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RESUMEN

Meéxico ocupa el primer lugar de obesidad infantil a nivel mundial, lo que ocasiona una
alta incidencia de enfermedades crénico degenerativas, diabetes y otras morbilidades, las
cuales son consecuencia del sindrome metabdlico temprano progresivo. A nivel nacional
y estatal existen diferentes campaias como: PASOS, SPA, Vibra Nuevo Leon, entre
otras, que se aplican de manera general a la poblacion basandose en intervenciones de
actividad fisica, control nutricional y psicoldgico, sin embargo en algunas poblaciones
especificas no se han observado resultados favorables debido al seguimiento y el apego
al programa, recientemente se han realizado investigaciones en las que se asocia la
calidad de suefio y los trastornos metabdlicos de la obesidad, sumado a la influencia de
factores genéticos que se han relacionado con el ciclo de suefio/vigilia. Motivo por el
cual, se plante6 el objetivo de este estudio, que consistidé en evaluar parametros
antropométricos, fisioldgicos, metabolicos e inmunoldgicos involucrados en calidad de
suefio en respuesta a un programa de salud con intervencién de actividad fisica y
orientacion nutricional en adolescentes con obesidad y su asociacién con polimorfismos
en los genes CLOCK, PER2, PER3 y BDNF. La poblacién analizada consistié en 61
adolescentes de ambos sexos de una escuela secundaria, agrupados de acuerdo a los
IMC en adolescentes con obesidad e implementacion de programa de salud,
adolescentes con obesidad sin programa de salud y adolescentes sin obesidad; el
seguimiento del programa de salud se realiz6 en colaboracién con la Facultad de
Organizacion Deportiva (FOD) y la Facultad de Salud Publica y Nutriciéon (FaSPyN);
las valoraciones fisioldgicas del suefio se realizaron mediante monitores de actigrafia
determinando latencia por dia, eficiencia del suefo, tiempo total de suefio y numero de
irrupciones de suefio. Respecto a los pardmetros metabdlicos e inmunoldgicos se
evaluaron mediante kits comerciales para deteccion de cortisol, BDNF, TNF-a, VEGF y
CRP y la caracterizaciéon genética se llevé a cabo mediante técnicas de PCR para los
genes CLOCK, PER2, PER3 y BDNF. Se analiz6 la eficacia de un programa de salud
piloto enfocado a la poblacién vulnerable con obesidad mediante indicadores
antropométricos, fisiologicos, metabdlicos e inmunolégicos logrando determinar
parametros y perfiles inmunoldgico-moleculares encontrando diferencias entre los

genotipos de las poblaciones y la respuesta a la intervencion.
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ABSTRACT

Mexico is the world's leading childhood obesity, causing a high incidence of chronic
degenerative diseases, diabetes and other morbidities, which are a consequence of the
early progressive metabolic syndrome. At national and state level, there are different
campaigns such as: PASOS, SPA, Vibra Nuevo Le6n, among others, which are
generally applied to the population based on physical activity interventions, nutritional
and psychological control, but these have not had good results , research has recently
been carried out in which a great impact of sleep quality on the development of this
epidemic has been attributed to the influence of the genetic factors that have been
observed related to the sleep/wake cycle. The purpose of this study was to evaluate the
physical, metabolic and immunological parameters involved in sleep quality in response
to a health program with intervention of physical activity and nutritional counseling in
adolescents with obesity and its association with polymorphisms in the CLOCK, PER2,
PER3 and BDNF genes. The analyzed population consisted of 61 adolescents of both
sexes of a secondary school, grouped according to the BMI in adolescents with obesity
and health program implementation, adolescents with obesity without health program
and adolescents without obesity; The health program was monitored in collaboration
with the Faculty of Sports Organization (FOD) and the Faculty of Public Health and
Nutrition (FaSPyN); Sleep assessments were performed by means of actigraphy
determining latency per day, sleep efficiency, total sleep time, WASO and number of
sleep awakenings; the metabolic and immunological parameters were evaluated by
commercial kits for detection of cortisol, BDNF, TNF-a, VEGF and CRP and the
genetic characterization was carried out by PCR techniques for CLOCK, PER2, PER3
and BDNF genes. As results it was observed that the implemented health program did
not have a significant impact on the metabolic and immunological parameters involved
with sleep quality, however the significant changes in certain subjects grouped on the
basis of the genotype tell us that the variability of the indices of response in health

programs may be due to genetic factors influencing sleep quality
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1. INTRODUCCION

La obesidad se ha convertido en un problema grave y creciente de salud puiblica a nivel
mundial, siendo México el primer lugar con obesidad infantil. Actualmente existen
diversas formas de tratar de combatir esta epidemia pero no se han obtenido buenos
resultados. La importancia de disminuir esta enfermedad en nifios y adolescentes radica
en que cuando la obesidad se presenta desde etapas tempranas puede prevalecer hasta la
vida adulta. Por lo tanto, la obesidad en estas edades representa un factor de riesgo para
un numero creciente de enfermedades cronicas en la etapa adulta como diabetes,

hipertension y enfermedades cardiovasculares (OMS 2012).

