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Citocinas

La concentracion sérica de IL-18 disminuye significativamente en el grupo de
1PSMOR y 4PSMOR, pero pasando el periodo de recuperacion su concentracion se
eleva (F [4,25] = 27.88 P<0.05). (Fig.6A). En el caso de la IL-10 disminuye
significativamente en el dia 1IPSMOR, se incrementa a los 8PSMOR pero pasando el
periodo de recuperacion nuevamente disminuye (F [4,25] = 31.38P<0.05). (Fig.6B).
Mientras que la IL-6 aumenta significativamente en el grupo de 1IPSMOR, 8PSMOR y
pasando el periodo de recuperacion (F [4,25] = 18.37 P<0.05). (Fig.6C), mientras que
TNF solo se incrementa su concentracién pasando el periodo de recuperacion. (F

[4,25] = 33.28 P<0.05). (Fig.6D).

La expresion relativa del RNAm de TNF en tejido adiposo solo se aumenta en
4PSMOR (F [4,25] = 29.98 P<0.05). (Fig.7A) mientras que la de IL-6 se incrementa
significativamente pasando el periodo de recuperacion (F [4,25] = 33.37 P<0.05).

(Fig.7B).
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Fig. 6 Efecto de los diferentes periodos de suefio MOR y su recuperacion sobre las concentraciones
circulantes de citocinas pro y anti inflamatorias. La concentraciones de Il-13 disminuyen en 1PSMOR y
4PSMOR, sin embargo cuando la PSMOR se prolonga m&s sus concentraciones se reestablecen,
pero pasando el periodo de recuperacibn las concentraciones se encuentran elevadas en
comparacion al grupo control (Fig. 6A), las concentraciones de IL-10 disminuyen en 1PSMOR sin
embargo en 8PSMOR se encuentra considerablemente elevada, y pasando los 8 dias de recuperacion
dichas concentraciones nuevamente se abaten (Fig 6B), La IL-6 se modifica en cada grupo de
PSMOR pues se encuentra elevada su concentracion en 1IPSMOR, 8PSMOR y pasando el periodo de
recuperacion (Fig.6C), Las concentraciones de TNF Unicamente se elevan pasando el periodo de

recuperacion, todos los resultados son expresados como Media + E.E.M.
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Fig. 7 .TNF e IL6. Expresion relativa del RNAm de TNF e IL-6 en tejido adiposo por efecto de
diferentes periodos de PSMOR y su recuperacion, en TNF Gnicamente se observa un incremento en
4APSMOR (Fig 7A), para IL-6 se observa una expresibn muy elevada parando el periodo de

recuperacion (Fig. 7B) Los resultados son expresados como Media + E.E.M.
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miRNAS

MRNA16 disminuye significativamente solo en el grupo de Rec (p<0.0041) (Fig.9B).
Mientras que el miRNA126 disminuye a los 8PSMOR (p<0.0080) (Fig.9A) a
diferencia del miRNA16 y miRNA 126, el miRNA155 se incrementa iniciando el
periodo de PSMOR (p<0.0076) (Fig.8), miRNAl46a se incrementa en 1PSMOR

(p<0.05) (Fig.8C), al igual que miRNA 223 (p<0.0342) (Fig.8D)
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Fig.8 miRNAs relacionados con inflamacién. Expresion relativa de miRNAs relacionados con la
progresién de enfermedades inflamatorias, miRNA 21 incrementa en el periodo de recuperacion
(Fig.8A), miRNA146a se incrementa en el periodo de 1IPSMOR (Fig.8B), miRNA155 incrementa en el
periodo de 1PSMOR (Fig.8C), mientras que miRNA223 se incrementa en el periodo de 1PSMOR,
pero disminuye para el perido de 4PSMOR, posterior a ello, no se observan nuevas alteraciones
(Fig.8D). Los resultados son expresados como 22CT, analizados por NCSS mediante Kruskal -Wallis
seguido de Dune (miRNA 21) y ANOVA seguido de Tukey (miRNA155 y miRNA146) en relacion al
grupo control. miRNA 21 (p<0.003) mirl55, (p<0.0076) miR146, p<0.0342.

69



A miRNA 126 B miRNA 16

0.015- 0.5+
p 0.4-
=
© anpannd - ¥ O NEEEE
8 g000d = 00T @ =\ EE=E
2 T 0.3 .
- O
0 7
P N * 024 E
o 0.005- :
o
i 014 [
= E
0.000 . . | 0.0
Control 1PSMOR 4PSMOR 8PSMOR REC Control 1PSMOR 4PSMOR 8PSMOR REC

Fig.9 miRNAs relacionados con alteraciones metabdlicas. Efecto de la PSMOR en diferentes periodos
y su recuperacion sobre miRNAs relacionados con alteraciones metabdlicas se observa que
miRNA126 disminuye en 8PSMOR, sin embargo el periodo de recuperacion de 20 dias es suficiente
para que los niveles logren reestablecerse (Fig.9A), miRNA16 se incrementa pasando el periodo de
recuperacion, posterior a 8PSMOR (Fig.9B) Los resultados son expresados como 22CT, analizados
por NCSS mediante Kruskal —Wallis seguido de Dune (miRNA126) y ANOVA seguido de Tukey
(miRNA16) en relacion al grupo control. miRNA 126 (P<0.0080).
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17. DISCUSION

Durante el primer dia de PSMOR se observa que las concentraciones de leptina e
insulina en suero disminuyen. Asi mismo se incrementa la expresion de adiponectina
y disminuye la de GLUT 4, aumenta la concentracion de IL-6 y de algunos miRNAs
como miR155, miR146a y miR223. Ademas que disminuyen la concentraciones de
IL-18 y de IL-10. En 4PSMOR se incrementa el consumo de alimento, disminuyen
las concentraciones de leptina, disminuye la expresion de GLUT 4, bajan las
concentraciones de IL-1B, y disminuye la expresion de miRNA223, pero , se
incrementan las concentraciones de adiponectina, la expresion de resistina y la de
ASCL-1, al igual que PPARYy en higado y se incrementa la expresién del RNAm del
TNF El incremento en el consumo de alimento y la disminucién en las
concentraciones de leptina se mantienen al 8PSMOR , ademas de observarse un
aumento en las concentraciones de grelina, de IL-10, IL-6 y de corticosterona, en
este mismo grupo experimental se registré un descenso en las concentraciones de
insulina y de la expresion de  miR126. Aun después del 20 dias de recuperacion
posterior a 8PSMOR se observa que se incrementa la expresiéon del RNAm de
adiponectina, la expresion de FATP, la de ASCL1 y de PPARYy en tejido adiposo. Las
citocinas en suero IL-1B, IL-6 y TNF aumentan y disminuye IL-10. Se observa una
disminucion en la expresion de GLUT 4 y aumenta la expresion de IL-6 y del miRNA

21. Mientras disminuye miRNA16.
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El SMOR representa una etapa de estudio muy interesante pues en esta fase ocurre
una pérdida del tono muscular y una pérdida de la regulacion de la temperatura; asi
mismo, la respiracion y la frecuencia cardiaca se tornan irregulares. Mientras que
durante el suefo, la actividad de la corteza cerebral es rapida y su actividad se
asemeja a que se presenta en la vigilia en el registro encefalografico (de ahi el
nombre de suefio paraddjico). La profundidad y la duracion del SOL dependeran del
tiempo de vigilia o de falta de suefio que se haya tenido; de tal manera que sera mas
abundante y profundo cuando se haya tenido una pérdida de suefio o un suefio

fragmentado en noches anteriores. (Stewart et. al., 2002).

