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“Para quienes no ansian sino ver, hay bastante luz;
Mas para quienes tienen opuesta disposicion,
Siempre existe bastante oscuridad”.

Blaise Pascal
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Prefacio

Entre los muchos inventos sofiados por Herbert George Wells esta la famosa maquina del
tiempo. Con ella, uno puede programar no solo el dénde viajar, sino, también, el cuando.
Traspasar el tiempo externo sigue siendo tarea de la ciencia ficcion, pero hay otros
tiempos que estan al alcance de la mano (del cerebro, del corazén, y de todo el cuerpo): los
nuestros. Nosotros somos la verdadera maquina del tiempo. Un tiempo interno, recurrente,
periddico y bastante predecible. Si bien la biologia suele construirse alrededor del dénde y cémo
suceden las cosas, el cuando es una variable fundamental para comprender la armonia de la
homeostasis, sus trastornos en la enfermedad y los nuevos enfoques en los tratamientos

biolégicos.

Un mito griego cuenta que en su transcurso diario por el cielo en su carro dorado, Febo
(el dios sol) llegé a enamorar una jovencita de nombre Clythie, que lo observaba embelesada
desde la Tierra. Al no ser correspondida, Clythie decidié “plantarse” en la tierra y seguir a Febo.

Tanto se tomd en serio el trabajo que al cabo de un tiempo de seguir al sol con su
mirada, su cuerpo comenzo6 a transformarse, sus pies echaron raices hasta que se convirtio en
un girasol. Nada mas parecido a un ritmo bioldgico: tenemos una planta (lo biolégico) que repite
un movimiento dia a dia (lo ritmico). Algo de esto debian saber médicos vy filésofos de la Grecia
antigua. El poeta Hesiodo escribié hacia el afio 700 a.C. que “las enfermedades caen sobre los
hombres, algunas de dia y otras por la noche”. Pero cuando hablamos de medicina en general
nos referimos a sus escuelas occidentales. No debemos olvidar que existen otras escuelas
también milenarias, que a veces tratan el concepto de salud y enfermedad desde otra
perspectiva. En la medicina china, por ejemplo, la salud se considera como una serie de
oposiciones, que incluyen el dia y la noche, el sol y la luna. El concepto del tiempo y la
periodicidad es fundamental en esta escuela del “yin-yang”, y la medicina china, desde el clasico
texto Nei Ching del siglo 1l a.C. hasta el presente, considera a los ritmos biolégicos dentro de

sus métodos diagnosticos y de tratamiento.

Todas las civilizaciones antiguas reconocian la importancia de los eventos recurrentes a lo
largo de los dias o del afio. Para los antiguos egipcios, las estaciones y las crecidas anuales del
Nilo representaban la base de su economia agraria. Sin embargo, no descuidaban la importancia
de lo que ocurria a lo largo del dia. En el monumental templo de Ramsés Il en Abu Simbel, la
fachada esta decorada con 24 monos, simbolo de la felicidad y de las 24 horas del dia (ya que

se suponia que estos monos orinaban una vez por hora).

Tomado de “Cronobiologia: La Maquina del Tiempo”, Golombek, 2008.



El Reloj Floral de Carl von Linné. Estando en su jardin podia saber qué hora del dia era
simplemente mirando las flores, pues hay flores que se abren al amanecer, otras al mediodia, otras
que cierran sus pétalos al anochecer.
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Glosario de abreviaturas

ad libitum........ooi A placer, a voluntad

ANOVA. ..., Analisis de varianza

AUC.....ooi i Area bajo la curva

ATP L e Guia para el trtamiento en daultos I

CAF Dieta de cafeteria

ChOW. ... Croqueta alimento regular para roedores
FMD ... Federacion Mexicana de Diabetes

HFD. .o, Dieta alta en grasa

IDF Federacion Internacional de la Diabetes
Keal....ooo Kilo caloria
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MetS.... Sindrome metabdlico
Ml Microlitro
M/l Miligramos sobre decilitros de concentracién
NG/ML . Nanogramo sobre mililitros de concentracion
NSQ. . Nucleo supraquiasmatico del hipotalamo
PEA Paraformaldehido

OMS. .. Organizacion Mundial de la Salud
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Resumen

Introduccion: El estilo de vida moderno caracterizado por exceso de luz y actividad en la
noche favorece la interrupcion de los ritmos circadianos, incluyendo la interrupcion temporal
del ciclo actividad-reposo. La actividad nocturna promueve la disminucién de suefio que a su
vez promueve la ingesta de comida a deshoras y en especial a los alimentos ricos en grasa
y carbohidratos, mejor conocidos como dieta de cafeteria. Se sugiere que este proceso
puede llevar a largo plazo con el sobrepeso y la obesidad. Este estudio exploro la asociacion
entre la actividad forzada durante la noche y la ingestién de la dieta de cafeteria en ratas
jévenes. Se evaluaron indicadores de sobrepeso y sindrome metabdlico. Método: Ratas
macho Wistar jévenes fueron expuestas a diferentes condiciones en las primeras 4 horas de
su periodo de actividad-reposo durante 12 semanas: dieta de cafeteria en la jaula (Caf),
dieta cafeteria+ actividad forzada (Caf/W), periodo de actividad forzada (W) y un grupo
control no perturbado (C). La actividad se indujo con una rueda giratoria lenta (33 cm de
diametro x 33 cm de largo) con 4 subdivisiones concéntricas en el que las ratas se colocaron
individualmente durante 4 h. Debido a la velocidad de la rueda, las ratas no tienen que
caminar todo el tiempo, incluso pueden recostarse. La dieta de cafeteria consistié en 2
variantes: papas fritas + salchichas de cerdo y galletas Crakets+Oreo. Estas dietas se
presentaron en dias alternos durante 12 semanas. El peso corporal y la ingesta de alimentos
fue seguido durante todo el experimento. Las concentraciones de glucosa, colesterol,
triglicéridos, leptina, insulina y grasa abdominal se midieron al final del protocolo.
Resultados: Las ratas Caf/W alcanzaron una ganancia de peso de 26% y grasa abdominal
alta en comparacion con las ratas control. Ademas, mostraron concentraciones altas de
glucosa, colesterol y triglicéridos asi como resistencia a la leptina e insulina, signos
caracteristicos del sindrome metabdlico. Tales signos no eran evidentes cuando la dieta
cafeteria se ofrece sin actividad forzada durante el ciclo actividad-reposo (Caf). Un intervalo
de 4 semanas de recuperacion para el grupo de Caf/W permitié que la concentracion de
glucosa regresaran a concentraciones normales, aunque la adiposidad siguié en aumento,
asi como ninguna de las concentraciones analizadas se revirtieron a normales o iniciales.
Conclusioén: Este modelo proporciona evidencia de que los patrones de suefo alterados
aumentan el consumo de dieta de cafeteria y produce signos de sindrome metabdlico en
individuos jovenes asi también muestra que aparentemente no existe un estado de
recuperacion metabdlica en estos sujetos, al menos con las condiciones de esta

experimentacion.

Palabras clave: ritmos circadianos, disminucion del sueno, obesidad, dieta de cafeteria,

sindrome metabdlico.
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Abstract

Introduction: Modern lifestyle characterized by light and activity at night promotes disruption
of circadian rhythms including temporal disruption of the sleep/wake cycle. Activity at night
and short sleep increase appetite for carbohydrates and fat-rich food, better known as
cafeteria diet. It is suggested that this process can lead in a long term to overweight and
obesity. This study explored the association between forced activity during the night and
ingestion of cafeteria diet in young rats. We evaluated indicators of overweight and metabolic
syndrome. Method: Male young Wistar rats were exposed to different conditions in the first 4
h of their sleep period for 12 wks: cafeteria diet in cage (Caf), cafeteria diet+ forced activity
(Caf/w), forced activity period (W) and a control undisturbed group (C). Activity was induced
with a slow rotating wheel (33 cm diameter x 33 cm long) with 4 concentric subdivisions in
which rats were placed individually for 4 h. Due to the speed of the wheels, rats do not need
to walk they can groom and even lie down. Cafeteria diet consisted of 2 variants: Potato
chips + Pork sausage or salty Ritz + Oreo cookies. These diets were presented on alternate
days during 12 wks. Body weight and food intake was followed throughout the experiment.
Levels of glucose, cholesterol and triglycerides and abdominal fat were measured at the end
of the protocol. Results: Caf/W rats attained a weight gain of 26% and high abdominal fat as
compared with control rats. Also, Caf/W exhibited high glucose levels, high cholesterol, high
triglycerides, insulin and leptin intolerance, features of metabolic syndrome. Such signs were
not evident when cafeteria diet was offered without sleep disturbance (Caf). A 4 wk recovery
interval for the Caf/W group allowed normal glucose levels but the increased adiposity
remained. Conclusion: This model provides evidence that disturbed sleep patterns increase

the consumption of cafeteria diet and produces signs of metabolic syndrome.

Key words: circadian rhythms, sleep loss, obesity, cafeteria diet, sindrome metabdlico.

11



CONCEPTOS GENERALES
1. Ritmos biolégicos

La rotacion de la Tierra sobre su propio eje, ocurre en 24 horas aproximadamente,
generando los ciclos de luz y oscuridad, que son factores dominantes que afectan a
los organismos que habitan este planeta (Mendoza, 2009). Este fendmeno y el de
traslacion dotan al medio que nos rodea de una ritmicidad en las condiciones de luz
y temperatura. Estos cambios conllevan una serie de comportamientos en los seres
vivos como las migraciones, la reproduccion estacional o el ajuste de su actividad al
periodo Optimo del dia. Los ritmos biolégicos se pueden observar en todas las
actividades, como el dormir, la nutricion y la reproduccion, que gobiernan la
existencia de todo ser viviente y que suelen estar muy relacionadas con los
fendmenos geofisicos. Esta dependencia temporal de la conducta con los ciclos
geofisicos requiere una compleja regulacion fisiologica que lleva a una mejor

adaptacién de los organismos al medio ciclico en el que viven (op cit. Mendoza).

Los ritmos biologicos son las variaciones periddicas caracteristicas de todos
los sistemas vivientes, que aparecen a nivel molecular, celular, organismico y social,
tal, que constituyen una adaptacion evolutiva a los cambios temporales presentes en
el ambiente (Golombek y Rosestain, 2010). En el verdadero sentido de la palabra,
son aquellas oscilaciones que se puede demostrar que continuan, aun en ausencia
de cambios periddicos en el ambiente, tales como los cambios en la luz y la
temperatura, es decir, son oscilaciones autosostenidas (Madrid y Rol de Lama,
2007). Estos ritmos pueden ser llamados endogenos, puesto que aparentemente
surgen desde el interior del organismo (op cit. Madrid). En contraste, los sistemas
pasivos que adoptan una apariencia ritmica, en funcién de su habilidad para
responder a variables periddicas del ambiente, son llamados exégenos, puesto que
su origen es externo; no son verdaderos ritmos debido a que no estan

autosustentados (op cit Madrid).
El tiempo que una oscilacion requiere para cumplir un ciclo completo y volver

otra vez al punto de partida, se conoce como periodo. El periodo de un ritmo

biologico se refiere al tiempo necesario para que un mismo fenémeno se repita y es
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generado por el reloj bioldégico. De acuerdo a su periodo los ritmos biolégicos se

clasifican en circanuales, circamensuales, circamareales y circadianos.