La Secretaria de Salud establece dos principales factores de riesgo para desarrollar
obesidad los cuales se dividen en conductuales y biologicos. Entre los primeros se
incluyen de manera importante alteraciones en la conducta alimentaria como largos
periodos de ayuno, horarios de comida no establecidos, dietas altas en calorfas (lipidos y
carbohidratos), y un bajo consumo de vegetales y fibra, aunado a esto, se menciona la
falta de actividad fisica, la cual ha sido sustituida por mayor tiempo dedicado a ver
television, videojuegos y al uso de la computadora. En el caso de los factores bioldgicos
se han realizado investigaciones en las que se ha atribuido un gran impacto de la calidad
y cantidad de suefo en el desarrollo de esta epidemia, sumado a la influencia de factores
genéticos que se han observado relacionados con el ciclo de suefio/vigilia (Méndez et

al., 2002).

El suefo es esencial para el bienestar, tratindose de un complejo fenémeno
biofisiolégico y conductual, considerdndose de suma importancia en este udltimo el
aumento de tiempo a la exposicion de luz causado por la prolongacién de las jornadas de
trabajo o las nuevas oportunidades de esparcimiento con las que se cuentan en la
actualidad como la luz eléctrica, la television y la computadora, provocando
desregularizaciones internas en el reloj circadiano generando desordenes en la calidad y
cantidad de suefio como el insomnio o diversos trastornos como el SAS, entre otros
(Young et al., 2002). En efecto, la disminucion de la calidad y de las horas de suefio se

ha observado que resulta en cambios en los niveles de diversas hormonas, metabolitos y



factores involucrados en el sistema inmune causando un desequilibrio en los organismos
y por consiguiente una ganancia en peso, desencadenando la obesidad, tales es el caso de
variaciones en los niveles de cortisol, BDNF, TNF-a. VEGF, CRP, entre otras (Van
Cauter y Knutson 2008).

En conjunto con este factor que puede influir en la calidad y cantidad del suefio se ha
considerado la genética de cada individuo. El control de la expresion de los ritmos
circadianos se realiza a través de los denominados “genes reloj”, estos genes codifican
una serie de proteinas que generan mecanismos de autorregulacion mediante bucles de
retroalimentacion transcripcional positivos y negativos, cabe destacar que dentro de
estos genes se han encontrado variaciones que hacen que los individuos presenten
caracteristicas diferentes de respuesta en los ciclos de suefio/vigilia, actividades
cardiovasculares, sistema endocrino, temperatura corporal, actividad renal, metabolismo,
etc. estas variaciones asociadas al reloj circadiano conocidas como SNP’s se han
demostrado que tienen un gran impacto en el desarrollo de obesidad como consecuencia
de una mala calidad y cantidad de suefio (Reppert y Weaber 2002), encontrando que
individuos que se caracterizan por presentar genotipos dominantes diurnos, vespertinos o
con caracteristicas de pérdida del suefio, segin sea el caso, tienden a tener un mayor
grado de obesidad y un mayor IMC que las personas que no presentan los genotipos de

riesgo dominantes (McClung 2007).

La finalidad de esta investigacion es evaluar pardmetros antropométricos, fisiolégicos,
metabodlicos e inmunolégicos relacionados a calidad de suefio en respuesta a un
programa de salud con intervencion de actividad fisica y orientacién nutricional en

adolescentes con obesidad y su asociacion con polimorfismos genéticos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Obesidad como enfermedad cronica
La organizacién Mundial de la Salud define la obesidad como una acumulacién excesiva
de grasa que puede ser perjudicial para la salud indicdndose con un indice de masa
corporal igual o superior a 30 kg/mz. Esta enfermedad se ha convertido en un problema
de salud publica a nivel mundial, principalmente en los paises industrializados, por lo
que este padecimiento no solamente ha afectado a poblaciones adultas sino también a los
nifios y adolescentes. Estudios recientes revelan que la obesidad va en ascenso,
registrando que mds de la mitad de la poblacién tiene sobrepeso y un 15% padece

obesidad (Pena y Bacallao 2001).

Se ha estimado que més de 2.8 millones de personas mueren cada afio en todo el mundo
a causa del sobrepeso y la obesidad. Para el afio 2008 se estimé que el 10% de los
hombres y el 14% de mujeres en el mundo eran obesos, que afectaba a 500 millones de
hombres y mujeres mayores de 20 afios, y en todas las regiones de la OMS era més
frecuente en las mujeres que en los hombres. De entre 1980 y 2014, la prevalencia
mundial de esta enfermedad se ha mas que doblado estimandose que para el afio 2014
alrededor del 13% de la poblacién adulta mundial (11% de los hombres y un 15% de las
mujeres) era obesa. Asi mismo, se ha mencionado que las mayores cifras de este
padecimiento se registraron en la Region de América (sobrepeso: 62%; obesidad: 26%
en ambos sexos) (Contreras y Santiago 2011). En Latinoamérica la obesidad abdominal
se define con una circunferencia de cintura >90 cm en los varones y >80 cm en mujeres

(Méndez et al., 2002).

Las principales alteraciones metabdlicas ocasionadas por la obesidad, como la
dislipidemia, inflamacién, hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina, disfuncién
endotelial e hipertension arterial, se han asociado con un aumento en el riesgo de muerte
debido al impacto que tienen en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y
diabetes. Esto, considerando el impacto que representan dichas enfermedades como una
de las causas mds frecuentes de morbilidad y mortalidad a nivel mundial (Mente et al.,

2010).