La falta de suefio es un mal que afecta a toda la sociedad, se ha descrito que al
privar a una persona de suefio, esta presenta irritabilidad, falta de concentracion,
nerviosismo, estrés, mal humor y cambios en la actividad cerebral, por ello la
importancia del estudio del suefio y las consecuencias que produce el no dormir bien,
en muchos de los estudios que se han desarrollado se han observado importantes
alteraciones en la polisomnografia (Culebras, 1992; Vergara et. al., 1999; Howard y

Wong, 2001)

A pesar de la diferencia en los métodos utilizados en la PS, se ha observado que
cuando los animales experimentales son sometidos a ella, se enfrentan a una
pérdida del peso corporal, acompafado de un incremento en la ingesta de alimento.
(Elomaa, 1981, Everson et. al, 1989; Suchecki et al., 2000; Rechtschaffen y
Bergmann, 2002; Koban y Stewart, 2006, Koban et. al., 2008; Barf et. al., 2012;

Mavanji et. al., 2013; Brianza et. al., 2015). Algunos otros estudios no reflejan
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cambios (Mendelson et al, 1974; Elomaa, 1981; Martins et. al, 2006; de Mattos et. al.,
2008). Otros sugieren que esta discrepancia podria deberse al desperdicio de
alimento que cae al agua, al no contar con un método seguro que garantice que el
peso del alimento restante corresponde exclusivamente al que no fue consumido
(Martins et al, 2006). Sin embargo, el incremento en la pérdida de alimento se debe
al comportamiento producido por la misma PS, lo que origina una sobreestimacion de
la ingesta (Martins et. al., 2008). Se ha observado también que la hiperfagia inicia en
periodos intermedios de PSMOR en ratas y que posterior al término de un periodo
prolongado (8PSMOR) la ingesta de alimento baja de manera significativa, es decir al

inicio de un periodo de recuperacion. (Brianza et. al., 2015).

La mayoria de los estudios han utilizado periodos de privacion de menos de 5 dias,
lo que no permite observar claramente el aumento en el consumo de alimento
(Martins et al, 2006; de Mattos et. al., 2008), esto quiere decir que, la hiperfagia
producida por PS puede ser irrelevante en periodos cortos (menos de 4 dias), pero
cuando el periodo de PS se extiende resulta evidente. (Koban y Swinson, 2005;
Koban y Stewart, 2006; Koban et. al., 2008; Brianza et. al., 2015). Los resultados
demuestran que el incremento en la ingesta de alimento es significativamente mayor
después de 4PSMOR, y se ha considerado que el periodo entre los 4 y 6 dias es
crucial para observar dichas alteraciones (Koban et. al., 2008). Ademas de ello, las
ratas con PSMOR no logran recuperar el peso corporal inicial, ain después de 20

dias de recuperacién (Brianza et.al., 2015). Nuestros datos sugieren que la
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recuperacion en el peso corporal, en caso de concretarse podria hacerlo pasando un

periodo superior a los 20 dias de recuperacion.

Cuando se observa que los animales después de haber sido privados de SMOR de
manera prolongada (8PSMOR) y al empezar su periodo de recuperacion disminuyen
la ingesta de alimento, creemos que se debe a un rebote de suefio; se sabe que en
modelos animales, el rebote compensatorio de SMOR es completo (Amici et. al.,
2008) y se presenta en las horas inmediatamente consecutivas a la PS, por ello
podemos observar dicho fenbmeno al concluir la PSMOR. Un criterio fundamental
sobre el rebote de suefio es la existencia de deudas de suefio que deben ser
cubiertas, de tal forma que, ante situaciones de pérdida de suefio, el balance es
restituido gracias al rebote compensatorio (De Ocampo, 2012). Esto sugiere que
posterior a 8PSMOR se induce una propension a dormir , que aumenta conforme
transcurre el tiempo de PSMOR, debido a que los animales duermen de manera
continua y dejan de comer, sin embargo son suficientes dos dias para que logren

regular nuevamente la ingesta de alimento (Brianza et. al., 2015).

Acompafnada de una respuesta de hiperfagia producida por la PSMOR, se presenta
una condicién de estrés, una de las definiciones mas utilizadas de estrés es que “el
estrés, es una respuesta no especifica del organismo frente a cualquier demanda”
(Berczi, 1998), se considera que el estrés ejerce un efecto dual sobre los procesos
reguladores del suefio, eso quiere decir que el estado de activacion fisiologica

asociado con el estado de alerta a su vez inhibe la aparicion del suefio y por otro
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lado, la intensificacion de la vigilia acelera la acumulacion de la deuda de suefio

aumentando la propension (Vazquez et. al., 2000).

La PS por si misma genera una respuesta de estrés fisioldgico que puede

identificarse por el incremento en las concentraciones de cortisol/corticosterona.

En modelos experimentales de PS se ha observado un incremento en los niveles
plasmaticos de corticosterona después de 96 h (4 dias) de PSMOR por el método de
plataformas multiples (Suchecki et. al., 1998) y posterior a 8 dias de PSMOR por el
método modificado de plataformas multiples (Brianza et.al., 2015) (Tabla IV). Uno de
los principales debates en el uso de los métodos para la PSMOR, mismos que han
sido relacionados con las concentraciones de corticosterona, hormona inherente a la
condicién de estrés, Al respecto, diferentes métodos de PSMOR (plataforma Unica,
plataforma mudltiple y técnicas de péndulo) también inducen la respuesta al estrés
basado en los indices clasicos de estrés de Selye (Coenen y Van Luijtelaar, 1985;
Suchecki et al, 1998). Observdndose un incremento considerable en las
concentraciones de cortocosterona, pero el hecho de que se incremente hasta el
periodo de 8PSMOR, nos podria indicar que es una metodologia que por si misma
no genera un estrés superior al que la misma PSMOR induce, esto se logra al
mantener a los animales en grupos socialmente estables, en movilidad continua y sin

aislamiento, ni ascinamiento.

El incremento en las concentraciones de cortisol/corticosterona no solo se relaciona
con el estrés, también tiene efecto en otros mecanismos reguladores como es el

caso de la glucosa, pues el aumento transitorio del cortisol incrementa la
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concentracion de glucosa en sangre; de hecho, el nombre genérico de los
glucocorticoides es gracias a su participacion en la generacién inmediata de glucosa,
lo que permite al organismo responder ante el reto del estrés. Es posible que el
incremento en las concentraciones de glucosa en el grupo de recuperacion (Brianza
et.al., 2015) se relacione al incremento en las concentraciones de corticosterona a
los 8BPSMOR , cuando se presenta un agente estresor, ademas del cortisol, la
adrenalina liberada activa la glucdlisis y la movilizacion de los acidos grasos en el
tejido adiposo, asi como la termogénesis, de hecho existe un estudio en donde se ha
revelado que en una poblacion masculina sana, se observo que 4 horas de suefio se
asocia a un deseo significativamente mayor de consumir alimentos caléricos con alto
contenido de carbohidratos. Ademas de ello se observé que el hambre también se
incrementa (Spiegel, 2005). Por tanto la hiperfagia observada en nuestros resultados
pueden ser traspolados a la condicion que presentan los humanos ante la privacion

de suefo.