En 1959, el prefijo circa “cercano” fue introducido por Franz Halberg, para
caracterizar ritmos de aproximadamente veinticuatro horas llamados circadianos
(Golombek y Rosestain, 2010). En 1981, los ritmos bioldgicos se clasificaron en tres
grupos de acuerdo con la frecuencia de su oscilacién: los ritmos ultradianos son
ritmos de alta frecuencia y se presentan mas de una vez en un dia; los ritmos
circadianos tienen frecuencia similar a las 24 horas, y los ritmos infradianos son de
baja frecuencia, es decir, se presentan menos de una vez en 24 hrs (Salgado-
Delgado et al., 2009) (Tabla 1). De ellos, los ritmos biolégicos mas estudiados y mas
frecuentes en los organismos vivos son los ritmos circadianos, que se ajustan a las

variaciones ciclicas del dia y la noche (op cit. Salgado-Delgado).

Tabla 1. Espectro de frecuencia de los ritmos biolégicos.

Tipo de ritmo Periodo Ejemplo

Ritmo cardiaco,
Ultradiano 0.1 seg-90 min Secreciones hormonales

Actividad-reposo,
Circadiano 24 h Temperatura corporal

Ciclo menstrual,
Infradiano 28 0 365 dias Hibernacion

1.1 Ventajas adaptativas de los ritmos biolégicos

Podemos citar un vasto listado de ventajas que nos ofrece el disponer de ritmos
bioldgicos, que se han preservado a lo largo de la misma evolucién. Un ejemplo de
su utilidad desde un punto de vista ecolégico, es que, la existencia de ritmos
biolégicos permite la coexistencia de especies que comparten un mismo nicho
ecologico espacial. Al distribuir sus actividades en diferentes momentos del dia, el
nicho espacial se puede compartir en varios nichos temporales separados en los
que las fases de actividad, de diferentes especies emparentadas entre si, se hallan
separadas temporalmente por estrechos intervalos de tiempo. (Madrid y Rol de
Lama, 2007). (Fig. 1).
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Otro tipo de ventaja se extiende en un amplio espectro de oscilaciones
basadas en funciones termodinamicas del metabolismo celular y a la comunicacion
intra e intercelular, que se van favorecidas por la expresion de sistemas oscilantes,
entre ellas la mayoria de las reacciones quimicas que tienen lugar en una direccion
determinada. (Madrid et al., 2006)

Fig. 1. Ventajas adaptativas que sugieren la existencia de un sistema circadiano en los seres vivos. a)
La obtencion de alimento nocturno en murciélagos, b) la caza diurna de peces por las aves y c) el
descanso crepuscular de las ardillas, son ejemplos de actividades programadas temporalmente en las
que interviene el sistema circadiano.

2. El Reloj Biolégico

Los organismos han desarrollado la capacidad de predecir los ciclos, y han
evolucionado para organizar su actividad en el dia o la noche (Konturek et al., 2011)
y anticiparse a los cambios periddicos en el medio ambiente, adquiriendo con ello
importantes mecanismos de adaptacion (op cit. Konturek). Los ritmos circadianos

desempenan un papel fundamental en la supervivencia y la evolucion de la vida.

La adaptacion de la fisiologia a los cambios ciclicos de ambiente se ha
logrado gracias a la seleccién natural de un sistema intrinseco de mantenimiento del
tiempo llamado reloj circadiano (Chen et al., 2008). El reloj circadiano aumenta la
eficiencia fisiolégica y la supervivencia de un organismo mediante la organizacién de
su comportamiento y funcion de su cuerpo (op cit. Chen), regula una serie de
funciones fisioldgicas y los ajusta a las 24 horas del dia, incluyendo el suefo y la
vigilia, la ingesta de alimentos, la temperatura corporal, la actividad cardiovascular y
renal, la produccion de hormonas, el metabolismo hepatico y la respuesta inmune
(Fuy Lee, 2003) (Fig. 2).
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Fig. 2. Algunas de las funciones del reloj bioldgico ante factores externos

2.1 Utilidad del reloj biolégico

Si se le pregunta a una persona por quée lleva reloj, lo mas probable es que responda
que le es util para saber la hora del dia y no llegar tarde a sus citas.
Dicho de otro modo, el reloj le sirve para anticipar sus actividades y estar en

el lugar y momento adecuado de acuerdo a sus intereses.

De igual manera el reloj biologico sirve a los organismos para estimar el paso
del tiempo y para anticiparse a los cambios periddicos y por tanto previsibles del
ambiente (Madrid y Rol de Lama, 2007). Por ejemplo, para llegar a la madriguera

antes de que sea la hora en que su predador sale a la caza (Fig.3).

a b c
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Fig. 3. a) Muestra a felinos de habitos nocturnos obteniendo alimento mientras el hipop6étamo dormmia, b) en el
caso de otros mamiferos como el panda, dueme durante gran parte del dia para conservar su reserva
energética y c) algunos roedores, como la ardilla se ocultan en su madriguera al atardecer.

Otro ejemplo, esta dado en las plantas, donde el reloj bioldgico regulan el
momento para realizar la fotosintesis o florecer (Mas y Yonovsky, 2009). El
mecanismo de los relojes bioldgicos son un conjunto de genes, presentes en una
poblacion determinada de células, cuya actividad ordena temporalmente las
respuestas fisiologicas y los comportamientos de los seres vivos (op cit. Mas), de ahi
la verdadera funcién de estos mecanismos reguladores de las funciones biolégicas

en todos los organismos vivos desde bacterias hasta mamiferos (op cit. Mas).

2.2 Nucleo Supraquiasmatico del Hipotalamo (NSQ)

En los mamiferos existe un reloj biolégico denominado nucleo supraquiasmatico del
hipotalamo (NSQ) principalmente mantenido por el ciclo luz/oscuridad (Moore y
Bernstein, 1989) que genera y transmite sefales de ritmicidad a otras zonas del
cerebro y de ahi al resto del organismo (op cit. Moore). Por medio de proyecciones a
otras zonas cerebrales y por el control de secreciones hormonales, el NSQ genera
los ritmos bioquimicos, fisioldgicos y conductuales (Akerstedt et. al., 2004), como la
actividad (Dallmann y Mrosovsky, 2006), el suefio y los horarios de alimentacion
(Mistlberger y Skene, 2005; Mendoza et al., 2010) manteniendo de esta manera la
sincronia interna de la homeostasis (Fig. 4).

El NSQ es el marcapasos principal existiendo ademas osciladores
secundarios en nucleos del hipotalamo anterior y en diversas regiones del cerebro.
Estos nucleos bajo condiciones normales, estan bajo el control del marcapasos
principal, el NSQ, el cual los coordina y acopla para que oscilen en sincronia
(Damiola et al., 2000).

Las sefales circadianas son transmitidas por el NSQ, pero cuando las
sefales circadianas se ven alteradas por factores externos y no logran coordinar con
los demas osciladores, éstos siguen oscilando a su propio ritmo y pierden

coherencia temporal entre si, lo que propicia una desincronizacion interna (Haus vy
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Smolensky, 2006), generando fluctuaciones desacopladas de las funciones

metabdlicas y conductuales (Salgado-Delgado et. al., 2008).

Fig. 4. EI NSQ transmite las sefiales dia/noche hacia el resto del organismo.

3. Alteracion de los ritmos bioldégicos sobre el metabolismo

El ritmo de vida tan acelerado propio de la sociedad actual, ha llevado al incremento
de las horas de actividad en los individuos y que estos mismo se expongan a
jornadas largas de trabajo. Este nueva estructura de trabajo a la que en sociedades
altamente industrializadas se le conoce como 24/7 (horas, dias), nos da un claro
ejemplo de cdmo hoy en dia el horario de actividades no contempla la necesidad del
descanso (Garaulet y Madrid, 2010).

Este estilo de vida ha propiciado que los individuos realicen labores durante la
noche ignorando las sefiales del NSQ, donde normalmente deberian estar
durmiendo (Salgado-Delgado et al., 2010). Tal es el caso de los trabajadores
nocturnos, los cuales sufren un exceso de contaminacion luminica, de igual forma
los adolescentes se exponen a un exceso de luz artificial y disminucion de sus

horarios de suefio debido al uso constante de la computadora (Graf. 1).
El impacto de un estilo de vida nocturno asociado a la privacion de suefio se

evidencié en un estudio realizado por Spiegel et al.,(1999). Ellos realizaron un

estudio en 11 hombres saludables (18-27 afios), los cuales se expusieron a
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diferentes periodos de suefo, por 3 noches durmieron 8h (fase basal), las siguientes
6 noches durmieron 4h D1-D6 y las restantes 7 noches durmieron 12 h (fase de
recuperacion). Durante las noches D1-D6 los sujetos fueron expuestos antes de ir a
la cama a situaciones comunes en su estilo de vida como ver television, jugar
videojuegos, leer, utilizar la computadora e incluso conversar. También se les

ofrecieron alimentos altos en contenido energético.

Los resultados muestran que la restriccion del suefo (D1-D6) en jovenes
sanos se asocia con alteraciones metabdlicas y de la funcion endocrina, con
aparicion de indicadores de sindrome metabdlico e intolerancia a la glucosa.

Estos signos desaparecieron en la fase de recuperacion cuando se permitio a
los mismos sujetos dormir 12 horas. Se especula que si se mantiene cronicamente
una privacion de suefio, a largo plazo puede tener efectos cronicos sobre la salud
como la aparicion de intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, obesidad e

hipertension (Spiegel et al., 1999).

Grafica. 1. Duracién de suefio en adolescentes estadounidenses en 2004. Leproult & Van Cauter, 2010.

3.1 Consecuencias por la alteracion de los ritmos biolégicos

Los estilos de vida modernos con frecuencia pueden alterar la expresion y la
sincronia de los ritmos circadianos (Bechtold et al., 2010), lo cual repercute en

efectos profundos en la salud, incluyendo trastornos del suefo, enfermedades
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gastrointestinales, sindrome metabdlico, inflamacion, depresion e incluso el cancer
(King y Takahashi, 2000 ; Fu y Lee, 2003; Bechtold et al., 2010).

Diversos estudios han demostrado que la mayoria de los trabajadores
nocturnos presentan alteraciones de conducta y de salud que se agravan con el
tiempo (Knutsson, 2003). Estas anomalias se presentan a distintos niveles, entre
ellos el metabdlico, provocando desarrollo de obesidad, sindrome metabdlico,
desordenes gastrointestinales; también se presentan en el sistema cardiovascular y
en el incremento de mortalidad por aumentar la propensién a desarrollar cancer
(Akersted et al., 2004). Esto puede explicarse debido a que la actividad realizada en
horarios inadecuados genera un conflicto de sefiales que se transmiten hacia el reloj
biolégico, el nucleo supraquiasmatico (Hastings et al., 2003) y que junto con
osciladores periféricos desencadenan la desincronizacion interna (Knutsson, 2003;

Haus y Smolensky, 2006).