2.2. Epidemiologia de la obesidad en México
Actualmente, México ocupa el primer lugar mundial en obesidad infantil y ésta
enfermedad ha ido creciendo de forma alarmante en los dltimos afios. De acuerdo con
datos de la ENSANUT 2012, 35% de los adolescentes tienen sobrepeso u obesidad. En
el ambito nacional esto representa alrededor de 6 325 131 individuos entre 12 y 19 afos
de edad, indicando que 1 de cada 10 presentan obesidad. Actualmente se ha reportado
que esta epidemia ha ido en aumento con incremento de prevalencia del 2006 al 2012
pasando de 10.9 a 12.1% (11.0%) en el sexo femenino, y de 13 a 14.5% (11.5%) en
varones. Recientemente, el IMSS menciona que la prevenciéon de la obesidad debe
iniciarse con el adecuado seguimiento de la mujer en el embarazo y la lactancia y con
una orientacion a la familia sobre hédbitos alimentarios saludables, destacando, que los
nifios que son obesos a la edad de 12 afios, tienen una probabilidad del 75% de ser

obesos en edad adulta (Gutiérrez et al., 2012).

2.3. Estrategias para la prevencion y control de la obesidad
Diversos estudios han demostrado que la prictica regular de ejercicio es uno de los
principales factores que ayudan a prevenir, controlar y disminuir los indices de obesidad
en la poblacion, por lo que, para dar respuesta a este importante reto de salud publica se
han implementado diversas acciones a nivel nacional, entre las cuales se pueden

mencionar (Secretaria de Salud 2014):

- El Acuerdo Nacional de Salud Alimentaria. Estrategia contra el sobrepeso y la
obesidad (ANSA, 2010). El1 ANSA tiene como principal objetivo revertir la
epidemia de enfermedades no trasmisibles, derivadas del sobrepeso y la
obesidad, con acciones dirigidas especialmente a los menores de edad.

- Acuerdo mediante el cual se establecen los lineamientos generales para el
expendio o distribucién de alimentos y bebidas en los establecimientos de
consumo escolar de los plantes de educacion basica (Agosto 2010). Este Acuerdo
incluye un Anexo Unico donde se describen las caracteristicas nutrimentales del
tipo de alimentos y bebidas que facilitan una alimentacién correcta, incluye
alimentos preparados y procesados, promoviendo el consumo de verduras, frutas

y agua simple potable



- Ley de ayuda alimentaria para los trabajadores (Enero 2011). Creada con el
objetivo de “promover y regular la instrumentacion de esquemas de ayuda
alimentaria en beneficio de los trabajadores, con el propdsito de mejorar su
estado nutricional, asi como de prevenir las enfermedades vinculadas con una
alimentacion deficiente y proteger la salud en el &mbito ocupacional”

- Consejo Nacional para la Prevencion y Control de las Enfermedades Crénicas no
Transmisibles (CONACRO, 2010). El consejo tiene como objetivo coadyuvar a
establecer mecanismos interinstitucionales de prevencién y control.

- Reformas al Articulo 3° Constitucional, Quinto transitorio Febrero 2013).
“Prohibir en todas las escuelas los alimentos que no favorezcan la salud de los
educandos”

- Programas Integrados de Salud (PREVENIMSS)

- Programa PrevenISSSTE (Octubre 2010). Con el objetivo de lograr la regresion
del sobrepeso y la obesidad.

Dentro de las acciones que ha implementado el gobierno del estado de Nuevo Le6n se

pueden destacar:

- Programa de Alimentacién Saludable y Actividad Fisica para la Prevencion de la
Obesidad y el Sobrepeso (PASOS). Con los objetivos de:

o Impulsar el compromiso colaborativo, con alianzas estratégicas y
acciones innovadoras entre el sector gubernamental, salud, educativo,
social, empresarial y legislativo, en el marco del programa estatal.

o Integrar la participacion gubernamental, social y comunitaria para crear
sinergia en el desarrollo de programas focales dirigidos a grupos
especificos.

o Mejorar la oferta y el acceso de alimentos saludables, asi como los
habitos de seleccion, preparacion y consumo alimentario, para incidir en
un estado de nutricién 6ptima de la poblacién.

o Lograr que en todo Nuevo Ledn se cuente con espacios y entornos
saludables que favorezcan la alimentacion adecuada y la actividad fisica

de la poblacion.



o Contar con un marco juridico que dé sustentabilidad y permanencia a los
elementos del Acuerdo Estatal para la Alimentacién Saludable y la
Actividad Fisica.

o Evaluar el impacto de las acciones estratégicas a partir de un diagndstico
situacional realizado en la Encuesta Estatal de Salud y Nutricién cada
cinco afios.

- Programa de Salud para Aprender (SPA). Con el propdsito de promover la salud
integral de los escolares de educacién bdsica mediante acciones de prevencion,
detecciéon temprana de enfermedades, solucién de problemas de salud y
promocién de habitos saludables, conjunto de acciones que desarrolladas en
forma articulada, se traducirdn en mejores indicadores de salud y una mayor
calidad de vida.