Como se ha mencionado, las alteraciones en la ingesta de alimento se acompafa de
una variacién importante en el peso corporal, en donde las hormonas leptina y
grelina juegan un importante papel al ser las encargadas de regular esta conducta, y
gue también se acompafa de la alteracion en las concentraciones de insulina. Los
niveles de insulina pueden ser el reflejo de una buena alimentacién, estimula la
sintesis de algunas enzimas como la acetil CoA carboxilasa comprometida en la
sintesis de acidos grasos, en un proceso de ayuno estas enzimas disminuyen su

sintesis, se puede decir que la insulina tiene el efecto opuesto al glucagén pues

76



incrementa la sintesis de triglicéridos, esto explica porque al inicio de la PSMOR y en
periodos prolongados de la misma las concentraciones de insulina estan
disminuidas. Se ha reportado que en los mismos grupos experimentales las
concentraciones de glucosa y de triglicéridos se encuentran muy bajas en relacion a
grupo control (Brianza et. al.,, 2015), posiblemente como consecuencia de la
movilizacion de dichas fuentes energéticas la insulina no se incrementa. Sin embargo
se ha reportado que en un periodo prolongado de recuperacién, posterior a
8PSMOR las concentraciones de glucosa se encuentran superiores en relacion al
grupo control (Brianza et.al., 2015) lo que nos haria pensar que la insulina podria
estar incrementada. Sin embargo en dicho grupo experimental las concentraciones
de lipidos en general logran reestablecerse, y posterior a amplios periodos de
hipoglicemia, las concentraciones de insulina no se modifican. Debido a que la
insulina también participa en la ingesta de alimento, la teoria de la insulina afirma que
sentimos hambre cuando los niveles circulantes de insulina sufren un incremento
subito. La teoria lipostatica de Kennedy postulé la existencia de receptores
hipotalamicos que detectan elevacion del nivel plasmatico de acidos grasos y en
respuesta se desencadena la sefal de hambre. El hipotalamo detecta la cantidad de
grasa corporal, que de ser abundante genera sefiales de inhibiciobn del hambre
(Kennedy, 1953). La insulina ayuda a la formacion de tejido graso y aumenta la
produccion de leptina, tiene efecto anorexigeno al disminuir la expresion del
neuropéptido Y en el ndcleo Arcuato; efecto similar al de leptina. La insulina estimula

la actividad de sefales de saciedad con efectos catabdlicos, por lo que constituye
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una conexion entre la regulacion del apetito y del metabolismo energético a largo

plazo (Pliquett et. al., 2006).

Conforme transcurre la PSMOR esta regulacion se altera pues se incrementan las
concentraciones de grelina, disminuyen las concentraciones de leptina y de insulina
como posible respuesta a la hiperfagia inducida por la PSMOR. La sensacion de
hambre o saciedad surge de la comunicacion orquestada entre sefiales periféricas
provenientes del aparato digestivo y neuronas sensoras del hipotalamo
principalmente, es decir que un estbmago vacio secreta la grelina, activa a neuronas
hipotalamicas y se producen péptidos orexigénicos. Al comer se inhibe la secrecion
de grelina; la absorcion de nutrientes a través del intestino libera colecistoquinina,
que disminuye el vaciamiento gastrico y aumenta la secrecion de enzimas
pancreaticas e incide ademas sobre neuronas hipotalamicas causando la sensacion
de saciedad. Conforme aumenta la glucosa en la sangre se secreta insulina del
pancreas activando el almacenamiento de reservas energéticas en los adipocitos. Es
justo en el tejido adiposo que se secreta la leptina, que es la encargada de controlar
las reservas energéticas y de reactivar el gasto energético. La disminucién en las
concentraciones de leptina es un efecto inducido por la PSMOR de manera
persistente (Everson y Crowley, 2004; Koban y Swinson, 2005, Martins et al, 2011,
Barney et al, 2012, Venancio y Suchecki, 2015; Brianza et.al., 2015). Los nuevos
hallazgos muestran que las concentraciones circulantes de leptina en PSMOR
disminuyen dependiente al periodo de PSMOR, alcanzando niveles minimos

después de 8PSMOR por lo que los niveles de leptina son inversamente
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proporcionales a la duracién de PSMOR (Brianza, 2015). Sin embargo un periodo de
recuperacion de 20 dias posterior a 8PSMOR es suficiente para reestablecer las

concentraciones de leptina en relacion al grupo control.

La leptina se libera de los adipocitos como respuesta a los cambios en el balance
energético (Hanlon et. al, 2005). Sin embargo, dado que la PSMOR es, en si misma,
un factor de estrés, también debemos considerar la diversidad de funciones
neuroendocrinas en las que se ve implicada la leptina. Uno de los efectos del estrés
es aumentar los patrones de consumo de alimentos (Maniam y Morris, 2012) una
relacion inversa con la leptina. En este sentido, el efecto de la PSMOR sobre los
niveles de leptina pueden modificarse como parte de la respuesta al estrés, ya que la
leptina regula la actividad del eje HHA (Zhang et al, 2001). Varios estudios, han
demostrado que la leptina tiene la capacidad de reducir la actividad del eje HHA
como respuesta al estrés. (Bornstein et. al., 1997; Oates et. al.,, 2000). Pero en
direccidén opuesta, los glucocorticoides también son capaces de estimular la sintesis

y la secrecion de leptina (DeVos et al, 1995; Slieker et. al., 1996, Oates et al, 2000).

Por tanto, durante el estrés y la PSMOR, la disminucion de la secrecion de leptina
podria facilitar la respuesta del eje HHA, crucial para la supervivencia. Es posible que
se presente la disminucién progresiva de la regulacion del eje HHA a través de
mecanismos de retroalimentacion y que un cambio en la respuesta metabdlica
generado por la PSMOR se convierta en una alteracion cronica y un desequilibrio
inmmente de la respuesta al estrés producida por la misma PSMOR (Brianza, 2015;

Slieker et. al., 1996, Spiegel et al, 2004).
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Koban y Swinson mostraron que la disminucion en la concentracion de leptina se
mantuvo baja después de 20 dias de PSMOR cuando se utilizo el método de
plataforma invertida. Se ha observado también que 480 horas (20 dias) de
recuperacion después de 8PSMOR son suficientes para restaurar los niveles de
leptina (Brianza, 2015). Se ha demostrado que los niveles de leptina disminuyen
después de poco tiempo de PSMOR (Koban y Swinson, 2005, Everson y Crowley,
2004), por lo que la disminucién en las concentraciones de leptina puede pensarse
como una respuesta propia para eviar el efecto orexigénico provocado por la
PSMOR, aunque las concentraciones de leptina se modificaron antes de la
hiperfagia y aunque la secrecion de leptina se correlaciona con la adiposidad (Fam,
2007), es mas probable que el aumento de la actividad simpatica en el tejido adiposo
blanco permiti6 un aumento de la ingesta de alimento. Sin embargo, la reduccion
progresiva de los niveles de leptina no es consistente con los niveles de grelina.
Pues el incremento en las concentraciones de grelina solo es significativo en
8PSMOR, sin embargo, los niveles mas altos de grelina y los niveles mas bajos de
leptina coinciden con el mismo periodo de tiempo PSMOR, lo cual puede consolidar
la idea de que la disminucién en la concentracion de leptina puede inducir la
secrecion de grelina (Boghossiean, 2006). Se sabe que la secrecién de grelina
aumenta en condiciones de balance energético negativo, como la inanicion, la
caquexia y la anorexia nerviosa, mientras que sus concentraciones disminuyen en
condiciones de balance energético positivo, como la ingesta de alimentos, la
hiperglucemia y la obesidad (Hosoda et. al., 2006). Ademas, la grelina estimula la

ingesta de alimentos, regula la homeostasis de la glucosa y transduce sefales al
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regulador de los nucleos hipotaldmicos que controla la homeostasis energética

(Spiegel et al, 2004).

La grelina también esta implicada en la respuesta fisioldgica a diversas formas de
estrés (Peterson et. al., 2015). Por ejemplo, se ha demostrado que los niveles de
grelina aumentan en respuesta al estrés inducido por la restriccion calérica (Perello y
Dickson, 2010). Por tanto, el aumento de los niveles de grelina inducida por
8PSMOR puede reflejar un intento por parte del organismo de regular el eje HHA y
los niveles de glucosa en sangre en condiciones de resistencia metabdlica y periodos
de severa restriccion caldrica que comienzan a ser crénicos y cuyos efectos pueden
incluso amenazar la supervivencia como se ha observado en los ratones knockout a

grelina (Chuang et.al., 2011).