Se propone que en parte las alteraciones en los patrones de alimentacion
pudieran propiciar la desincronizacion interna, ya que se encuentra bien
documentado que en los trabajadores nocturnos se exhibe un cambio en los
patrones alimenticios, caracterizados por aumento de la ingesta de alimentos
durante la fase normal de descanso (Knutsson, 2003; Pasqua y Moreno, 2004).

También se ha descrito que los trabajadores nocturnos presentan la tendencia
a consumir alimentos ricos en carbohidratos durante la noche, siendo mas

convenientes estos alimentos para el periodo matutino (Lennernas et al., 1994).

Evidencia reciente indica que el horario de alimentacion ejerce una fuerte
influencia sobre los osciladores periféricos, y ejerce un fuerte efecto como
sincronizador de ritmos viscerales y metabdlicos, sin afectar al NSQ (Mendoza et al.,
2010) y que puede ser el factor que promueva la desincronizacién (Salgado-Delgado
et al., 2010) (Fig.5).
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Fig. 5. Principales secuelas en la salud producidas por alteraciones circadianas. Salgado-Delgado et
al., 2009.

4. Sueio y el ciclo actividad-reposo

El suefio se define como un estado de reposo uniforme de un organismo (Park et al.,
2011). En contraposicién con el estado de vigilia, cuando el individuo esta despierto,
el sueno se caracteriza por bajos niveles de actividad fisiolégica y por una respuesta
menor ante estimulos externos. La vigilia se caracteriza por la percepcion e
interpretacion de los estimulos externos del ambiente, en este estado el organismo
es consciente del exterior e interactua con él, en cambio durante el suefio los

organismos se retiran de esta interaccién con el medio (Montes, 2009).

El suefio se considera como una caracteristica bioldgica universal en todas la
especies, y representa un estado global de inmovilidad con respuestas reducidas a
estimulos del ambiente, que se distinguen del coma y la anestesia por su rapida
reversibilidad (Cirelli y Tononi, 2008; Siegel, 2005).

Por otra parte el suefio en todos los vertebrados y especialmente los
mamiferos muestra una arquitectura especifica y cambios en la electrofisiologia
cerebral, neuroquimica, y en su anatomia funcional donde biolégicamente se
alternan las diferentes fases de suefio (Hobson y Pace-Schot, 2002). La arquitectura

y propension del suefio son a su vez controladas por la interaccion de dos sistemas
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de mantenimiento en el sistema nervioso central: el sistema circadiano, y la
homeostasis del suefno-vigilia, es decir, la pulsion por dormir medida por la duracion
de la vigilia previa, con independencia de la hora del dia (Borbély y Tobler, 1996;
Leproult y Van Cauter, 2010).

Por otro lado, la actividad y el reposo son también necesidades basicas en
cualquier organismo y que se relacionan entre si (Van Reeth et al., 1992).

Los organismos tienen un ritmo compuesto de ciclos de actividad y reposo,
pero que se encuentra influenciado por factores como los ambientales (op cit. Van
Reeth).

4.1 Funcion biolégica del sueiio

La funcion biologica del suefio como tal, sigue siendo el mayor misterio de todos los
tiempos, aunque se sabe que es esencial para todos los seres vivos (Ishida et al.,
2009), ayuda a mantener la estabilidad fisica, psicosocial y metabdlica (Haslam,
2010), asi como también desempena un papel clave en la prevencion de
enfermedades, en la restauracion celular y fisiologica (Chaput, 2010). Su importancia
vital esta bien documentada en el hecho de que la privaciéon del suefio en los
roedores y moscas puede causar la muerte mas rapidamente que las privadas de
alimento (op cit. Chaput). Se sabe que el suefio es beneficioso para la conservacion
de la energia y la recuperacion neuronal (Siegel, 2005), para la homeostasis

sinaptica (Tononi y Cirelli, 2006), y la plasticidad cerebral (Diekelmann y Born, 2010).

También, se encuentra bien documentado que el suefio interviene en
procesos inmunoldgicos, asi como en funciones cardiovasculares y respiratorias,
ademas de jugar un papel indispensable en regulacion de la homeostasis corporal
(Siegel, 2005; Tononi y Cirelli, 2006 y Krueger et al., 2008).

4.2 Alteracién del ciclo actividad reposo y efectos metabdlicos

La privacion de sueio consiste en mantenerse sin dormir durante un lapso de tiempo
que exceda las recomendaciones normales debido a exigencias intrinsecas o

extrinsecas, generandose una deuda de suefio que demandara ser liquidada en el

21



transcurso de varios dias. Para el ser humano el periodo maximo sugerido para
realizar un trabajo es de 18 horas, alternando con 6 horas de descanso (Kramer,
2010).

La deuda o disminucién de suefio debido a la restriccion voluntaria se ha
vuelto comun en los ultimos afos, producida principalmente por las demandas y
oportunidades de la sociedad moderna (Spiegel et al., 2005) (Fig. 8). La privacién de
suefo puede ser total, cuando no se permite dormir, o parcial, cuando se retrasa el

tiempo del dormir (Padilha et al., 2011).

Multiples estudios han demostrado que la privacion de suefio, ya sea como
resultado de la pérdida del suefo o del estilo de vida tiene consecuencias a corto y
largo plazo (Van Cauter, 2005). Los efectos a corto plazo conducen a la disminucion
de la atencion y la concentracion, deterioro de la calidad de vida, aumento de las
tasas de absentismo, con disminucion de la productividad y los accidentes en el
trabajo, el hogar o en la carretera (Vertes y Siegel, 2005).

Mientras que las consecuencias a largo plazo incluyen aumento de la
enfermedad arterial coronaria, insuficiencia cardiaca, presion arterial alta, obesidad y

diabetes mellitus tipo 2 (Guilleminauly y Zupancic, 2009; Collison, 2010,).

Estudios recientes han descrito un deterioro significativo del control de la
glucosa en individuos que han disminuido la duracion del suefio (Spiegel et al., 1999;
Spiegel et al., 2004; Van Cauter y Knutsson, 2008) y, ademas, estos individuos son
mas susceptibles a problemas metabdlicos como la resistencia a la insulina (Spiegel
et al., 1999; Spiegel et al., 2004) y diabetes mellitus tipo 2 (Ayas et al., 2003; Trenell
et al., 2007). También la disminucion del suefio se asocia con el aumento de peso y
la incidencia de la obesidad (Spiegel et al.,1999; Agras et al., 2004; Knutson, 2005 ;
Chapul et al.,, 2006; Eisenmann et al., 2006; Fasting et al., 2008; Van Cauter y
Knutson, 2008), que por su prevalencia, es cada vez mas reconocida como un
problema de salud global (James et al., 2004) siendo la quinta causa de muerte a
nivel mundial (Al Rethaiaa et al., 2010).
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Figura 6. Mecanismos potenciales que relacionan menor cantidad de suefio con ganancia de peso y obesidad.
Chamorro et al., 2011.

5. Adolescencia

Se estima que la poblacion mundial actual es de 7.000 millones de personas y que
una de cada cinco personas es adolescente (OMS) asi como que casi 2.000
millones son jovenes de entre 10 y 24 afos (UNFPA). La adolescencia es un periodo
de grandes cambios fisicos, fisioldgicos y psicolégicos, asi como con una profunda

transformacion de las interacciones y relaciones sociales (OMS).

De acuerdo con los datos de la OMS, el periodo comprendido en la etapa de

la adolescencia abarca de los 12 a los 21 anos.

En la actualidad, la poblacion adolescente y su salud se ha convertido en un
foco de atencion (Bonnet y Arand, 1995) ya que existen mas de mil millones de
individuos que tienen de 13-19 afos de edad, constituyendo el 20% de la poblacién
mundial (Al Retalla et al., 2010). En particular la adolescencia es un periodo crucial
para el desarrollo de malos habitos en el estilo de vida, que muchas veces se
continian durante la edad adulta (Akman et al., 2010) y que constituyen riesgos de
padecer enfermedades crénicas como resistencia a la insulina, dafo hepatico y

sindrome metabdlico (Dietz, 1998; Takayama et al., 2010). Por ende existen
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argumentos de sobra, econdmicos y sociales que exigen el seguimiento y estudio de

la salud en este sector poblacional en especifico (OMS).

5.1 Estilo de vida y efectos en la salud del adolescente

Hoy en dia los avances en la tecnologia, las influencias sociales y los atributos
ambientales se han traducido en modificar nuestras actividades cotidianas, nuestro
estilo de vida. Dentro del estilo de vida del adolescente se encuentran una serie de
actividades muy recurrentes como lo son, estar en reuniones, uso de la
computadora, ver television, inactividad fisica (Spiegel et al., 1999) y la fuerte
preferencia por consumir alimentos industrializados, ricos en carbohidratos y grasas

saturadas (Sampey et al., 2011).

El resultado a largo plazo de los malos habitos de vida son el enfisema
pulmonar, infertilidad y trastorno musculo-esquelético (Lebovitz y Banerji, 2005);
también la resistencia a la insulina (Hirschler et al., 2005), sindrome metabdlico
(Spiegel et al., 2010), dano hepatico (Gruart et al., 2002) y algunos tipos de cancer
(Fair y Montgomery, 2009).

Evidencia de que en jovenes el estilo de vida puede ser factor de riesgo fue
publicado por Martinez-Gomez et al.,(2010), quienes realizaron un estudio durante
2006-2007 en 10 diferentes naciones europeas (Grecia, Alemania, Francia, Hungria,
Bélgica, Italia, Suecia, Austria y Espafia) con una poblacion total de 3111 jovenes
(1563 hombres y 1748 mujeres) en edades entre 12.5-17.5 afios de edad. Valoraron
las horas de suefo, sedentarismo, tiempo en que se observaba la T.V. y los habitos
alimenticios. Reportaron que el 40% de la poblacion dormia 8 horas, pero que en los
que dormian menos, habia mayor tendencia a padecer obesidad. Este mismo sector
mostré vida mas sedentaria, mas horas frente a la T.V. y mayor preferencia por
alimentos con contenido energético elevado como pastas, hamburguesas y pizza.
De acuerdo con los datos obtenidos, se observdé una clara asociacion de
adolescentes europeos con malos habitos de estilo de vida y su enlace con la

acumulacion de grasa corporal e incluso la aparicion de la obesidad.
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En los ultimos 40 afios, la duracion insuficiente del suefio entre los
adolescentes ha aumentado notablemente (Qidwai et al., 2010), por lo que hoy en
dia, de acuerdo a las cifras de la OMS, sdlo el 33% de los adolescentes duerme las
nueve horas recomendadas (Bonnet y Arand, 1995; Weiss et al., 2010), coincidiendo

con el aumento en la epidemia de la obesidad (Patel y Redline, 2004).

Se encuentra bien documentado que la obesidad también esta ligada al
consumo de ciertos alimentos altos en contenido energético, como lo es, la dieta de
cafeteria (Prats, et al., 1987) que se asocia a las culturas altamente industrializadas
(Sampey et al., 2011) y que los jévenes suelen consumir en generosas cantidades
(Mushtaq et al., 2011), ya que se encuentran en casi cualquier rincén del mundo por

la globalizacion de los mercados (Sampey et al., 2011).