- Programa Vibra Nuevo Leén. Con el objetivo de aumentar el nivel de actividad
fisica moderada en la poblacién en cerca de 20% en un periodo de 10 afios (2%

anualmente).

El tiempo y tipo de las intervenciones de actividad fisica son un factor importante a
considerar al implementar programas de ejercicio en nifios y adolescentes, esto, con la
finalidad de que exista una persistencia y continuidad en la practica del ejercicio. Se
busca que la disciplina deportiva, transmita una amplia experiencia de juego y de
movimientos, sirviendo como predmbulo para la introduccién de juegos deportivos
especificos y como una alternativa para incrementar la actividad fisica desde una edad
temprana. Por lo que Kroger er al., (2003) menciona que el programa “taller balon”
creado en Alemania pudiera aplicarse en niflos con obesidad para lograr desarrollar en
ellos algunas destrezas y habilidades, apego a la actividad fisica, disminucién de la
frustracion por la falta de agilidad en el juego y el deporte y finalmente observar
cambios en el peso corporal. Este programa de actividad fisica se ha implementado en
Meéxico y al mismo tiempo en 10 Universidades publicas que pertenecen a la Asociacién
Mexicana de Instituciones Superiores de Cultura Fisica AMISCF A.C desarrollando
habilidades como botar, agarrar, tirar, parar, pasar o lanzar una pelota formando parte de

la motricidad diaria, con un vinculo natural a nuestra vida cotidiana (Lomas 2011).



El principal objetivo de las estrategias actuales es el aumento de actividad fisica
moderada o vigorosa y el seguimiento de una alimentacion saludable considerando el
consumo de frutas, verduras y la disminucién de bebidas azucaradas, sin embargo, se
han observado variaciones en los resultados de la pérdida del IMC de cada programa
implementado debido a los tiempos de seguimiento, cantidad y duracién de las sesiones
de actividad fisica. Ademads de esto, se debe considerar que los patrones de alimentacién,
actividad fisica y el balance energético se ven influidos por factores ambientales,
genéticos y epigenéticos que modifican los requerimientos de energia y algunos
procesos metabdlicos relacionados con la acumulacién en la obesidad (Rivera 2012).
Recientemente se ha propuesto la falta de suefio como un factor mds que puede
contribuir a la pérdida de homeostasis corporal y desencadenante de obesidad ya que se
ha reportado que cambios en la duracion del suefio influyen en el peso corporal
observando que pacientes con obesidad presentan promedios de TST (Tiempo total de

suefio) mds bajo por dia (Vorona et al., 2005).

2.4. Impacto de la falta de suefio en el desarrollo de obesidad
La falta de suefio generalmente, en adultos, hace referencia al suefio con una duracién
promedio mds corta que la media necesaria por noche de 7 a 8 horas, el principal
sintoma causado por esta disminucion es la somnolencia diurna excesiva (Colten et al.,
2006). Ademads de este padecimiento la falta de suefio se ha sugerido que puede tener

efectos en los sistemas cardiovascular, endocrino, inmunoldgico y nervioso, incluyendo:

- Obesidad en nifios y adultos

- Diabetes y tolerancia a la glucosa

- Enfermedades cardiovasculares e hipertensién
- Ansiedad

- Depresion

- Uso de Alcohol

En un estudio prospectivo con duracion de 13 afios en el cual se analizaron
aproximadamente 500 adultos de los 27 a los 40 afios se observé que las personas con
menor duracion del suefio (menos de 6 horas) presentaron 7.5 veces mas probabilidades

de tener un IMC maés elevado, ain después de controlar variables externas como
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antecedentes familiares, niveles de actividad fisica y variables demograficas (Hasler et
al., 2004). Asi mismo, el analisis de los datos del “Nurses Health Study” de alrededor de
80 000 mujeres mostrd una asociacién entre la duracién del suefio y el IMC, reportando
el IMC medio més bajo entre las personas que informaron dormir de 7-8 horas por noche
(Patel et al., 2004). Un estudio realizado en el Reino Unido recolecté informacién sobre
la duracién del suefio en personas de 38 meses de nacidos y evalud los indices de
obesidad a los 7 afos de edad, observando que un suefio de <10.5 h 'y 10.5-11.4 h se
encontré asociado con un incremento en el riesgo de obesidad a la edad de 7 afios en
comparaciéon con duraciones de suefio >12 h por noche (Reilly et al, 2005).
Posteriormente en un estudio longitudinal con nifios de Estados Unidos se observd una
corta duracion del suefio a los 9 afios asociada significativamente con el incremento del
riesgo de obesidad a los 12 afios después de considerar variables como el género, etnia,
educacién maternal y cambios en el IMC (Lumeng et al., 2007). En otro estudio
realizado de igual manera con poblacién americana se empled un registro de actigrafia
de 24 h para medir el suefio en 383 adolescentes de 11-16 afios, considerando la
obesidad con un IMC arriba del percentil 95 por sexo y edad aunado a un porcentaje de
grasa arriba de 25% para hombres y 30% para mujeres, se encontrd que cada hora extra
de suefio es asociada con una reduccién del riesgo de obesidad en un 80%, después de
ajustar variables como la edad, sexo, madures sexual y etnia (Gupta et al., 2002). Se ha
planteado que la reduccion del suefo puede afectar el metabolismo mediante un
desequilibrio en el balance energético resultando en una ganancia de peso mediante 3
diferentes vias: aumento del apetito, mayor tiempo para comer y/o una disminucién del

gasto energético (Van Cauter y Knutson 2008).