Se ha visto que poblaciones discretas de neuronas en distintos nucleos
hipotalamicos expresan neurotransmisores y péptidos modulados por el estado
nutricional. Sefiales metabdlicas como glucosa y aminoacidos pueden afectar
directamente las propiedades electrofisioldgicas de neuronas, y otras, como insulina
y leptina, modificar la expresion y liberacion de péptidos con actividad anorexigénica
u orexigénica. Varios nucleos hipotalamicos estan involucrados en el control del peso
corporal y la conducta alimenticia (nacleo arcuato localizado en la base del
hipotalamo, el lateral, el ventro y el dorso medial). Las neuronas del nucleo
paraventricular constituyen la dltima etapa del circuito neuronal involucrado en la
homeostasis energética, y son las encargadas de la activacion de la respuesta

endocrina. En este nucleo se sintetizan la hormona liberadora de corticotropina
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(CRH) y la hormona reguladora de tirotropina (TRH) que controlan las
concentraciones circulantes de glucocorticoides y de hormonas tiroideas, entonces el
eje HHA se activa, no soélo por el estrés, sino la suma de otro estresor que son las
condiciones de baja disponibilidad nutricional y restriccién de alimento, como posible

respuesta al estado hipoglucémico.

l (+) Leptina '
- (+) AG ‘
Hambre (+) glucosa |
NA " Movilizacion AG
NP
T CRH —— Glucocorticoides —
L Eje HHA
*Estrés

*Restriccion alimento

Esquema 1. Regulacion de la ingesta de alimento ante una demanda producida por estrés y/o
restriccion de alimento. Se propone una respuesta de retro alimentacion en donde el hipotalamo
cuenta con receptores para acidos grasos, inuciendo respuestas reguladas por el nacleo arcuato (NA)
y el nicleo paraventricular (NP) que indicen sefiales de hambre y la secreciéon de hormonas como la
hormona liberadora de corticotropina (CRH) encargada de la induccién de secrecién de
glucocorticoides, estos a su vez incrementan las concentraciones de glucosa y movilizan los acidos
grasos, mismos que tendrdn un efecto de retroalimentacién en el hipotdlamo, a su vez los
glucocorticoides favorecen el incremento en la sintesis de leptina, para que regule la actividad del eje

HHA como proceso de autoregulacion.
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Es posible que las bajas concentraciones de leptina producidas por la PSMOR
favorezcan a que el eje HHA se mantenga activado mayor tiempo, y se sabe que
para que un persona duema adecuadamente debe disminuirse la actividad del eje
HHA, de mantenerse mas activo se puede inhibir el suefio y aumentar los
despertares nocturnos, se piensa que ocurre por el incremento en CRH (Buckley y

Schatzberg, 2005)

Por tanto, cuando el incremento de cortisol sucede rapidamente ejerce un efecto
retroalimentador, aunque se ha observado que este tipo de alteraciones producen
un importante quiebre en la regulacion del metabolismo energético alterando
moléculas que regulan tanto el metabolismo de lipidos (FATP, ASCL1) como de
glucosa (Glut4) y algunos otros que regulan una amplia gama de procesos tanto

metabdlicos como inflamatorios (PPARS).

Los &cidos grasos se unen a la albimina cuando ingresan al torrente sanguineo,
pero para poder ser captados por los tejidos se realiza ya sea una difusién simple o
dependiendo del tamafio y naturaleza del &acido graso se necesita de un
transportador como la FATP. Una vez captados los &cidos grasos, se pueden
sintetizar triglicéridos, formar lipidos complejos, B-oxidacion, o la transduccion de

sefales (McArthur et. al., 1999).
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Aparentemente la PSMOR no representa un factor de desequilibrio en la captacion
de &cidos grasos, recordemos que por efecto de la PSMOR disminuyen las
concentraciones de triglicéridos (Brianza, 2015), la expresion de FATP en tejido
adiposo no se altera en ningun grupo experimental de PSMOR, pero si existe una
diferencia significativa pasando el periodo de recuperacion en este punto las
concentraciones de triglicéridos se reestablecen en relacion al grupo control (Brianza,
2015). Pero es posible que como parte del proceso de restauracion se requiere de
una mayor capatacion de &cidos grasos, favorecida por un incremento en la

expresion de FATP en tejdo adiposo.

Los &cidos grasos en el organismo, cumplen con diversas funciones entre las que
destaca funciones estructurales, forman parte de la mayoria de los lipidos y son una
importante fuente de energia. Las enzimas que se encargan de activar a los acidos
grasos para la B-oxidacion es la acil CoA sintetasa (ASC) y como parte de ellas se
encuentra la acil CoA sintetasa de acidos grasos largos (ASCL) cuya funcion ocurre
posterior a la activacibn de los &cidos grasos por la acil CoA en el reticulo
endoplasmico o en la membrana mitocondrial externa. La PSMOR induce un
incremento signifcativo en la expresion de ASCL1 en 4PSMOR vy en el periodo de
recuperacion, lo que nos indica que los acidos grasos deben ser movilizados a la via
catabdlica para ser utilizados como fuente de energia, esto puede ser ampliamente
entendible en el periodo 4PSMOR por la hipoglicemia que presentan los animales
(Brianza, 2015), sin embargo en el periodo de recuperacion las concentraciones de

glucosa ya son superores a las que presenta el grupo control y pensando en la
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expresion de FATP acompafiado de la expresion de ASCL1 en este periodo
consideramos que el organismo genera otra alternativa a partir de la activacion de
lipidos para preparar al sistema ante una nueva condicién como la PSMOR o bien, la

via catabdlica podria formar parte de una respuesta de restauracion tisular.

Las variaciones de glucosa también pueden alterar de manera directa la glicemia, ya
gue regula la actividad de sus transportadores en la membrana celular y se cree que
la disminucion de GLUT-4 es un mecanismo de proteccién que evita la ganancia
excesiva de glucosa, acompafando el proceso la insulina estimula el transporte de
glucosa a las células del muasculo en reposo y adipocitos promoviendo el
reclutamiento de los GLUT 4 en la membrana celular, posiblemente por esta razon
las concentraciones de insulina solo se disminuyen en el 1IPSMOR, como un proceso
de regulacion ya que al no haber insulina, no exise un proceso de regulacién del
reclutamiento de GLUT4, en el tejido adiposo la insulina también estimula el
transporte de glucosa que se oxida para producir energia y también provee glicerol
para la sintesis de triglicéridos, por lo que la glucosa también puede convertirse en
acidos grasos en el tejido adiposo, por ello tanto la insulina como GLUT4 juegan un
papel importante en la funcién energética y metabdlica al permitir el transporte de la
glucosa y a su vez otras moléculas como PPARy puede regular algunos aspectos
(tempranos) de GLUT4, que también vincula la adipogénesis a eventos posteriores

de metabolismo de lipidos. (Miner, 2004).
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GLUT4 como respuesta a la PSMOR disminuye desde 1PSMOR, solo en 4PSMOR
su expresion no presenta diferencia con el grupo control, una de las razones mas
importantes es que los animales presentan hipoglucemia desde 1PSMOR (Brianza,
2015), al no existir glucosa que transportar, no se expresa el transportador, pero de
igual manera se esperaria en el grupo de recuperacion que la expresion elevada de
PPARYy favorezca el incremento en la expresion de GLUT4, sin embargo esto no es
observable, pero al ser un regulador de GLUT4 puede favorecer a mantener el
transportador de glucosa bajo, al existir una concentracion de glucosa superior al
grupo control, lo que evitaria que al haber mas transportador de glucosa, la glucosa

existente entre a los tejidos, dando asi un efecto de proteccion.