6. Dieta de cafeteria

Dentro de los factores involucrados en el desarrollo de obesidad y alteraciones del
metabolismo y la funcion endocrina se encuentra el consumo de alimentos altos en
grasa y carbohidratos (Sahin et al., 2011). Entre estos alimentos se encuentra la
dieta de cafeteria, que esta constituida por alimentos industrializados caracteristicos
de la sociedad occidental, que por su facil disponibilidad, es consumida por los

adolescentes, entre otros (Martinez-Gomez et al., 2010).

Se define como dieta de cafeteria (CAF por sus siglas en inglés “cafeteria
diet”) a un régimen alimenticio de alto contenido caldrico y muy palatable (Prats, et
al., 1987) enriquecido en carbohidratos y grasas saturadas asi como con déficit en
fibra dietética (Sclafani y Springer, 1974) (Fig. 7). Este tipo de alimentos promueven
un aumento en la cantidad consumida por toma, y en la frecuencia de consumo, de
lo cual resulta aumento del peso corporal, tanto en seres humanos como en

animales de laboratorio (op cit. Sclafani).

Parece ser que la novedad de disponer de diversos alimentos palatables

puede contrarrestar las sefiales normales de saciedad (Sampey et al., 2011).
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Una practica similar a la CAF, observada a veces en animales de compaiiia,
es la alimentacion con restos de comida y el ofrecimiento constante de nuevos
alimentos caldéricamente densos. La oferta constante de diversos manjares atractivos
en su sabor puede anular la tendencia natural del organismo a equilibrar la ingesta

energética, provocando sobreconsumo de energia (Prats et al., 1987).

n

Figura 7. Ejemplo de dieta de cafeteria. a)Pizza, b)Snacks (KFC, McDonald’s, etc.), c)Sodas

6.1 Consecuencias del consumo de CAF

Una de las principales modificaciones a la alimentacion consecuente con la vida tan
acelerada en la que nos encontramos hoy en dia es la adicion de alimentos en su
mayoria empaquetados o de pronta disponibilidad. Por ende en la sociedad

altamente industrializada, como la occidental, se consumen en demasia alimentos
CAF (Pastore et al., 2010).

El sobreconsumo de alimentos ricos en contenido energético, tiende a
generar obesidad como factor comun (Pastore et al.,, 2010), asi como distintas
alteraciones en las funciones endocrinas y metabdlicas (Spiegel et al, 2004). Tal y
como se presentan en el consumo de dieta de cafeteria (Rolls et al., 1979), donde se
describen resistencia a la insulina (Lebovitz y Banerji, 2005), dafio hepatico al grado

de fibrosis (Takayama et al., 2010) y sindrome metabdlico (Hirschler et al., 2005;
Sampey et al., 2011).
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7. Sobrepeso y obesidad (Alteraciones metabdlicas)

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion excesiva de grasa que
puede ser perjudicial para la salud (OMS). Desde el punto de vista bioldégico es mas
facil diagnosticar la obesidad que definirla. Los avances continuos en cuanto a sus
posibles causas, la gran cantidad de factores que participan en la regulacién
energética y hasta las peculiaridades individuales hacen dificil un consenso. Sin
embargo, la mayoria de los expertos coinciden que se trata de una enfermedad
cronica, de origen multifactorial en la que participan principalmente aspectos de tipo
genético, ambiental, social, psicolégico y de estilo de vida, que ocasionan profundas

alteraciones metabdlicas (Gomez et al., 2012).

El indice de masa corporal (IMC), que se calcula (peso corporal en kg/ talla en
(m)?), es un indicador que se utiliza para identificar el sobrepeso y la obesidad en los
adultos. La definicion de la OMS es la siguiente: Un IMC igual o superior a 25
determina sobrepeso. Mientras que un IMC igual o superior a 30 determina
obesidad. Como repercusion y eje de esta enfermedad se encuentra la pérdida del
equilibrio en el balance energético ocasionada por el aumento en la ingesta de

calorias o por disminucién de su gasto (Morin y Lonngi, 2005).

Hoy en dia la obesidad es considerada una epidemia global, en tanto, se
estima que un cuarto de la poblacién mundial adolescente padece sobrepeso u
obesidad (Dietz y Robinson, 2005; Han et al., 2010). Las anomalias metabdlicas
mas recurrentes ligadas a la obesidad son la hipertension arterial (Spiegel et.al.,
2010), caracterizada por un incremento continuo de las cifras de presion sanguinea
en las arterias, resistencia a la insulina (Leproult y Van Cauter, 2010), que es la
disminucidn de la sensibilidad de las células a la accién de la insulina, hiperlipidemia
(Rolls et. al., 1979) caracterizada por la presencia de niveles elevados de lipidos en
la sangre , diabetes mellitus (DM) tipo 2 (Sclafani y Springer, 1974), que se
caracteriza por altas concentraciones de glucosa en la sangre debido una deficiente
secresion de insulina del pancreas; y sindrome metabdlico (Sampey et. al., 2011),
caracterizado por un grupo de sintomas (hipertension arterial, glucosa elevada,
triglicéridos altos, niveles bajos de HDL y obesidad abdominal) que ponen en riesgo

de desarrollar una enfermedad cardiaca y DM2. El MetS actualmente afecta a mas
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de un cuarto de la poblacién en los paises desarrollados y su prevalencia esta

aumentando rapidamente (op cit. Sampey).

En 2010 la FMD dié a conocer que alrededor de 4.5 millones de nifios (5-12
afnos de edad) padecen sobrepeso y obesidad, colocando a México en primer lugar
mundial en obesidad infantil. La consecuencia inmediata de ésta es la propensién a
desarrollar enfermedades, como MetS. En nuestro pais se estima que MetS causa el
35% de las defunciones anuales y un gasto anual para el Sector Salud superior a los

80 millones de pesos (FMD).

ANTECEDENTES DIRECTOS
Modelos en rata con alteracion del ciclo actividad-reposo del sueio

Para entender mejor el mecanismo que asocia al suefo con las funciones
metabdlicas y endocrinas se han realizado diversos estudios en animales de
laboratorio, entre ellos la rata. Existen diversas manipulaciones que intentan
reproducir condiciones de deuda de suefio, entre ellos se utiliza la plataforma
invertida y la rueda de actividad forzada, Salgado-Delgado et al., (2008) utilizando
una rueda de actividad forzada mostraron que cuando se exponen ratas a 8 horas
diarias a esta rueda durante su fase de suefio durante 4 semanas se altera el patron
temporal de actividad y de consumo de alimentos.

Las ratas mostraron una pérdida de la ritmicidad de la glucosa y un ritmo
invertido de los triglicéridos. En contraste un grupo expuesto a la misma rueda de
actividad forzada durante su fase de vigilia no mostro tales cambios y exhibié ritmos
metabdlicos similares a los de los controles (C).

En las ratas expuestas a actividad durante su fase de suefio, el nucleo
supraquiasmatico no cambio, indicando que un régimen de actividad durante el
periodo de suefio provoca desincronizacion interna. Estos datos sugieren que la
actividad combinada con la alimentacion durante las horas de sueio desacoplan las
funciones metabdlicas del reloj biolégico que permanece fijo al ciclo luz-oscuridad
(Salgado-Delgado et al., 2010).

28



Modelos en rata con desincronizacion circadiana

Para poder entender la relacion entre ritmos circadianos alterados y la propension a
sobrepeso y obesidad, se han tratado de replicar las condiciones de trabajo nocturno
y de jet-lag en modelos experimentales con roedores. La estrategia mas empleada
para producir desincronizacion circadiana es exponer a los roedores a cambios
frecuentes del ciclo luz/oscuridad, ya sea adelantando o retrasando el prendido y
apagado de las luces. Con esta estrategia se ha constatado que los roedores
aumentan mas facil de peso y acumulan grasa abdominal (Tsai et al., 2005),
especialmente si se les da una dieta alta en grasas (Tsai et al.,, 2005; Mendoza et
al., 2008). Con estos cambios del ciclo luz/oscuridad también se ha comprobado que
se establece una condicion de desincronizacion interna, debido a que cada 6rgano
se re-sincroniza con una velocidad distinta (Vujovic et al., 2008; Salgado-Delgado et
al., 2010).

La exposicion a luz durante la noche se ha modelado exponiendo a los
roedores a luz constante. El efecto inmediato es la inhibicion de la secrecion de la
hormona melatonina, la falta de esta, lleva a una respuesta inmune deficiente y a
intolerancia a la glucosa (Blask et al., 2002). Ratas expuestas a luz constante
también muestran un metabolismo alterado, propension a la obesidad y acumulacion

de tejido adiposo abdominal (Arble et al., 2009).

Modelos en rata con CAF

Para entender mejor los mecanismos que asocian la homeostasis alterada con la
obesidad en humanos, se han desarrollado modelos experimentales con ratas,
expuestas a dietas con alto contenido en grasa y carbohidratos.

Tradicionalmente estos modelos consisten en administrar dietas ricas en
carbohidratos o en grasa y comparar sus efectos con animales control expuestos a
dietas balanceadas. También existen modelos experimentales en que se exponen
las ratas a una dieta de cafeteria (CAF) donde los animales tienen mayor
disponibilidad y variedad de alimentos altamente palatables, enriquecidos en

contenido energético y que los humanos también consumimos (Prats et al., 1987)
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Las dietas de cafeteria en experimentacién incluyen galletas, panecillos,
queso, carne, cereales, entre otros y en general han mostrado ser mas eficientes en
producir obesidad y alteraciones metabdlicas, que las dietas con alto contenido
graso (HFD). Sampey et al., (2011) demostraron que después de 15 semanas de
exposicion a HFD resultaba en aumento de la adiposidad y la hepatoesteatosis, sin
embargo las ratas alimentadas con CAF tuvieron notable acumulacion de tejido
pardo y acumulacion de tejido graso en higado en comparacién con los otros grupos.
También se observo que las ratas CAF desarrollaron intolerancia a la glucosa. El
equipo de investigacién concluye que este modelo proporciona una plataforma unica

para estudiar los mecanismos bioquimicos, fisioldgicos y gendmica de la obesidad.

Planteamiento del problema

La falta de suefo y la desincronizacién circadiana son factores que favorecen el
desarrollo del sobrepeso y la obesidad. Gran parte de los estudios que abordan la

asociacion entre dietas y peso corporal no consideran este factor.

Con base en lo anterior este proyecto propone explorar la asociacién de
ambos factores sobre el peso corporal y el metabolismo en ratas juveniles. Se
definié rata adolescente (juvenil) a ratas de edad entre 45 y 90 dias de edad, de

acuerdo con la clasificacion de Engelbregt et al. (2000).

Este modelo pretende simular las condiciones de desvelo e ingesta de comida
chatarra que forma parte del estilo de vida en adolescentes y comprobar si este
estilo de vida a largo plazo pudiera predisponer a alteraciones metabdlicas y

sobrepeso.

Hipétesis

La alteracion temporal del ciclo actividad-reposo los patrones de suefio sumado a
una CAF llevara a la alteracién del metabolismo con presencia de indicadores de
sindrome metabdlico y obesidad en ratas jévenes.