2.5. Pérdida de suefio, metabolismo y sistema inmune
La disminucién de las horas de suefio se ha observado que resulta en cambios en los
niveles de diversas hormonas, metabolitos y factores involucrados en el sistema inmune
causando un desequilibrio en los organismos y por consiguiente una ganancia en peso,

desencadenando la obesidad (Van Cauter y Knutson 2008).



2.5.1 Cortisol

El cortisol es considerado como excelente marcador del ritmo circadiano y el principal
mediador de la respuesta neuroendocrina al estrés, es una hormona cuya secrecién es
méaxima por la mafana, al momento de despertar indica al organismo el inicio de la
actividad diaria disminuyendo el suefio, posteriormente, los niveles disminuyen
progresivamente hasta alcanzar sus valores minimos al principio de la noche, antes de
dormir y aumentan constantemente durante el suefio tardio (Born et al., 1997). Se ha
reportado que personas con un alto nimero de despertares por la noche, un bajo rango de
calidad de suefo y una falta de suefo reparador presentan niveles de cortisol bajos por la
mafiana y pacientes con insomnio presentan niveles de cortisol por la mafiana
significativamente menores en comparacion con pacientes sanos (Backhaus et al., 2004).
En un estudio con una poblacién de mujeres se observé que los niveles maximos de
cortisol en la mafiana, los niveles de cortisol en la tarde/noche y las tasas de disminucion
de cortisol desde la mafiana hasta la noche se vieron afectados por una restriccion aguda
del suefio (Omisade et al., 2010), datos que concuerdan con los resultados obtenidos
anteriormente en una poblacién de participantes hombres (Leproult y Copinschi 1997).
Esto, ha indicado que el apetito y la ingesta de alimentos pueden ser estimulados por la
pérdida de suefio durante la tarde/noche del dia debido a un desequilibrio en los niveles
de cortisol por la falta de suefio prolongado desencadenando obesidad (Spiegel et al.,

2004).
2.5.2 BDNF

El Factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) pertenece a la familia de las
neurotrofinas, proteinas que se encuentran abundantes en diversas regiones del cerebro
implicadas en trastornos del estado de &nimo, mostrando una regulacion dependiente de
la actividad de expresién y secrecion, sus funciones neurotréficas estdn conectadas a
diversas funciones fisiologicas en el cerebro, particularmente relevantes en la
neuroplasticidad, memoria, y regulacion del suefio. Estudios recientes han demostrado
que BDNF juega un papel importante en la homeostasis del suefio observandose una
disminucién de los niveles séricos de esta proteina cuando existe una disminucién de las

horas de suefio (Cirelli 2006). En otro estudio se ha investigado la correlacién de los
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niveles de BDNF con el insomnio encontrando que los participantes que tienen sintomas
de insomnio de manera recurrente presentan niveles menores de BDNF comparados con
los controles sin problemas de suefio. Asi mismo se ha relacionado una buena calidad de
suefio con niveles mas altos de BDNF en suero (Giese et al., 2013). Adicional del
impacto directo de esta proteina sobre los patrones del suefio se ha demostrado que se
encuentra involucrada con estrés, ansiedad y depresion, observando que tanto el estrés
agudo como el crénico provocan una regulacién disminuida en la expresion del BDNF,
asi como también se ha observado una disrupcién en los niveles de BDNF en pacientes

con depresion y victimas de suicidio (Giese et al., 2013).
253 TNF-a

El Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina pro-inflamatoria que hasta
ahora se ha sugerido no sélo es importante en la funcién inmune, sino que también sirve
como un importante regulador en el sistema endocrino, el metabolismo, la coagulacién,
la funciéon cerebral y el suefio (Bruunsgaard 2005). Estudios experimentales han
demostrado que una falta de suefio puede afectar los niveles de citocinas que son
importantes en la regulacion de los procesos inflamatorios, encontrdndose que la
privacion del suefio altera las respuestas inmunes e induce un aumento en los niveles de
marcadores inflamatorios como TNF-a. (Shearer et al., 2001). Cabe mencionar, se ha
observado una discrepancia en los resultados sobre el aumento de los niveles de TNF-a
en el suefio, reportdndose en otro estudio que la pérdida leve de suefio (2 h por noche,
durante siete noches en hombres y mujeres sanos), causa en los hombres elevaciones de
TNF-a como consecuencia de la restriccion del suefio, mientras que en las mujeres no se
mostraron estos cambios (Chennaoui et al., 2011). Aunado a esto, Shearer et al., en el
2001 no encontrd ningin aumento en TNF-a en donde participaron hombres que tenian
suefio restringido a 2 horas por dia, durante 4 dias. Asi como tampoco se observé una
elevacion de TNF-a después de 2 noches de privacion total de suefio en participantes

hombres sanos (Ruiz et al., 2010)
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25.1 VEGF