El PPARy forma parte de la familia de receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPARs), los PPARs forman heterodimeros nucleares con los
receptores de los retinoides y tras su activacibn se unen a areas promotoras
especificas del DNA. De esta forma, al ensamblarse con sus ligandos, promueven la
expresion de determinados genes implicados en procesos como la homeostasis
energética, el metabolismo lipidico o el control de la inflamacion (Schmuth et. al.,

2008).

Los PPARs constituyen una subfamilia dentro de la superfamilia de receptores
nucleares para hormonas (tiroidea, glucocorticoides, mineralocorticoides, acido

retinoico, esteroides sexuales, vitamina D, etc.) (Houseknecht et. al., 2002).
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Estudios de expresion mas detallados han demostrado un alto grado de expresion
de PPARy en la corteza prefrontal de la rata, presentan una inmunolocalizacion
nuclear y citoplasmatica. También se ha detectado expresion de PPARy en microglia
y astroglia, convirtiendo también a las células gliales en posibles dianas de las

acciones antiinflamatorias de los ligandos PPARYy (Luna — Medina et. al., 2005)

Cuando estos factores de transcripcion son activados por sus ligandos naturales
(acidos grasos, eicosanoides, prostaglandina D2, entre otros) regulan la
diferenciacion de adipocitos y la expresion de diversos genes, tales como: los genes
involucrados en la captura de glucosa (GLUT 4), genes involucrados en la captura y
almacenamiento de lipidos (LPL, FATP y acil-CoA sintetasa) y en el gasto de energia

(Berger et. al., 2005).

(-) Gluconeogénesis
LDL
(+) Oxidacion de AG TG
FATP (+) Oxidacion de AG
(+) Captacion y almacenamiento AG
(+) adipoQ
(+) captura de glucosa
GLUT4

Esquema 2. Efectos de PPARy en tejido adiposo e higado, que de manera general favorece a la

oxidacién de acidos grasos, a la captura de glucosa y disminuir la gluconeogénesis.
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La expresion de PPARYy se incrementa en higado en 4PSMOR, lo que puede estar
relacionado con el incremento en la expresion de ACSL1 y el aumento en la
concentracion de adiponectina en el mismo periodo de PSMOR, mientras que la
expresion de PPARYy en tejido adiposo solo se ve incrementada pasando el periodo
de recuperacion, lo que tiene relacion con el incremento en la expresion de FATP y
ACSL1, la disminucion en la concentracion de leptina, asi como con la variacion en
las concentraciones de citocinas, esto se debe a que cuando PPARy se activa en
macrofagos y adipocitos se inhibe la expresién de varios genes involucrados en la
respuesta inflamatoria, tales como: TNF, leptina, resistina, Proteina quimioatrayente
de monocitos (MCP-1), molécula de adhesion vascular (VCAM-1) y molécula de
adhesion intercelular (ICAM-1). (Hotamisligil, 2006; Berger et. al., 2005; Marx et. al.,
2004) mientras que la expresion y secrecion de adiponectina (antiaterogénica y
antidiabética) se incrementa en presencia de agonistas de PPARy. (Marx et. al.,
2004). De hecho se ha observado que PPARYy, reduce la produccién de TNF-a e IL-6,

moléculas que pueden ocasionar resistencia a la insulina.
PPARY

. . | TNF
Adiponectina 1

—

- —— e
Resistina

Leptina

Esquema 3. Efectos generales que ejerce la expresion de PPARy en el tejido adiposo, inhibe la
expresion de TNF, IL-6, leptina, resistina e incrementa la expresion de adiponectina.
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PPARy es un excelente regulador de las moléculas mencionadas, en el periodo de
recuperacion de 20 dias posteriores a 8 dias de PSMOR la expresion de PPARYy se
incrementa de manera considerable, lo que se relaciona con el aumento de
adiponectina, la disminucion de resistina y leptina, sin embargo la presencia de TNF
y de IL-6 continla. Puede ser que PPARYy se exprese para poder contrarestar el
efecto 0 que no sea suficiente el proceso de regulacion para volver a equilibrar la
respuesta inflamatoria, o bien sea necesario un periodo de recuperacion mas

prolongado para reestablecer la homeostasis.

Los PPAR como receptor nuclear interaccionan con proteinas nucleares co
activadoras o co represoras, posteriormente heterodimerizan con el factor retinoide X
(RXR) formando complejos PPAR —RXR que se unen a la secuencia del DNA
uniéndose a elementos de respuesta PPRE para activar o reprimir numerosos genes
que intervienen en vias metabdlicas e impidiendo la expresion de genes
fundamentalmente inflamatorios, mecanismo llamado transrepresion frente a genes
de respuesta a factor nuclear NF-kB y AP-1 (Yuan et. al., 2005), por lo que la
activacion de PPARYy inducida por la PSMOR favorece a una respuesta anti
inflamatoria inhibiendo la sintesis de TNF, IL-1B e IL-6, sin embargo dichas
concentraciones no se ven modificadas, cuando la expresion de PPARy se
incrementa en tejido adiposo en el periodo de recuperacion, posiblemente por la que

respuesta inflamatoria ya no puede revertirse por efecto de la actividad de PPARYy.
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Se sabe que algunas citocinas como IL-13 e IL-6 tienen participacion en la induccién
del suefio y en la regulacion del ritmo circadiano, la necesidad de dormir parece estar
mediada por sustancias como la adenosina, la IL- 1, IL-6, la prostaglandina D2, el
TNF vy el factor de liberacion de hormona de crecimiento (GHRH), que se acumulan
en el cerebro de forma proporcional al tiempo en vigilia como resultado del
metabolismo cerebral, y cuya presencia en el espacio extracelular del hipotalamo
anterior o en el espacio subaracnoideo cercano es capaz de activar las neuronas del
nacleo preoptico ventrolateral (VLPO) del hipotdlamo, dando paso al suefio (Torres
et. al., 2011), pero un desequilibrio de la actividad de las citocinas también nos habla
de una alteracion en la secrecion de citocinas anti inflamatorias como IL-10; citocinas
con funcion inmunosupresora de la producciéon de IL-1B y de TNF, como son la IL-4 o
IL-10, también suprimen el suefio (Marshall y Born, 2002). En el curso de algunos
trastornos de suefio, como las apneas, los niveles de TNF y de IL-B se elevan e
igualmente se sabe que el nUmero de receptores para estas aumenta con la pérdida

de suefio (Obal y Krueger, 2003).

Tal vez sea por eso que la expresion y concentracion de citocinas pro inflamatorias
como IL-6 y TNF se mantengan elevadas aun pasando el periodo de recuperacion
pues a pesar de mantenerse la expresion de PPARy que pueda regularlo, la
induccion de suefio es prioridad para recuperarse de las alteraciones producidas por

el extenso periodo de PSMOR al que el organismo fue expuesto.
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La funcion principal de IL-10 es disminuir la regulacion de la respuesta inmune
adaptativa y minimizar la inflamacién inducida por dafo en el tejido. La IL-10 regula
la expresion de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, moléculas
de adhesion intercelular y moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86) en células
presentadoras de antigeno (células dendriticas, macrofagos y linfocitos B); y también
disminuye o inhibe la expresion de varias citocinas proinflamatorias y de otros
mediadores solubles. Hace poco se encontrd que la IL-10 aumenta la sensibilidad a
la insulina y protege al muasculo esquelético de la obesidad asociada con la
infiltracion de macréfagos, de manera interesante las concentraciones de IL-10 en la
circulacién son menores en los sujetos obesos (Maynard y Weaver, 2008; Hong et.

al., 2009).