La recuperacién a un alimento estandar y horas de suefio ad libitum revertira los

niveles metabdlicos a valores 6ptimos.
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Objetivo general

Evaluar en ratas jovenes las consecuencias metabdlicas por exposicion a una dieta
de cafeteria (CAF) combinada con alteracidén de sus patrones temporales de suefio.
Objetivos particulares

Determinar cambios en el peso corporal por la alteracion temporal del suefo

asociado a la dieta de cafeteria durante 12 semanas.
Evaluar la existencia de alteraciones metabdlicas en ratas adolescentes expuestas a
alteracién temporal del ciclo actividad-reposo sumado al consumo de la dieta de

cafeteria.

Determinar una posible recuperacién mediante suefio y alimento balanceado ad

libitum.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos y condiciones generales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar que al inicio del experimento pesaban 120-140
g. de peso (5-6 semanas de edad), se alojaron en un cuarto de registro dentro de
lockers con capacidad para 8 animales en cajas de acrilico individuales (40 X 50 X
20 cm) y fueron mantenidas en un ciclo 12: 12-h luz / oscuridad (L/O; 08:00 am
enciende luz/ 20 pm apaga luz), temperatura constante (22 +/- 1 C°), aire circulante,
agua y comida estandar (Rodent Laboratory Chow 5001, Purina, Minnetanka, MN) o

dieta de cafeteria, segun se especifica adelante.

Los experimentos siguieron los protocolos avalados por el Comité de Etica de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México (proyecto
015-2012), en estricta conformidad con las normas mexicanas para el manejo de
animales, Norma Oficial NOM-062-ZO0-1999, que se ajustan a los protocolos
internacionales para el manejo de animales. Se tomaron las medidas necesarias

para reducir el numero de animales y su sufrimiento.

Diseio experimental

Para este estudio se utilizaron un total de 40 ratas macho que se asignaron
aleatoriamente a 5 grupos de 8 integrantes cada uno: Control (C), Rueda (W),
Cafeteria (CAF), Cafeteria/Rueda (CAF/W) y Recuperacion (R).

Caracteristicas de los grupos
El grupo (C) se mantuvo en condiciones 12-12 L/O con agua y comida estandar ad

libitum durante 12 semanas y se manipulé lo menos posible.
El grupo (W) se expuso a la rueda de actividad forzada durante las primeras 4 horas

de su fase de reposo durante 12 semanas. Las otras 20 horas del dia permanecio en

su jaula habitacion con libre acceso a comida Chow y agua.
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El grupo (Caf) recibi6 dieta de cafeteria durante las primeras 4 horas de su fase de

reposo durante 12 semanas.

El grupo (Caf/W) recibi6 dieta de cafeteria simultdneamente con su estancia en la
rueda de actividad forzada durante las primeras 4 horas de su fase de reposo
durante 12 semanas. Las otras 20 horas del dia permaneci6 en su jaula habitacidn

con libre acceso a comida Chow y agua.

El grupo (R) se conformé de 8 animales que se tomaron de forma alaeatoria del
grupo Caf/W, asi entonces, después de las 12 semanas de tratamiento, se
expusieron a una fase de recuperacion de suefio durante 4 semanas. En ella, los
animales se dejaron en sus jaulas, libres de manipulacién alguna y siempre con

acceso de comida estandar y agua ad libitum.

Obtencién de tejidos y muestras de sangre

Al finalizar los procedimientos experimentales se sacrifico a las ratas por sobredosis
de pentobarbital sddico (0.6 ml/kg peso) y se tomo sangre de vena cava inferior para
mediciones metabdlicas, asi como diseccion de higado y pancreas preservados en

PFA al 4% para su posterior analisis.

Rueda de actividad forzada

Los grupos W y Caf/W se sometieron a cuatro horas de actividad ligera para asi
promover una privacion parcial del sueno durante las primeras 4 horas de su fase de
reposo que corresponde a las 4 horas posteriores al prendido de la luz (0008-1200
h). De lunes a viernes las ratas se colocaron individualmente durante 4 horas en un
tambor giratorio (33 cm de ancho x 33 cm de largo), con cuatro subdivisiones
concéntricas y a una velocidad lenta (1 rpm/ 2 min) que de esta forma se
mantuvieron despiertas. Debido a la velocidad de la rueda las ratas no tienen que
moverse todo el tiempo, incluso pueden acostarse y pueden comer y beber
libremente (mas detalles en Salgado-Delgado et al.,2010). Los fines de semana las
ratas no sufrieron ninguna manipulacién y se mantuvieron con alimento estandar y

agua ad libitum.
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Composicion de la dieta de cafeteria (CAF)

La dieta de cafeteria consistio de dos menus que fueron ofrecidos alternadamente
siempre ad libitum, de la siguiente manera, el primero en el dia uno, el segundo el
dia dos y asi sucesivamente hasta la finalizacién de la experimentacion. Los menus
se integraron por: 1) Galletas Oreo (Nabisco) + Galletas Ritz (Nabisco), 2) Papas
saladas (Sabritas) + Salchicha de cerdo (D’ hecttor) asada. Ambos menus siempre

se acompafiaron con agua azucarada al 12%.

Acomodo de la CAF

Las ratas Caf recibieron la dieta de cafeteria en su jaula habitacidn, mientras que las
Caf/W la recibieron durante su estancia en la rueda de actividad. Ambos grupos
recibieron el agua azucarada ad libitum durante el mismo lapso de tiempo que la
CAF. Cumplidas 4 horas se retird esta dieta y las ratas quedaron en condiciones ad

libitum de alimento estandar Chow y agua.

Seguimiento de peso corporal, ingestion de alimento y agua

Se sigud el peso corporal de todos los grupos una vez a la semana durante toda la
fase experimental (12 semanas) y unicamente para el grupo R durante 16 semanas
por las cuatro semanas adicionales para la recuperacién. También se midié el
consumo de agua y alimento Chow, agua azucarada y CAF una vez a la semana.
Para verificar el consumo de alimento tanto en la jaula-habitacién como en la rueda
de actividad se instauraron recipientes para contener los restos (migajas) de
alimento. Se obtuvo el promedio de ingesta tanto para Chow como para los menus

que comprendieron la CAF, el agua simple y el agua azucarada.

Obtencién de grasa corporal

Al sacrificio se obtuvieron los depdsitos de grasa a nivel retroabdominal y abdominal

Yy Se pesaron.

34



Mediciones metabolicas
Glucosa basal

Después de 11 semanas de exposicion al protocolo experimental en todos los
grupos se realizo la prueba de tolerancia a la glucosa via intraperitoneal (ipGTT).
Para ello las ratas se dejaron 12 horas en ayuno (durante toda la noche) y se realiz6
la prueba ipGTT por la mafiana al dia siguiente. Para este fin, se administré una
dosis de anestésico hidrato de cloral (1ml/g de peso), bajo un estado profundo y
estable de anestesia se inyecté Glucosa al 20% (1 g/kg de peso) diluida en solucién
salina (0.9%) en la cavidad abdominal y por medio de toma sanguinea en vena de
cola se realizaron mediciones de la glucosa venosa con tiras Ascencia Elite (Bayer,
Basel, Switzerland) y glucometro Elite (Bayer, Elkhart, IN, USA) en una linea base, a
los 10, 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracion de glucosa. Se
graficaron los niveles de glucosa y se calculo el area bajo la curva (AUC) del perfil

glucémico.

Medicién de Tg, Glu y Chol total en sangre

Durante el sacrificio y extraccion de los tejidos (72 horas aprox. después del examen
de glucosa) se colectaron muestras de sangre (3 ml) por puncién cardiaca y con una
gota de dichas muestras, se midid glucosa, triglicéridos y colesterol con tiras
Accutrend triglicerides, Accutrend cholesterol (Roche, Mannheim, Germany) vy
Accutrend GCT (Roche, Mannheim, Germany). El resto de la sangre se coloco en
tubos Vacutainer y se centrifugaron durante 10 min. a 3000 rpm, posteriormente
fueron preservadas en alicuotas de 250yl y se guardaron en el Revco para

posteriores ensayos.

Ensayo por Inmuno Absorciéon Ligado a Enzimas (ELISA) para insulina y
leptina

Para esta medicion se utilizoé el suero sanguineo que previamente se obtuvo de la
sangre centrifugada de los animales y preservada en el Revco. Con el suero
correspondiente a cada muestra, se realizo la medicién a través del Kit ELISA para
leptina de rata (#EZRL-83-K, MILLIPORE, St. Charles, Missouri, USA) y Kit ELISA
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para insulina en rata (#£EZRL-13K, MILLIOPORE, St. Charles, Missouri, USA) de

acuerdo con los protocolos establecidos en el Kit.

Analisis Estadistico

El consumo de alimento y agua, la proporcion de ganancia de peso, glucosa,
colesterol, triglicéridos en sangre, leptina, insulina en plasma y grasa abdominal se
promediaron por grupo y se compararon con un ANOVA de una via seguida de una
prueba post hoc de Tukey con P<0.05.

La ganancia de peso a lo largo de las 11 semanas de los 4 grupos se comparé con

un ANOVA de dos vias (semanas X grupos).

Para elaborar la curva de tolerancia a la glucosa se normalizaron los datos
con relacién a la medicion inicial y se analizé el ultimo punto de la curva por medio
de ANOVA de una via (grupos) seguido de la prueba post hoc de comparacion
multiple de Tukey para n desigual donde o P<0.05 y ademas se calcul6 el area bajo

la curva.
Se utilizé el indice de resistencia a la insulina HOMA|r de Matthews (tomado

de Sampey et al., 2011, Muniyappa et al., 2009 y Lee et al., 2008) donde (glucosa X

insulina / 405). Los valores >2.5 se consideraron con resistencia a la insulina.
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RESULTADOS

Consumo de alimento y agua

El consumo promedio de alimento tanto para el chow como para los menus que
comprendieron la dieta de cafeteria se muestra en la Figura 8 A, donde se observa
cada grupo con su valor de ingesta de alimento estandar (negro) y de dieta de
cafeteria (gris). Se observo que los dos grupos que no tuvieron acceso a CAF
(Control y Rueda) consumieron alrededor de 23 g diarios de alimento estandar esta
cantidad de croquetas disminuy6 significativamente en los dos grupos con acceso a
CAF comparados con el Control y el grupo Rueda (P< 0.01). Las ratas que ademas
consumieron CAF en la rueda, aumentaron significativamente el consumo de esta
dieta CAF (P<0.0001) comparado con las ratas que la consumieron en su jaula. El
ANOVA indicé una diferencia significativa en el consumo de alimento entre los
grupos (F333)78.62; P< 0.001).

El consumo de agua se midié con los mismos criterios que el alimento y se
observa en la figura 8 B, agua simple (negro) y agua azucarada al 12% (gris). El
consumo de agua promedio de los dos grupos sin acceso al agua azucarada
(Control y Rueda) fue alrededor de 60 ml diarios, este volumen de agua disminuyé
significativamente (P< 0.01) en los dos grupos con acceso al agua azucarada. Las
ratas que ademas consumieron agua simple y azucarada en la rueda, aumentaron
significativamente el consumo de la misma (P<0.01) comparado con las ratas que la
consumieron en su jaula.