Un estado de hipoxia en tejidos de mamiferos aumenta la expresion de factores pro-
angiogénicos como los niveles del Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
(Gozal et al., 2002). VEGF es considerado esencial para la angiogénesis durante el
desarrollo embrionario, la cicatrizacién de heridas y el crecimiento tumoral, su expresion
es estimulada principalmente por hipoxia mediante el factor inducible por hipoxia (HIF),
el cual, es también responsable de la induccion de una variedad de otros genes sensibles
a hipoxia, como los que codifican para la eritropoyetina y las enzimas glicoliticas. Se ha
encontrado que la expresion génica mediada por HIF puede tener lugar en pacientes con
Apnea obstructiva el suefio (AOS) como resultado de la hipoxia nocturna repetitiva,
observandose que pacientes con AOS presentan una elevacion de los niveles en suero de
VEGEF (Schulz et al., 2001). Datos que concuerdan con los encontrados posteriormente
por Gozal et al., 2002 en donde se presentaron niveles elevados de VEGF en 68 adultos
y 48 nifios diagnosticados clinicamente con OSA. Cabe mencionar, que se ha sugerido
que la angiogénesis juega un papel importante en la enfermedad de Obesidad
asocidndose con una expansion del lecho capilar en los depdsitos de grasa, encontrando
la elevacion de niveles de factores secretados por el tejido adiposo como VEGF (Silha et

al., 2005).
252 CRP

En el caso de la Proteina C-Reactiva (CRP) ésta es una proteina pentamérica sintetizada
principalmente por los hepatocitos con una vida media de 15 a 19 h y es considerada
como el principal marcador de “la respuesta de fase aguda” en respuesta a estimulos
inflamatorios en humanos (Morley y Kushner 1982). Diversos estudios han observado
una elevacion de CRP en pacientes sanos con privacion de suefio parcial (4.2 h de suefio
por dia, durante 10 dias) y total (88 horas sin dormir) planteando la posibilidad de que la
privacion de suefio, no tratada, contribuye a un proceso inflamatorio (Meier-Ewert et al.,
2004). Se ha observado que la combinacién de niveles reducidos de leptina (hormona de
la saciedad) con un aumento en los niveles de CRP en sujetos con privacion de suefio
podria implicar un mayor impacto negativo en el balance energético que el de una

reduccién de leptina por si sola. En conjunto, estos estudios indican que la duracién del
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suefio puede desempeiar un papel importante en la regulacién de los niveles del hambre
y el apetito (Knutson el al., 2007). Observando una elevacion de CRP en personas que

presentan Obesidad (Chen et al., 2006; Meier-Ewert et al., 2004).

En conjunto con los cambios hormonales y metabdlicos causados por una pérdida de
suefio la genética juega un papel muy importante, ya que se han encontrado variaciones
en los denominados “genes reloj” que hacen que los individuos presenten caracteristicas
diferentes de respuesta en los ciclos de suefio/vigilia, estas variaciones conocidas como
polimorfismos genéticos han demostrado que tienen un gran impacto en el desarrollo de
obesidad como consecuencia de su influencia en la mala calidad y cantidad de suefio

(Figura 1) (Reppert y Weaber 2002).

CRONODISRUPCION

Variantes de

. Soluciones
riesgo

Obstaculos en el reloj circadiano

Mutaciones (¢LOCK, PER)

! Cambios
variantes genéticas humanas en
v comportamiento
\\\\\12/, /", |
D 7
S CLOCK = qué, como, cuando
L s come
///’/ \\& 1

tiempo para
actividad fisica
|
Comer por
emociones

| OBESIDAD '|<
N y

Vv PERDIDA DE PESO |

Figura 1. Obstaculos en el reloj circadiano. En animales de experimentacion, estas alteraciones se deben a
mutaciones; Sin embargo, en humanos, las mutaciones son raras y estas alteraciones son causadas por
variantes genéticas. Por lo tanto, estas variantes genéticas pueden asociarse directamente con la obesidad
mediante diferentes comportamientos. Ademds, estas variantes genéticas interactian con diferentes
comportamientos para influir en la obesidad y la pérdida de peso. Se pueden considerar varias soluciones:
(a) cambiando nuestros comportamientos, estos cambios estdn directamente relacionados con una
disminucién en la obesidad y un incremento en la pérdida de peso, o (b) a través de la genética mediante
cambios en nuestro comportamiento como el dormir bien que puede interactuar con los SNP para producir
una disminucidén de la obesidad y pérdida de peso. Tomada y modificada de Lépez-Minguez et al., 2016.
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2.6 Polimorfismos genéticos

Debido a que el genoma humano no es una estructura pasiva, el ADN estd expuesto a
una gran cantidad de alteraciones que pueden dar como resultado la variacién alélica
entre individuos, diversidad entre la misma especie y la susceptibilidad o resistencia
individual a distintas enfermedades o caracteristicas. Estos cambios en el ADN dan lugar
a lo que se conoce como polimorfismos genéticos. Un polimorfismo es considerado
como tal cuando la frecuencia de sus alelos en la poblacién es superior al 1%. Hay
varios tipos de polimorfismos genéticos: Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP),
inserciones, deleciones, secuencias repetidas y/o re-arreglos cromosémicos,

considerandose los SNP’s como los mas frecuentes. (Caratachea et al., 2007).