No es nuevo que se reporte que la restriccion de suefio induzca importantes
alteraciones en los marcadores inflamatorios (Meier-Ewert et. al., 2004; Vgontzas et.
al., 2008), mucho se han debatido los resultados en los niveles circulantes de
citocinas y de células inmunolégicas puesto que los métodos por los que se obtienen
las muestras suelen ser invasivos, se ha argumentado que un catéter podria inducir
por si mismo la respuesta inflamatoria, sin embargo, independiente a ello, a los
métodos de PS o a la técnica para la toma de muestra, una constante que se
observa es una alteracibn en los marcadores inflamatorios, algunas veces
observadas a cortos periodos de PS vy otras veces observadas a un periodo mas
prolongado. Nosotros hemos observado que las alteraciones se manifiestan aun

después de transcurrido un periodo largo de recuperacion, e incluso muchas veces
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existen discrepancias entre reportes, por ejemplo (Frey et.al., 2007) reporté que PTS
por 40h disminuye las concentraciones de IL-6, mientras que Vgontzas reporta que el
mismo periodo de PS incrementa dichas concentraciones. A pesar de que la mayoria
de los reportes indican que la PS incrementa las concentraciones de IL-6 (Irwin et.
al., 2006; Irwin et. al., 2010), estas variaciones se pueden explicar si entendemos
que la PS tiene una respuesta dinamica que depende del tiempo de la misma y de
las condiciones fisiol6gicas y metabdlicas a las que se somete al organismo, eso es
lo que ocurre cuando analizamos nuestros resultados, ninguna de las respuestas
tanto en concentracion como en expresion son uniformes en los diferentes periodos
de PSMOR al que han sido sometidos los animales, e incluso algunas alteraciones
solo son percibidas después de que los animales son privados de suefio y se deja
transcurrir un considerable periodo de recuperacién, lo que ocurre con las

concentraciones séricas de TNF.

Es importante también considerar que no debe ser tan estricta la clasificacion de las
citocinas como pro o anti inflamatorias, ya que desempefian ambas acciones
dependiendo de las condiciones fisiolégicas del organismo tal es el caso de IL-6, que
al mismo tiempo es considerada como molécula reguladora del suefio (Lange et. al.,
2010), una sola noche de PS puede incrementar los niveles circulantes de
monocitos, células natural killer (NK) y linfocitos (Lange et. al., 2010) considerando
gue estas células son importantes secretoras de citocinas, e incluso que las mismas
citocinas como IL-6, IL-12 Y TNF presentan un ritmo circadiano similar a su célula

leucocitica secretora (Lange et. al., 2010).
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Cuando la PS induce un desgaste energético importante, otros 6rganos juegan un
papel crucial de regulacion como el tejido adiposo, tejido altamente secretor de
citocinas lo cual se cree es el vinculo con el desarrollo de alteraciones metabdlicas
como la obesidad o la resistencia a la insulina, una de las citocinas secretada en su
mayoria por el tejido adiposo es la adiponectina, por efecto de la PSMOR las
concentraciones de adiponenctina se modifican hasta 4PSMOR, mientras que su
expresion se incrementa pasando el periodo de recuperacion (Fig.2B), posiblemente
con una finalidad antiinflamatoria (Schulze, 2004) y por la severa hipotrigliceridemia
gue presentan los animales (Brianza, 2015) Se sabe que la administracién de esta
citocina disminuye la concentracion de acidos grasos libres y triglicéridos (Raucci,
2013) y que la expresion de PPARy induce la expresién de adiponectina, como
parece ocurrir en el periodo de recuperacion. Otro posible mecanismo que podria
llevar a un incremento en las concentraciones circulantes de adiponectina es su
efecto protector ante una inflamacion crénica, asi como la regulacién de la ingesta

alimenticia y el peso corporal (Kadowaki T, 2005)

Ya es conocido que la PS incrementa las concentraciones circulantes de IL-6, y
podemos observar en nuestro trabajo como las concentraciones se mantienen
elevadas durante todos los grupos experimentales excepto 4PSMOR, se sabe que la
secrecion de IL-6 es en gran parte inhibida por los glucocorticoides y estrogenos y
gue altas dosis de corticosterona disminuyen SOL pero bajas dosis lo incrementan
(Vazquez et. al., 2001) lo que podria explicar por qué en la dinAmica de la PS a

varios periodos observamos el incremento de corticosterona hasta 8PSMOR ya que
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de alguna forma es importante para el sistema mantener los niveles elevados de IL-6
al principio de la PS, pero con forme las concentraciones se mantienen elevadas un
posible mecanismo de restablecimiento se da a través del incremento en las
concentraciones de corticosterona. Se ha considerado ya de manera general que las
citocinas antiinflamatorias inhiben SOL mientras que las proinflamatorias lo

promueven (Kapsimalis et. al., 2005)

Dosis exdégenas de IL-6 se asocian con una disminucion de MOR y un pequefo
decremento de SOL en la primera parte de la noche pero que se sigue de un
incremento en la segunda mitad de la noche (Marshall y Born, 2002). Existen algunos
estudios y evidencias de que la relacidon entre las cantidades de células circulantes
gue tienen la capacidad de liberar citocinas se incrementan por la PS, pero algunos
estudios han reportado diferencias en los niveles de citocinas proinflamatorias
independiente al numero de células o su actividad. Esto se puede explicar
considerando otras fuentes de citocinas como son macréfagos, tejido adiposo,
epitelio y endotelio (Klein-Wieringa et. al., 2013). Es muy importante tener en cuenta
las consecuencias de la falta de suefio, condiciones clinicas como enfermedades
cardiovasculares, artritis, diabetes, algunos tipos de cancer, obesidad y un declive
funcional fisiolégico se asocia con la activacion de sefiales celulares que inician con
la expresidn de citocinas proinflamatorias (Karin y Greten, 2005; Knutson, 2007; Irwin

et. al., 2008).

El incremento en la IL-6 puede ser un mecanismo compensatorio para la supresion

de la inflamacion a través de la activacion de citocinas antinflamatorias (Irwin et. al.,
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2008), tal vez por ello si la IL-6 disminuye a 4PSMOR permite que las
concentraciones de IL-10 se eleven en 8PSMOR, de alguna manera el organismo se
encuentra en una busqueda para mantener lo mejor posible la estabilidad, buscando

disminuir los efectos adversos que puedan dafarlo de manera croénica.

IL-6 aunque es principalmente un citocina pro inflamatoria, también se involucra en
procesos antinflamatorios como la inhibicion de TNF e IL-1 asi como la estimulacion
de IL-10, es por ello que observamos que se mantienen elevada durante casi todos
los periodos de PSMOR y pasando el tiempo de recuperacion, de manera muy
significativa pasando en este utimo grupo experimental el RNAm de IL-6 se

encuentra sobreexpresado.

Comparacion citocinas
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Control 1PSMOR 4PSMOR 8PSMOR REC

Fig.10 Figura comparativa de la secrecion de citocinas por efecto de los diferentes periodos de

PSMOR y su recuperacion con valores normalizados.
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Se puede observar que la PSMOR induce una secrecion constante de IL-6 y que a
mayor periodo de PSMOR parece jugar un importante papel en la regulacion del tipo
anti inflamatorio, pues favorece a que IL-1B mantenga sus concentraciones por
debajo del nivel basal, de igual forma mantiene las concentraciones de TNF bajo
control hasta que llega al periodo mas prolongado de PSMOR, asi mismo se
favorece a que las concentraciones de IL-10 se incrementen en 8PSMOR, sin
embargo, pasando 20 dias de recuperacion después del periodo méas prolongado de
PSMOR, dicha actividad parece ya no ser tan clara, por lo que podriamos pensar que
se necesita de un periodo mas prolongado de recuperacion para volver a las
condiciones habituales de la liberacion de citocinas o bien que el organismo ha
desarrollado una nuevo proceso compensatorio ante la alteracion producida por la

PSMOR.