El ANOVA indicé una diferencia significativa en la ingestion de agua entre los
grupos (F333)87.32; P< 0.0001).
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Consumo Diario de Alimento

40
I Pellets *
CAF |
C)
(o)
€
=
n
c
(o)
(&)
Control W Caf CaflWw
B Consumo Diario De Agua
100 - ﬁgzz azucarada *

Consumo (ml)

Control w Caf Caf/w

Figura 8. Consumo diario de alimento y agua. A) Muestra el consumo de alimento para los grupos Control y W
que consumieron solamente pellets Chow (negro) y para los grupos Caf y Caf/W que ademas tuvieron acceso a
dieta CAF(gris). Se observa la preferencia por el alimento chatarra y la disminucién en el consumo de pellets. B)
Se observa el consumo de agua para los grupos Control y W que consumieron solamente agua (negro) y para

los grupos Caf y Caf\W que ademas tuvieron acceso a agua azucarada (gris). Los asteriscos indican diferencia
estadistica con el grupo control.
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Consumo calérico

El consumo de los menus que comprendieron la dieta de cafeteria ofrecida a los
animales experimentales fue pesado semanalmente durante 11 semanas. Se realizo
la sumatoria de ambos menus y se obtuvo el promedio de consumo semanal de
ingesta caldrica de acuerdo a las tablas del anexo 1. A este promedio se le sumo¢ el
promedio del consumo del chow en los grupos que consumieron ambos alimentos
(Caf y Caf/W). Para los grupos que sélo consumieron alimento estandar (C y W)
unicamente se utilizé el promedio de las croquetas (fig.9). Se observa que los
animales que consumieron ambas dietas tuvieron un ingreso calérico mas alto que el
Control, donde existe una mayor ingesta caldrica en el grupo que recibié los
alimentos dentro de la rueda de actividad forzada (Caf/W) comparado con el grupo

que recibio6 la dieta en su jaula habitacion (Caf).
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Figura 9. Consumo kilocalérico semanal. Se observa la ingesta semanal en los diferentes grupos experimentales
y en el cual destaca el exceso caldrico del grupo Caf/W con respecto al Control triplicando el valor. De igual
forma Caf registro una ingesta caldrica elevada comparado al Control duplicando el contenido energético. Los
asteriscos indican diferencia estadistica (p<0.01) del control.
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Peso corporal

La ganancia de peso corporal a lo largo de 11 semanas se representa en la Figura
10A. El grupo Caf/W y en menor grado el grupo Caf exhiben una tendencia
consistente a mostrar mayor peso que los otros grupos. EI ANOVA de dos vias
indicé diferencias significativas entre los grupos (F33e3 47.89; P< 0.00001) y
diferencias significativas entre las semanas (F0363 231.90; P< 0.00001), sin
embargo la prueba post hoc no indicé diferencias significativas entre grupos por
semana. La figura 10B representa la proporcion en la ganancia de peso para la
ultima semana (semana 12) con respecto al peso del grupo Control, donde se
observd que el grupo Caf/W pesaba 26% mas que el grupo Control (p<0.01). El
ANOVA indic6 una diferencia significativa entre los grupos (F(3,33) 6.80; P< 0.001).
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Proporcion de la ganancia de peso
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Figura 10. Ganancia de peso. A) Muestra la ganancia de peso semanal a partir de la primera semana de
manipulaciones comparada con la linea base (considerada “0”) en los 4 grupos, donde se refleja la mayor
ganancia de peso en el grupo Caf/W (verde). B) Muestra la proporcion de la ganancia de peso de la ultima

semana comparada con el grupo control siendo significativamente diferente (P<0.01) el grupo Caf/W con un
26%.
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Test de Tolerancia a la Glucosa

Se realiz6 el test de tolerancia a la glucosa a 120 minutos. Posterior a la inyeccién
intraperitoneal de glucosa al 20% se puede observar que todos los grupos
alcanzaron valores maximos de glucemia entre los 30 y los 60 minutos.

El grupo control logré bajar los valores de glucosa para casi alcanzar los
valores iniciales, mientras que los grupos Caf y Caf/W mantuvieron sus valores
elevados hasta los 120 min al término de la prueba. Mientras que los grupos W y R
bajaron sus valores glucémicos de manera considerable pero no alcanzaron el valor
inicial. Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA para el ultimo punto de la grafica y
este indico diferencias significativas entre los grupos (Fa,36) 6.78; P< 0.0001). La
prueba post hoc indicé diferencias significativas (P<0.0001) entre los grupos CAF y
CAF/Rueda con respecto al Control. (fig. 11 A).

El area bajo la curva (AUC) mostré que la mayor amplitud se presenta en el
grupo Caf donde a los 120 min. el AUC fue de 10656.42. Los grupos W, Caf/W y R

también mostraron un area bajo la curva mayor que el control. (fig. 11 B).
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Test de tolerancia a la glucosa
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Figura 11. Curva de Tolerancia a la Glucosa. A) Muestra el ipGTT a 120 min., donde se observa la reaccién de
los diferentes grupos a una inyeccion intraperitoneal de glucosa al 20%. Se aprecia como todos los grupos
alcanzan valores maximos de glucemia a los 30 min. y en donde el Control es capaz de regular la glucosa hasta
casi llegar al valor inicial. B) Representa el area bajo la curva del ipGTT, se observa la apertura de curva mas
elevada en el grupo CAF.
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Indicadores metabdlicos

La glucosa sanguinea se determind antes de iniciar la curva de tolerancia a la
glucosa posterior a 12-16 horas de ayuno. Se puede observar que los grupos que
consumieron dieta de cafeteria y agua azucarada tuvieron valores glucémicos en
ayunas elevados a diferencia de los grupos C y W que so6lo consumieron chow vy
agua simple. Por otra parte el grupo R que se rehabilité (4 semanas) posterior a las
12 semanas de condiciones Caf/W, redujo su indice glucémico hasta casi los niveles
del Control. EI ANOVA indicé una diferencia significativa entre los grupos (F,29)
8.65; P< 0.004) y la prueba post hoc indico diferencias significativas (P<0.0001)

entre el grupo Caf/W con respecto al Control. (Fig. 5)
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Figura 5. Glucosa en ayuno. Los niveles basales de glucosa en plasma muestran valores elevados
significativos en el grupo CAF/Rueda El asterisco representa diferencia significativa con respecto al
Control P<0.001.

44



Las concentraciones de colesterol sanguineo se muestran en la figura 12, donde se
puede observar que los grupos que recibian tratamiento en la rueda (W y Caf/W)
presentan valores elevados comparados con el control. El protocolo de recuperacion
no revirtio estos efectos. EIl ANOVA indicé diferencias significativas entre los grupos
(Fa28 27.54; P< 0.00000001) y el post hoc indico diferencias significativas
(P<0.0001) para los grupos W, Caf/W y R comparados con el control.
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Figura 6. Colesterol en sangre. Se observa que después de 12 semanas de tratamiento los grupos W,
Caf/W y R tienen los valores mas elevados con respecto al Control. Mientras que Caf se comportoé de
manera similar al Control. El asterisco representa diferencia significativa con respecto al Control
P<0.001.
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Los triglicéridos en plasma se observan en la figura 13 donde se muestra que los
grupos que recibieron alimento rico en contenido caldrico (Caf y Caf/W) presentan
valores elevados comparados con el Control que promediéo 95 mg/dl. EIl ANOVA
indicé diferencias significativas entre los grupos (F25 94.87; P< 0.0001), y el
analisis post hoc indicé diferencias significativas (P<0.001) entre los grupos Caf,
Caf/W y R con respecto al Control. Los grupos Caf y R se comportaron de manera
similar con valores superiores a los 140 mg/dl mientras que Caf/R presentd valores

mas elevados con 188 mg/dI.
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Figura 7. Triglicéridos. Muestra las concentraciones de ftriglicéridos después de 12 semanas de tratamiento
donde CAF/Rueda obtuvo los valores mas elevados con respecto al Control, ademas los grupos CAF y
Recuperacion también mostraron ser estadisticamente mas altos que el Control. Los * representan diferencias
significativas con respecto al Control P<0.001.
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Grasa corporal

La grasa retroabdominal se muestra en la figura 13 donde se observa claramente
que el grupo que recibié dieta de cafeteria en la rueda presenté un mayor acumulo
de grasa con respecto al grupo control. El grupo R, a pesar de las 4 semanas de
rehabilitacion nutricional, continué mostrando niveles significativamente elevados de
grasa retroabdominal. EI ANOVA indicé diferencias significativas entre los grupos
(Fa,26 26.62; P< 0.000001) y la prueba post hoc indicé diferencias significativas

(P<0.001) para los grupos Caf/W y R con respecto al Control y los otros grupos.

Grasa Retroabdominal
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Figura 13 Grasa retroabdominal. Muestra la grasa retroabdominal donde se encontré aumento significativo con
respecto al Control en los grupos Caf/W y R. Los * representan diferencia significativa con respecto al Control
P<0.0001.
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Para la grasa abdominal, figura 14 se observaron efectos similares en donde los
grupos C, W y Caf muestran niveles bajos mientras que Caf/W y R registraron mayor
acumulo de grasa en dicha zona corporal. EI ANOVA indicé diferencias significativas
entre los grupos (F30) 14.67; P< 0.00000001). El post hoc indicé diferencias
significativas (P<0.0001) para los grupos Caf/W y R con respecto al Control.
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Figura 14 Grasa abdominal. Muestra la grasa abdominal donde se encontré un aumento significativo
con respecto al Control en los grupos Caf/W y R. Los asteriscos representan diferencia significativa
con respecto al Control P<0.0001.
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Insulina total en plasma

La insulina total en plasma se observa en la figura 15 donde los grupos Caf, Caf/W y
R presentan valores elevados de insulina. El ANOVA indicé diferencias significativas
entre los grupos (F@,24) 15.64; P< 0.001) vy el post hoc también indico diferencias

significativas (P<0.0001) en los grupos Caf, Caf/W y Recuperacién comparados con
el Control.
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Figura 15 Insulina en plasma. Muestra la leptina en plasma donde se encontré6 un aumento
significatico con respecto al Control en los grupos Caf, Caf/W y R. Los asteriscos representan
diferencia significativa con respecto al Control P<0.0001.
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Leptina total en plasma

La leptina total en plasma se ilustra en la figura 16 donde el grupo Caf/W presenta
las concentraciones mas elevadas y el grupo Recuperacion también presenta
valores elevados pero tendientes a los valores control de leptina. EI ANOVA indico
diferencias significativas entre los grupos (Fu4,19) 21.49; P< 0.001) y el post hoc no

indico diferencias entre grupos.
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Figura 16 Se muestran las concentraciones de leptina total en plasma. Después de 12 semanas de
tratamiento no se encontraron diferencias significativas, los niveles mas elevados se presentan en el

grupo Caf/W, seguido de Recuperacion.
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Tabla 2. Criterios para establecer Sindrome Metabdlico.