2.7 Polimorfismos genéticos involucrados en el ritmo circadiano

Los patrones y las alteraciones del suefio se han asociado con genes implicados en la
regulacién circadiana que conforman el denominado “Reloj circadiano” o “Reloj
central”, éste se encuentra ubicado en el nucleo supraquiasmatico (SCN) en el
hipotdlamo y consiste en un bucle de retroalimentacién positivo y negativo que regula el
ciclo de 24 h en ausencia de un estimulo ambiental (Ko y Takahashi 2006; Reppert y
Weaver 2001). El nucleo de genes del reloj central incluye los genes CLOCK, CRY]I,
PERI, PER2 y PER3, cuyos productos proteicos son componentes necesarios para la
generacion y regulacion de los ritmos circadianos. Este bucle comienza durante el dia en
una dimerizacién entre la proteina CLOCK (“circadian locomotor output cycles kaput™)
y la proteina BMALI1 (“brain and muscle ARNT-like protein 1”°). Este complejo se une a
secuencias E-box (5’-CACGTG-3’) o E’box (5’-CACGTT-3") en los promotores de
muchos genes, incluyendo los genes PER y CRY, estas proteinas se traducen en el
citoplasma y se fosforilan por CK1 € y 6 y por GSK3p, esto lleva a cambios en su
estabilidad, asociaciéon y entrada a nucleo, al entrar en el nucleo reprimen la
transcripcion de sus propios genes (y otros) mediante la inhibicién directa de
CLOCK/BMALIL. Por lo tanto, el heterodimero CLOCK/BMALI1 forma el componente
positivo o transactivante, mientras que el complejo PER/CRY actiia como componente
negativo o transinhibidor (Figura 2). Aunque el reloj circadiano central estd ubicado en

el SCN, estos y otros genes, se expresan por todo el cerebro y en otros Organos
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funcionando como relojes periféricos que responden a estimulos luminosos (McClung

2007; Stuart 2011).

Figura 2. Mecanismo molecular del reloj circadiano. (A) Se localiza en el SCN del hipotdlamo y genera
ritmos circadianos internos en la expresion génica, secrecion hormonal, metabdlica y duracién del suefio.
La proyeccion directa desde la retina transfiere informacién sobre la luz/oscuridad al SCN, que sincroniza
el ritmo circadiano incluyendo el ciclo de suefio/vigilia. (B) La transcripcion y traduccién del reloj
circadiano se lleva a cabo en una retroalimentacién positiva y negativa. Tomada y modificada de Hida et
al., 2012; Kondratova y Kondratov 2012.

En las dltimas décadas ha ocurrido un progreso significativo en el estudio de las bases
moleculares de los ritmos circadianos en mamiferos, reconociendo fenotipos circadianos
humanos muy similares a los encontrados en animales. El primer reporte sobre la
influencia de un gen del reloj circadiano en seres humanos fue reportado en 1998. En
donde Katzenberg et al., 1998 informaron que un polimorfismo en el gen CLOCK se
asocia con alteraciones en el suefo y preferencia por actividades diurnas. Asi mismo
también se han reportado que otros genes del reloj central estdn asociados con fenotipos
relacionados a la calidad y cantidad de suefio, se han encontrado variaciones en los
genes PERI, PER2, PER3 asociadas con trastornos del suefio y tendencias de
preferencia en actividades diurnas o nocturnas, segun sea el caso, sugiriendo una

conexion con el funcionamiento normal del reloj circadiano (McClung 2007).
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Asi como se han reportado asociaciones con la calidad y cantidad de suefio directamente
mediante genes en el reloj central también se han realizado investigaciones en las cuales
se han planteado asociaciones de otros polimorfismos con alteraciones en el suefio, tal es
el caso del gen BDNF en el cual una variacion genética funcional de BDNF en los seres
humanos afecta las oscilaciones lentas del cerebro durante el suefio (Bachmann et al.,

2012).
2.7.1 Polimorfismo en el gen CLOCK

El primer gen del reloj circadiano identificado en mamiferos fue el gen CLOCK
localizado en el cromosoma 4, el cudl codifica a una proteina de conformacién basica
hélice-bucle-hélice que forma parte de la maquinaria molecular circadiana (Roenneberg
y Merrow 2003). Una mutacion en este gen ha sido asociada a tener un impacto en la
regulacién del suefio, encontrando que un cambio de base de una T por una C en la
posicion 3111 (rs1801260) presente en los portadores del alelo C incrementa el riesgo de
padecer insomnio, disminucion de la duracion del suefio y el tener preferencia por
realizar actividades nocturnas (Iwase et al., 2002; Serretti et al., 2003). Ademas de esto,
se ha reportado que los portadores de este alelo C presentan alteraciones en los
comportamientos alimenticios asocidndose con una reduccién en la efectividad de la
pérdida de peso en un tratamiento dietético, inclusive se ha demostrado que el
polimorfismo CLOCK 3111 T/C puede predecir el resultado en la pérdida de peso con
estrategias dietéticas bajas en grasa en poblaciones sedentarias (Bandin et al., 2013;
Garaulet et al., 2010a). Los mecanismos especificos que dirigen estos efectos ain no se
encuentran bien establecidos, sin embargo, se ha descrito que estos podrian ser mediados
por hormonas involucradas en el apetito (grelina y leptina) que también tienen un
impacto en la regulacion del suefio planteando que la duracién del suefio corto lleva a un
aumento de peso al aumentar el tiempo disponible para comer, asi, como que el aumento
de peso estd relacionado con una disminucién de gasto energético resultante de un

aumento de fatiga por una falta de suefio (Garaulet ez al., 2011).
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2.7.2  Polimorfismo en los genes PER2 y PER3

Los genes PER pertenecen a la familia de genes period (Period circadian protein
homolog 1, 2 y 3) que codifican para elementos relacionados con el reloj circadiano

(Carpen et al., 2005).