En relacion con algunos reportes, se ha demostrado que 5 noches de 4h de suefio
en hombres sanos aumenta el RNAm de IL-1 pero no en proteina (Van Leeuwen et.
al., 2009). Y que la pérdida de suefio puede propiciar la expresion de TNF (potente
inductor de la via de sefalizacion NF-kB), la activacion de esta via se piensa que
contribuye a la fisiopatologia de enfermedades como la diabetes, enfermedades
cardiovasculares y aterosclerosis (Bierhaus et. al., 2003). Se sabe que una noche de
4 hrs de suefio incrementa los niveles circulantes de monocitos y del RNAmM de IL-6 y
TNF (Irwin et. al.,, 2006) y que una noche de restriccion de suefio en humanos
aumenta el RNAm de TNF (Irwin et. al., 2006) pero curiosamente una restriccion de

suefio de dos siestas de 2 horas cada una, parece no tener efecto sobre el TNF
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(Shearer et. al., 2001), estos resultados son comparables a los observados pues
aunque el RNAmM de TNF se incrementa en 4PSMOR, los niveles circulantes se

modifican Unicamente pasando el periodo de recuperacion de 20 dias.

Comparacion IL-6 / TNF
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Fig. 11 Figura comparativa entre la cantidad de RNAm de IL-6 y TNF por efecto de los diferentes

periodos de PSMOR y su recuperacion.

Se puede observar que en relacion con TNF la expresién de IL-6 se mantiene
disminuida y la expresion de TNF se observa mayor en los diferentes periodos de
PSMOR, hasta el periodo de 8PSMOR donde los niveles de expresion parecen
revertirse. TNF es una citocina que puede inducir de manera cronica dafios en los
tejidos, tal vez sea por eso que el organismo mantiene los niveles de secrecion y que
se observe un incremento en sus concentraciones hasta el periodo de recuperacion,
aunque su expresion en tejido adiposo se incrementa en 4PSMOR no se percibe

TNF secretado hasta 8PSMOR, tal vez se deba a sus efectos directos sobre el tejido

97



adiposo como son: induccion de apoptosis, lipdlisis, inhibicion de adipogénesis y

sefaliacion de la insulina (Gao et. al., 2002 y 2006).

IL-18 ha demostrado ser un potente somndégeno asi como un potente pirégeno
(Krueger y Madge, 2003) de hecho; IL-18 es una de las moléculas mas
neurolégicamente activas (Krueger y Madge, 2003), pero nosotros consideramos que
dichas funciones no se presentan como una respuesta constante, en nuestro trabajo
hemos encontrado que la PSMOR a un periodo corto disminuye las concentraciones
de IL-1B y es hasta el periodo de recuperacidon cuando podemos encontrar un

importante incremento en las concentraciones circulantes de IL-18.

Existe el antecedente en humanos que después de la recuperacion de suefio, en
donde las personas fueron sometidas a 5 noches de 4hr de suefio y 3 noches de 8 h
a modo de recuperacion, los niveles de RNAm de IL-6, IL-1B y TNF no regresan a
sus niveles basales por completo (Van Leeuwen et. al, 2009), pero nosotros hemos
encontrado en roedores que pasando el periodo de recuperacion de 20 dias el cual
consideramos bastante prolongado, si se logran restablecer los niveles de RNAm de

TNF pero no asi el RNAm de IL-6.

Al igual que la leptina, la resistina es una importante adiponectina que se ha
relacionado con el desbalance energético, es principalmente secretada por
adipocitos blancos maduros en roedores (Rajala, 2004), y en humanos por
macrofagos (Patel et. al., 2003) y se suprime por citocinas inflamatorias como TNF.
La expresion de resistina se disminuye en tejido adiposo durante el ayuno y tiene a

incrementar al momento de la realimentacion en ratones (Rajala, 2004),

98



curiosamente en el periodo de PSMOR donde se incrementa la expresion de
resistina es el periodo previo a la hiperfagia (4PSMOR), pero el efecto que
observamos en la expresion de resitina puede no estar siendo regulado

exclusivamente de manera metabdlica sino también inflamatoria,

* Resistenciaala
| insulina
‘ * Aterosclerosis

PPARY s

Inflamacién

* TNF . NF-KB flamacia
« L6 —+ { Resistina } —— Macréfago * TNE . amacion
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v

* Lipidos
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espumosas

Esquema 4. Participacion de la resistina en la respuesta inflamatoria

Se ha visto que la resistina disminuye sus niveles con la administracion de
tiazolidinediona tanto en roedores como en humanos (Park y Ahima, 2013), por lo
que la expresion de PPARYy puede estar contribuyendo a que en el progreso de la
PSMOR no se exprese nuevamente la resistina. Pero, la resistina es inducida en
parte por estimulos pro inflamatorios como TNF, IL-6, IL-13, por lo que también se
sugiere que juega un importante papel en la inflamacion (Park y Ahima, 2013) ya que
estimula a que en los macrofagos se active la via de sefializacion NF-kB y se genere
una respuesta inflamatoria, lo que de manera cronica puede favorecer al desarrollo

de resistencia a la insulina y/o aterosclerosis.
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Al igual que las citocinas, existen otro tipo de moléculas que participan en la
regulacion de mudltiples vias y que han sido estudiados como biomarcadores de
diversas enfermedades, nos referimos a los microRNAs (miRNAs). Nuestros
resultados muestran que existen importantes alteraciones en los niveles de expresion
de los miRNAs en suero de ratas privadas a diferentes periodos de PSMOR, se
observan alteraciones en los niveles de expresion de miRNA 16, 155, 146a, 126 y
223, la mayoria de las diferencias en el nivel de expresion se encuentran en
1PSMOR donde observamos como aumentan tres miRNAs (miRNA 146a, miRNA
223 y miRNA 155), los cuales estan vinculados a la respuesta inflamatoria gracias a
su capacidad para regular los tipos celulares a través de receptores tipo toll, citocinas
inflamatorias y antigenos especificos ( Taganov et. al., 2006; Feng et. al., 2013).
mMiRNA 146a al igual que el 155 y son considerados por excelencia como
moduladores de inflamacién (inductores de inmunidad innata), por lo que en
1PSMOR reflejan una actividad moduladora a favor de la inflamacién y parece ser
que el incremento en estos MIRNAs tiene como objetivo la induccion de una
inflmacion aguda, miRNA 223 esta principalmente involucrado en la tumorigénesis,
pero tiene implicaciones importantes para la respuesta inflamatoria respondiendo a la
PSMOR aguda, pues se sabe gque miRNA 16 y miRNA 223 tienen secuencias
complementarias a las UTR del gen IkKa, que son esenciales para la activacion de la

via de sefializacibn de NF-kB (Xu et. al., 2011) jugando importante papel en la
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regulacion de produccion de citocinas y se cree que su respuesta se asemeja a la de

IL-6.

Por lo tanto, estos miRNAs desempefian un papel importante en la regulacién de la
produccion de citocinas y, aparentemente, tienen una respuesta similar a las
citocinas, por tanto el hecho de que a 1IPSMOR se incrementen estos miRNAs nos
sugiere una respuesta de inflamacion aguda, gracias a la activacion de NFkB
favoreciendo la secrecion de citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF,
posterior a esta repuesta podemos observar que miRNA 223 disminuye en 4PSMOR
después de haberse elevado en 1IPSMOR, se cree que miRNA 223 participa en el
proceso de tumoerigénesis pero en este caso el efecto que implica la disminucién de
MiRNA 223 por efecto de 4PSMOR sea un mecanismo para reprimir la via de
sefalizacion NFkB y que disminuya la secrecién de citocinas pro inflamatorias, de
hecho se sabe que la disminucién de miRNA 223 se relaciona con la muerte inducida

por sepsis.