Grupo/
Condicion

Ganancia de peso

Grasa abdominal

(9)

Intolerancia a
glucosa

HOMAR

Glucosa
mg/dL

Triglicéridos
mg/dL

Colesterol
mg/dL

Insulina
ng/mL

Leptina
ng/mL

De acuerdo a los criterios de la IDF (International Diabetes Federation), ATP Il (Adult Treatment
Panel IllI) un organismo necesita presentar 3 de las siguientes condiciones, asi como estar
acompafado de obesidad abdominal central para diagnosticar Sindrome Metabdlico:

Triglicéridos >150 mg/dl o previo diagnostico de dislipidemia
Colesterol >170 mg/dl o previo diagnostico de dislipidemia

Glucosa en ayuno >100 mg/dl o previo diagnostico de DM 2

A

Presion arterial >140/90 mm HG o previo diagndstico de hipertension
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DISCUSION

El suefio, el metabolismo energético y el sistema circadiano han evolucionado
conjuntamente durante millones de afos para optimizar la coordinacion del
organismo con su entorno, procesos fisiolégicos y moleculares.

Este trabajo resalta como factores promotores de la obesidad y sus efectos
metabdlicos al sobre consumo de alimentos ricos en energia y la restriccion de las
horas de suefio, que tanto en personas como en roedores genera desde sobrepeso
hasta deterioro en la sefializacion hormonal como grelina y leptina (Leproult y Van
Cauter, 2010; Knutson et al., 2011; Martinez-Goémez et al., 2011; Roenneberg et al.,
2012).

Sueno y trastornos metabdlicos

En la actualidad no hay ningun estudio que examine el impacto de la
restriccion del suefio sobre el metabolismo en nifios y adolescentes (Leproult y Van
Cauter, 2010) asociado con la ingesta de alimento alto en contenido energético por
ende la necesidad de realizarlos en modelos animales.

Barf et al. (2011) durante 8 semanas hicieron caminar en tambores rotatorios
durante 10 horas al dia a ratas Wistar, con el fin de perturbar su ciclo sueno-vigilia,
sin limitar el tiempo de suefo. Realizaron prueba de tolerancia a la glucosa al inicio y
en el dia 8 de restriccion de suefio. Reportan aumento de peso corporal,
hiperglucemia y disminucién en las concentraciones de insulina, mientras que la
ingesta del alimento no se modificd. Neto et al. (2010) privaron de suefio durante 4
dias a ratas Wistar, donde al agua y alimento se proporciond ad libitum. Después de
la privacién de sueno las concentraciones de corticosterona, glucosa, colesterol y
triglicéridos mostraron un aumento significativo. Ambos estudios comprueban que
los trastornos del suefo afectan marcadamente la homeostasis de la glucosa y el

control del peso corporal en ratas sanas que sufrieron trastornos del suefio.

Leproult et al. (2010) reportan que individuos jovenes sometidos a menor
cantidad de horas de suefio (4h/ noche) presentaron mayor susceptibilidad a ganar
peso y acumular grasa corporal, estos mismos sujetos ingirieron mas alimento que
los individuos que durmieron al menos 8 horas diarias. Esto demuestra el vinculo tan
estrecho que existe entre la disminucion de las horas de suefio y la obesidad

(Knutson et al., 2011), asi como la relacion que existe entre la obesidad, la deuda de
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sueno y el propio estilo de vida (Keith et al., 2006; Chaput et al., 2009; Quidwai et
al., 2010). Se ha reportado que la restriccion parcial de suefio aumenta la
concentracién plasmatica de insulina (van Leeuwen et al., 2011), asi también que su
sensibilidad disminuye, luego de tan s6lo 1 noche de restriccion de suefio en adultos
(Donga et al., 2010).

Tasali et al. (2008) mostraron que la privacion selectiva de la fase 3 del suefo
de ondas lentas durante 3 noches consecutivas redujo notablemente la sensibilidad
insulinica y la tolerancia a la glucosa, induciendo cambios similares a los de un
estado pre diabético. Estos datos sugieren que la calidad del suefio afecta
negativamente los mecanismos que participan en la regulacion del metabolismo de
la glucosa (Spiegel et al., 2009). En un contexto de largo plazo, dichos cambios
podrian afectar tempranamente su tolerancia y contribuir a mayor riesgo para DM2

(op cit. Spiegel).

Recuperacion metabdlica con sueiio

Modelos animales con privacion de suefio han mostrado patrones similares
de recuperacion metabdlica como los observados por nosotros cuando se les
permite un rebote de suefio.

Por ejemplo, Martins et al. (2011) realizaron una investigacion donde privaron
de suefo a ratas Wistar durante 96 horas y después fueron puestas durante 24
horas a una etapa de recuperacion. Los resultados muestran que el grupo privado
de suefio mostro los valores mas elevados en glucosa y colesterol, y que la
reversion a condiciones apropiadas de suefo puede influir a un estado de
recuperacion metabdlica. Hipdlide et al. (2006) muestran que la privacion del suefio
produce aumento del gasto energético y aumento de glucosa plasmatica y que este

efecto se invierte por la recuperacion del suefio.

Por otro lado trabajos experimentales en humanos han reportado el
mecanismo de restauracion de sueno después de una privacion total o parcial del
mismo (Leproult y Van Cauter, 2010). Spiegel et al. (1999) estudiaron adultos-
jévenes saludables que durante 6 dias se sometieron a una deuda de suefio en
diferentes horarios y alimentados con dieta rica en energia. Reportan que 1 semana
con este protocolo se asocia con alteraciones metabdlicas y en la funcion endocrina.

Pero también que estos mismos sujetos expuestos durante 6 dias a 12 horas de
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sueflo normalizan sus concentraciones de glucosa a los de un hombre sano.

Efectos metabdlicos de la CAF

La dieta de cafeteria induce sobrepeso y obesidad tanto en seres humanos
(Bull, 1988) como en roedores (Rothwell et al., 1983). En particular la dieta de
cafeteria en roedores durante 6 semanas induce un aumento de peso corporal, y
acumulacion de grasa corporal, aumento de glucosa, colesterol y triglicéridos en
sangre, asi como leptina en plasma (Jindal et al., 2011).

Sampey et al. (2011) realizaron una investigacion donde las ratas fueron
expuestas a 4 tipos de dietas (Chow, HFD, DIO y CAF) las cuales se ofrecieron ad
libitum durante todo el dia. Sus resultados muestran la preferencia de estos por la
CAF. Este grupo reporta alto consumo energético, mayor ganancia de peso y
acumulacion de grasa, incluso reportan existencia de esteatosis hepatica no
alcohdlica. Ellos proponen que a diferencia de los otros alimentos la CAF
proporciona mayor variedad y palatabilidad, de esta manera es posible que los
animales la consumieran en mayor demanda, como lo notaron en los demas
alimentos donde se ve una clara dosificacion en el consumo. Sus datos son
similares a los recabados por nosotros, ya que nuestro grupo Caf muestra un patrén
de consumo casi idéntico al de Sampey, aun cuando en nuestro estudio la dieta de
cafeteria se proporciono por cuatro horas y no durante todo el dia, como lo hicieron
ellos. La ventaja de nuestra estrategia fue que por la dosificacion restringida, no
observamos la resistencia a la dieta descrita por otros grupos, que oscila entre 50 y
75% del total de ratas expuestas a la dieta HFD (Chang et al., 1990). En nuestro
estudio obtuvimos una resistencia a la obesidad del 25% para Caf y del 6% para

Caf/W, donde las ratas Caf/W pesaban 26% mas que las controles.

Nuestros resultados muestran que los animales a lo largo de la investigacion
presentaron notable preferencia por el alimento CAF ya que los grupos que
recibieron tal dieta, disminuyeron la ingesta de chow para asi suplirla e incluso
triplicar su consumo promedio por la CAF, que fue ofrecida durante un breve periodo
de 4 horas mientras que el alimento estandar (croquetas) lo tuvieron disponible
durante todo el dia. En el momento de ofrecerles la CAF se observd que los

animales comian en grandes cantidades dicho alimento.
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Levin y Dunn-Meynell (2002) reportan que el sabor de los alimentos es
primordial para que los animales muestren mayor preferencia por la dieta. Estudios
en ratas han demostrado que el uso de alimento chatarra desencadena sindrome
metabdlico. Pasarin et al. (2012) reportan que con sdélo 4 semanas de consumir dieta
de cafeteria los animales mostraron ganancia de peso de 33% por encima del
control, ademas de intolerancia a la glucosa e insulina, hipertensién arterial, niveles
elevados de triglicéridos en plasma vy fibrosis en higado.

Haddock et al. (2011) reportan que 20 semanas después de consumir dieta
de cafeteria los animales adquirieron el mayor peso considerandose obesidad con
un 37% arriba del control, dafio en higado y riidn, mayor cantidad de grasa a nivel
retroperitoneal y gonadal, glucosa en sangre, insulina y leptina significativamente
elevados. Los datos de Kamalakkannan et al. (2010) indican que después de 90
dias de dieta de cafeteria ad libitum las ratas mostraron una ganancia de peso
estadisticamente significativa, ademas de niveles de colesterol y triglicéridos
elevados comparados con el control.

También reportan mayor cantidad de grasa en la zona perirrenal, mesentérica
y epididimal. Kumar et al., (2010) observaron que con 6 semanas de exponer las
ratas CAF los animales presentaron ganancia de peso elevada, acumulacién de
tejido graso, niveles de lipidos e insulina aumentados. En roedores, se ha reportado
que la leptina se secreta principalmente por el tejido adiposo, en proporcion
aproximada a las reservas de grasa. Varios autores han reportado que el consumo
de dieta alta en grasa resulta en el desarrollo de resistencia a la leptina, marcado por
un aumento de los niveles circulantes de leptina, y se expresa como un fracaso ya
sea para inhibir la ingesta de alimentos o para inducir la pérdida de peso (Lin et al.,
2000).

Nuestros resultados reflejan estas teorias, ya que los animales que
presentaron niveles elevados de leptina (Caf y Caf/W) son los grupos que
consumieron mayor cantidad de alimento de cafeteria, los que presentan mayor

ingesta caldrica y a su vez una ganancia de peso mas elevada.
Recuperacién metabdlica por alimento balanceado

En el grupo Recuperacion después de cuatro semanas de haber sido

restituido a condiciones estandar, con alimento estandar (croqueta), sin dieta de
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cafeteria y sin actividad forzada durante el ciclo actividad-reposo, se mantuvo
elevada la acumulacién de grasa e incluso a nivel abdominal siguié aumentando,
ademas de que la ganancia de peso también siguid en incremento, de lo que
podemos concluir que ya no hubo recuperacion. Esto sugiere que cuando el
metabolismo energético y de los acidos grasos en particular se ve alterado, ya no
existe una reversion de sefalizacion, al menos no en un periodo de cuatro semanas,
en que se esperaba ver por lo menos parcialmente una regresion del fenémeno de

sobrepeso y alteracion metabdlica.

Efectos de la combinacion restriccion de sueino y CAF

En el grupo Caf/W la ingesta de alimento se duplicé a lo observado en el
grupo Caf y a lo reportado por (Sampey et al., 2011). Esto se debe a que Caf/W al
tener actividad forzada durante las 4 horas de acceso a la dieta palatable, no podian
dormirse y por lo tanto la situacién de estar despiertos los estimulaba a consumir
mas alimento; a diferencia del grupo Caf que se encontraban en su jaula-habitacion
y posterior a un primer evento de ingestion se echaban a dormir.

Ante este fenomeno se han reportado datos interesantes que asocian los
estados de vigilia alterados con el sobreconsumo de alimento y con el sobrepeso.
Salgado-Delgado et al. (2008) reportan que animales con actividad forzada durante
su fase de suefio ganaron mas peso a lo largo de 4 semanas comparadas con el
control y el grupo expuesto a la rueda de actividad en fase de actividad.

Por otro lado animales que consumen alimento durante su fase de suefio y/o
que fueron sometidos a rueda de actividad tienden a subir de peso y a acumular
mayor tejido graso a nivel abdominal y retroperitoneal comparado con los que se
alimentan es su ciclo de actividad normal (Salgado Delgado et al., 2010; Arble et al.,
2009). Estos resultados indican que en nuestro estudio la estancia en la rueda
propicié mayor ingesta de alimento y confirman que el consumo de alimento durante
la fase de reposo propicia la ganancia de peso, y acumulacion de grasa. Aun mas,
esto se observo en ratas jovenes, que normalmente son resistentes. Cuando a este
factor le sumamos una dieta rica en grasas y carbohidratos se traduce en obesidad y
aparicion de signos metabdlicos aberrantes notorios como en la glucosa,
triglicéridos, colesterol, leptina e insulina. Lo que nos hace pensar que cuando un
individuo joven en constante deuda de suefio, una alimentacion de cafeteria lo

llevara a sobrepeso y obesidad, ademas de posibles enfermedades
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cardiovasculares. Esta situacion es preocupante porque el estilo de vida moderno ha
propiciado que los horarios de actividad se vayan corriendo hacia la noche y este
periodo adicional de vigilia propicia la ingesta de alimentos en la fase equivocada.
Todavia mas, sujetos sometidos a horarios cortos de sueno (short sleepers)
muestran apetito aumentado por alimentos ricos en contenido energético, y mas aun
durante la noche (Morselli et al., 2010). Lo que puede desencadenar sobrepeso y
obesidad.

De hecho el decremento en las horas de suefio coincide con el incremento de
la obesidad a nivel mundial (Van Cauter y Knutson, 2008) y que podria estar
influenciado por la preferencia de los alimentos industrializados consumidos durante

la noche.

Regulaciéon de la glucosa y la homeostasis energética

Nuestros resultados reflejan un proceso alterado en el manejo de la glucosa,
en los animales forzados a mantener actividad y que consumieron CAF durante su
fase de reposo. En estos grupos se presentan signos de intolerancia a la glucosa.
Sampey et al. (2011) y Noda et al. (2010) reportaron que los animales que
consumieron dieta de cafeteria resultaron ser intolerantes a la glucosa. Esto
confirma que el consumo de la dieta de cafeteria promueve un desajuste metabdlico
en la glucosa, similar a lo observado en nuestro estudio.

Salgado-Delgado et al. (2008) reportaron que el ritmo general de actividad de
la glucosa se modifica en animales forzados a actividad en su fase de reposo dando
como resultado el cambio en el patron temporal de glucosa en sangre y de otras
hormonas asi como de la temperatura corporal. Este desajuste temporal predispone
a la acumulacién excesiva de tejido graso. Un posible mecanismo podria ser una
alteracién en el pico de secrecion de la hormona de crecimiento, la cual depende del
suefo y es primordial para la captacion de glucosa por el musculo y la sintesis de
proteinas. Esta bien documentado que la privacion de sueno conlleva a la
disminucién general y pérdida del pico nocturno en la secrecion de dicha hormona
(Brandenberger y Weibel, 2004). En un estudio futuro resultara importante
determinar los niveles de la hormona de crecimiento en animales sujetos a actividad
durante el reposo combinada con la CAF.

En los grupos Caf, Caf/W y Recuperacion tanto las concentraciones de

glucosa y leptina se observan bastante elevadas respecto al Control. Por ende en
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ratas que se alimentan y que tienen actividad principalmente durante su fase de
reposo, la pérdida de coordinacion entre estos procesos podria haber promovido una
mayor capacidad para almacenar energia y que posiblemente desencadene

sobrepeso e intolerancia a la glucosa (Van Cauter et al., 2007).

Regulacion de lipidos

Ademas de la glucosa, ligado a un proceso de obesidad también se encuentra
alterados el colesterol y los triglicéridos, mas aun cuando se trata de alimentos altos
en grasa y contenido energético. Estudios en ratas indican que cuando se administra
dieta de cafeteria, aparecen parametros elevados en colesterol y triglicéridos, lo que
se traduce en obesidad (Rothwell et al., 1983; Bull, 1988). También se han
reportado signos de esteatosis no alcohdlica y acumulacion de grasa neutra no
esterificada en o6rganos blancos (Jindal et al.,, 2011; Noda et al., 2010) lo que
supondria riesgo cardiovascular elevado (Frohlich y Dovasioba, 2003). En modelos
experimentales de diabetes, se encuentra una fuerte correlacion entre los niveles
plasmaticos de triglicéridos y de hemoglobina glucosilada (HbA1c), lo que sugiere
una estrecha relacion entre la severidad de la condicion diabética y el metabolismo
lipidico aberrante, como lo es en seres humanos con sindrome metabdlico y
diabetes (Noda et al., 2010).

Nuestros animales Caf/W presentaron esas mismas condiciones ya que el
colesterol mostré valores mas elevados incluso equiparables a los establecidos
como de riesgo por la IDF y OMS para humanos. El grupo Recuperacion no mostré
mejoria alguna pero tampoco aumenté en sus niveles, lo que nos indica que a
diferencia de la glucosa, el colesterol no presenta una recuperacion, al menos
después de 4 semanas de dieta estandar. A diferencia de nuestros resultados
Martins et al. (2011) reportan que después de un estado de recuperacion en sus
animales el rango de colesterol inclusive se mostré por debajo del control. Esta
contradiccion entre nuestros datos y los de Martins pudiera deberse a los diferentes
protocolos para inducir obesidad. También observamos que el grupo W presento
rangos casi idénticos a Caf/W y Recuperacion, lo que indica una posible contribucién
de la actividad forzada durante la fase de reposo en el colesterol.

Por otra parte los triglicéridos en los dos grupos que consumieron CAF

presentaron niveles elevados, esta alteracion mostré un proceso de recuperacion
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parcial a las 4 semanas de mantenerse sin manipulacién alguna, sugiriendo que los
altos niveles de ftriglicéridos estaban principalmente provocados por la excesiva
ingestion de CAF. ElI mismo trabajo de Martins et al., (2011) reporta que la privacién
de suefo y su recuperacion no alteran los niveles de triglicéridos sugiriendo que el

ciclo suefo-vigilia no esta intimamente ligado con este lipido.

De acuerdo a la tabla 2 se observa que la dieta de cafeteria por 12 semanas
induce varios de los signos considerados para clasificar el sindrome metabdlico y
que en particular la condicién Caf/W cumplié con todos los requisitos. En otros
estudios se observa que el consumo de alimento alto en contenido energético, como
la dieta de cafeteria, desencadenan una serie de alteraciones metabdlicas que
culminan en sindrome metabdlico (Rothwell et al.,, 1983). En nuestro estudio el
acceso a solamente 4 h de dieta de cafeteria llevd a un sobreconsumo, lo cual

enfatiza la fortaleza de nuestro modelo experimental.
De esta manera nuestros resultados reflejan que el tener un horario corto de

suefio y al mismo tiempo ingerir alimento rico en energia promueve obesidad en

individuos jovenes.
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CONCLUSION

El uso de la dieta de cafeteria promueve hiperfagia en los animales y es un
excelente modelo para estudiar enfermedades como obesidad, diabetes y MetS, por
ser los mismos alimentos que consumimos los humanos. Ademas con el uso de
actividad forzada durante la fase de reposo, el consumo de esta dieta se incremento

llevando a alteraciones mayores las cuales constituyen un sindrome metabdlico.

Nuestros resultados indican que la alteracion de los patrones de suefio por
una vigilia prolongada durante la primera mitad de la noche combinada con comida
altamente industrializada promueve sobrepeso y obesidad y mas de 3 criterios para

determinar un estado de sindrome metabdlico (Tabla 2).

El presente estudio mimetiza dos aspectos clave en el estilo de vida humano
y en particular de los adolescentes, disminuyendo asi sus horas de suefio, donde,
ademas tienden a consumir alimentos altos ricos en energia. Esto desencadena un

metabolismo alterado y obesidad.

Podemos concluir que el modelo de actividad forzada combinado con la dieta
de cafeteria promueve la aparicion de sindrome metabdlico en animales jévenes,

que normalmente presentan alta resistencia homeostatica.

Esta investigacion es pionera en su campo ya que no se conocen trabajos
que aborden estas dos variables para el estudio del MetS y que son comunes en el
estilo de vida humano. Por ende es necesario continuar con esta linea de
investigacion para comprender la etiologia e identificar los principales mecanismos
moleculares y genéticos del MetS, que hoy en dia sigue estando incompleta y que
es necesaria para obtener medios, terapias y sobre todo un tratamiento mas

efectivo.
Nuestro modelo aporta informacion de lo que pudiera resultar de un estilo de vida

con actividades predominantemente nocturnas asociadas a la ingestion de alimentos

ricos en energia durante la noche.
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Anexo 1

Tabla 3. Muestra los principales componentes quimicos de los alimentos que comprenden la

dieta de cafeteria expresados por gramo de alimento.

Composicion de la Dieta de Cafeteria

Alimento/ Car .
Valor por | yoai | Gra [ boni | prote | FME | pu | Oresas | Coles | soui
gramo sa dra inas tica cares das mm mmg
tos 9
Salchicha | 1.61 1.0 0.09 0.09 0.00 0.00 0.03 | ———--- 0.01
Crackets 4.8 0.21 0.64 0.07 0.02 0.10 0.11 0.00 11.10
Oreo 5.0 0.20 | 0.72 0.06 0.03 0.36 0.12 0.00 3.9
Chips 5.2 0.32 | 0.52 0.04 0.04 0.00 0.16 0.00 5.6

Tabla 4. Composicion de los pellets. Muestra los principales componentes quimicos de los
pellets expresados por gramo de alimento.

Composicion del chow

Alimento/ Car p Fib G
valor por Kc Gra Bohi r9 | r’a_ Azu rasas Coles Sodio
tei dietéti satura
gramo al sas dra cares terol mmg mmg
tos nas ca das
Pellets 0.4 0.05 0.48 0.23 0.05 0.31 0.057 0.0002 0.004
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Anexo 2

Fig 14. a) Muestra al Grupo Control, b) Grupo Rueda (W), ¢) Grupo Caf, d) Grupo Caf/W.
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Fig. 15. a) Muestra el suministro de glucosa durante el test de glucosa, b) Mediciéon de glucosa, c)
Sacrificio de animales, d) Diseccién y toma de muestras.
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