Un periodo mas prolongado de PSMOR disminuye las concentraciones de miRNA
126 y miRNA 16. miRNA 126 a diferencia de los otros 5 miRNAs se expresa
altamente en las células endoteliales (Harris et al, 2008), mientras que miRNA 16 se
ha estudiado mas en relacion a la formacién de tumores, pero también su
participacion en la respuesta inflamatoria y recientemente se encontro que miRNA
16 se asocia con el sistema inmune innato mediante la via de sefalizacion no-

canonica NF-kB (Li T, Morgan MJ, Choksi S, Zhang Y, Kim YS, Liu ZG).
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Cuando las concentraciones de miRNA 126 y miRNA 16 disminuyen, se relacionan
con la progresion de anomalias cardiacas, por ejemplo, en pacientes con arterias
coronarias estrechas el miRNA 126 es significativamente mas bajo en relacion a su
grupo control, por lo que el miIRNA 126 puede ser un importante biomarcador ante

cardiopatias (Nie et. al., 2014).

Pero el hecho que estos miRNAs disminuyan no nos estarian hablando directamente
de la presencia de alguna alteracién cardiaca, nosotros creemos que a 8PSMOR el
mMiRNA 16 disminuye para propiciar un efecto anti inflamatorio al no activar la via de
sefalizacion NFkB, pues se cree que regula la activacion de macréfagos y
produccion de adipocinas, observado en alergias, ademas de promover la

angiogénesis.

A pesar de que la mayoria de las modificaciones en los niveles de expresion de
mMiRNAs son visibles en los periodos de PSMOR, miRNA 21, solo se modifica
pasando el periodo de recuperacion. Nuestros resultados son muy interesantes, ya
gue este es el primer estudio para demostrar cambios en las concentraciones de los
mMiRNA circulantes como parte de la respuesta inflamatoria en respuesta a diferentes
periodos PSMOR y su recuperacién. Las concentraciones de miRNA 21 se
incrementan pasando el periodo de recuperacion, pero esto puede ser bueno debido
a que miRNA 21 juega un papel importante en la regulacion de la apoptosis y la
proliferacion celular, se ha demostrando que miRNA 21 protege el miocardio de
cardiotoxicidad (Tong et. al., 2015). El aumento de los niveles de miRNA 21 después

de los 20 dias de recuperacion resulta interesante, pues se ha demostrado que
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MIiRNA 21 reduce el dafo inducido por isquemia (Olson et. al., 2015), el papel de
MIiRNA 21 es complejo porgue contribuye con la proteccion ante las lesiones renales,
pero cuando sus concentraciones permanecen altas pueden promover la fibrosis
intersticial renal (Xu et. al., 2014), por lo tanto miRNA 21 puede desempefiar un
papel crucial en el desarrollo de fibrosis y promueve la proliferacion de fibroblastos
intersticial y aumentar la deposicion anormal de matriz extracelular. (Huang et. al.,
2015). Por tanto el incremento de miRNA 21 por efecto de la PSMOR en el periodo
de recuperacion representa un mecanismo de proteccion e incluso restauracion, pero
es importante comprobar que su expresion no se mantenga elevado, pues esto
implicarid una respuesta negativa para los tejidos provocando fibrosis, ademas de
ello, mMiRNA 21 es un importante blanco de estudio en la fisiopatologia de la
obesidad, y la disminucién de sus concentraciones se relacionan con el progreso de
la diabetes, lo mismo ocurre con la disminuciéon de miRNA 146a, miRNA 126 y
MIiRNA 223 (Haider et. al., 2014).

Desgraciadamente no sabemos cuanto tiempo se deba considerar suficiente para
que después de ese periodo se desarrolle una nueva condicion reguladora

provocada por la ruptura de la homeostasis inducida con la PSMOR.
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18. CONCLUSION

La PSMOR induce importantes alteraciones tanto metabdlicas como inflamatorias,
cosideramos que la mayor de las alteraciones es la respuesta inflamatoria la cual
parece no resolverse con un periodo de recuperacion prolongado, aparentemente el
organismo expuesto a 8PSMOR genera mecanismos compensatorios para hacer

frente a las nuevas demandas producidas.

La respuesta del organismo a la PSMOR es completamente dependiente al tiempo
de PSMOR, es por ello que no se ha logrado unificar una respuesta integrativa ya
que cada grupo de investigacion ha utilizado diferentes modelos y tiempos de

PSMOR.

No son suficientes 20 dias de recuperacion para reestablecer todas las variaciones

provocadas por 8PSMOR.

Se considera que la PSMOR rompe la homeostasis y el mecanismo inflamatorio
generando nuevos mecanismos compensatorios que de no resolverse derivaran en
el desarrollo de alguna patologia como lo es resistencia a la insulina, diabetes y

obesidad.

PERSPECTIVAS

Consideramos de gran interés evaluar diferentes periodos de recuperacion después
de la PSMOR, asi como, extender el periodo de recuperacion planteado (20 dias),
esto, con la finalidad de evaluar si las alteraciones en la regulacion inflamatoria

puede revertirse o prevalece.
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Tabla V. Recomendaciones generales sobre la higiene del suefio

Higiene del suefio

1 Acostarse siempre a la misma hora

2 Limitar la permanencia de la cama a un maximo de 8 horas

3 Mantener la habitacion en las mejores condiciones posibles

4  Separar la hora de acostarse de la cena

5 Restrinja los liquidos antes de acostarse

6 Evitar sustancias estimulantes: alcohol, tabaco, café, etc.

7 Evitar estimulos mentales

8 No utilizar el dormitorio como cuarto de trabajo o television

9 Evitar siestas durante el dia

10 Realice ejercicio fisico durante el dia

11 Si no concilia el suefio en 30 min levantese y realice otra

actividad tranquila

Tomado y modificado de: Merino y Pellon (2007)
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UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE DISERTACION PUBLICA

o Tomy

EFECTO DE LA FRIVACION OB
SUERC MOR SOBRE LA EXPRES1AN
DE MOIECULAS REGULADCRAS DEL
METABOLISMO ¥ CITOCINAS EN
RATAS

En lsa Cludad de Héxico, oe presentaron a las 10:00 hoxas
dxl dia 137 del mes de diciexbre del afic 2016 en la Unidad
[ztapalapa 4  la Oniveraldad Autéaona Metropolitana, los
suscritos nienhros del Jurado:

DO, BAFAEL BOJALIL PARDA
DRA. BEATRII CONEZ CONZALEZ
DR. JULIO CESAR ALMANIA PEREZ

DR, FTAUSTD SARCNET MURCZ
Bajo la Presidencia del priasrec ¥ ©Con carActer de

Secretario el 0itimo, s¢ reunteron & la presantacidn de l1a
Dizertacion Publica cuys denoninacilin apars=ce al margen,
para la sbhbrencide del grado de:

DOCTURA EN PIOLOGIA EXPERIMENTAL

DE! MALINALLT BRIAEIA PADILLA

y de acuerdo con el azticulo 7B fraceidn IV del Reglamente
de Eatodios Superliorxes de la Onivexrsidad Autdnonas
Metropolitana, los mienbros cdel jurado resolviercnd

QP’_'O_AOI’

¢l presicente del Jurado
Tesuiteds de la  evaluvacion
ie fue romada la protesta.

cosunicd & 1a
¥, €&n ceso

Acto continuo,
intaressda el
Aprobatazia,

LIC. JUUO DEBRA ISASSI
DIRECTOR DE
ORECTORA DE LA DMSION DE CBS PRESIDENTE
\2Z &
\ 4-&/( 5
DRA e DR RAFAEL BOJALIL PARIA
VOCAL SECRETARI
pra
ok | DRA BEATRE GOMEZ GONZALEZ DR JULID CESAR ALMANZA PEREZ 0F. FAUSTOBANCHEZ MUROZ
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