En el caso del gen PER2, éste se encuentra localizado en el cromosoma 2 y se ha
observado que un polimorfismo C311G (rs2304672) en el exén 2 en la regién 5no
traducida se encuentra asociado con trastornos en la duracién del suefio siendo
considerado como un gen candidato para detectar desordenes como ASPS (Sindrome de
adelanto de la fase de sueno). Considerando que se encontré con mayor frecuencia el
alelo 111G en una poblacion de 484 voluntarios con preferencia por actividades diurnas
en comparacion con los voluntarios con preferencia por actividades vespertinas se ha
sugerido que el ASPS o DSPS (Sindrome de retraso de la fase de sueiio) pueden ser
casos extremos de matutinidad o vespertinidad respectivamente (Carpen et al., 2005). En
conjunto con este polimorfismo se ha reportado otro SNP G3853A (rs934945) en el gen
PER?2 que cambia una Gly/Glu en la posiciéon 1244 también relacionado con preferencia
por actividades diurnas y trastornos del suefio, observando que los portadores del alelo
3853G mostraron mayor preferencia por actividades diurnas que los participantes con el
alelo 3853A, planteando la posibilidad de que disminuye la funcién o expresion de la
proteina PER2 y que este polimorfismo también podria indicarse como un posible
marcador para ASPD (Lee et al., 2011). A demads de la relacion de estos genotipos con el
control del ritmo circadiano en el ciclo de suefio-vigilia se ha reportado que estos SNP’s
se encuentran involucrados en respuesta a tratamientos para combatir la obesidad,
mostrando que los portadores del alelo G para el rs2304672 presentaron menor
persistencia a una dieta, ingiriendo mayor nimero de bocadillos entre comidas, mayor
estrés en el transcurso de la dieta, mayor ingesta de comida al estar aburridos y fueron
quienes mds se saltaron el desayuno en comparacioén con los portadores del genotipo
CC; en el caso del SNP rs934945 también se encuentra asociado con medidas en la
circunferencia de cintura y con sindrome metabdlico, estos resultados indican que el gen

PER?2 puede modular los comportamientos fenotipicos en la ingesta de comida,
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afectando no solo a corto plazo la pérdida de peso sino también el mantenimiento de la

pérdida de peso a largo plazo (Englund et al., 2009; Garaulet et al., 2010b).

La regién codificante del gen PER3 ubicado en el cromosoma 1 contiene un
polimorfismo (rs 57875989) que consiste en un VNTR (ndmero variable de repeticiones
en tdndem) en el ex6n 18, en esta regidon ocurre la insercion de 54 nucleétidos (3031-
3084) o 18 aminoécidos ya sea 4 (PER34) 0 5 veces (PER35 ) que se han visto asociados
con trastornos del suefio, y preferencias circadianas diurnas o vespertinas. En el 2001
Ebisawa et al analizaron una poblacion de 48 pacientes diagnosticados con DSPS
(Sindrome de retraso de la fase de suefio) y 100 personas sanas, encontrando el alelo
PER3" asociado con DSPS y con caracteristicas en la poblacién de vespertinidad y
somnolencia, es decir, preferencia por actividades en la tarde. Posteriormente Archer et
al y Pereira et al observaron el alelo PER’ asociado a caracteristicas de matutinidad y
preferencia por actividades a tempranas horas. Asi mismo, basdndose en
electroencefalografias se ha sugerido que el polimorfismo VNTR contribuye a las
diferencias en la estructura del suefio, de modo que la presion del suefio o somnolencia
aumenta y disminuye més rdpidamente en personas homocigotas para el alelo PERS que
para los portadores del alelo PER4 siendo éste considerado como un alelo de riesgo

(Viola et al., 2007).
2.7.3  Polimorfismo en el gen BDNF

El gen BDNF se encuentra localizado en el cromosoma 11p13 y estd compuesto de 5 o
mads exones. Un polimorfismo en este gen (rs6265) se ha reportado que causa un cambio
de una G por una A en el nucleétido 196 produciendo una sustitucién de aminodcidos de
una Val a Met en el codon 66 de la secuencia proBDNF. Estudios in vitro han sugerido
que el alelo A (Met) afecta la secrecion y el trafico intracelular de los niveles de la
proteina BDNF en suero causando desacoples en la calidad del suefio. Con la finalidad
de investigar si el polimorfismo Val66Met afecta el EEG (Electroencefalograma) del
suefio se compararon 11 portadores del alelo variante (genotipo val/met, 4 mujeres, 7
hombres) con 11 homocigotos val/val después de 40 horas de vigilia prolongada,
encontrando que el suefio de ondas lentas, es decir, la fase del suefio en la que hay mayor

relajacion y un descanso mds profundo fue mds corta en los genotipos val/met que los
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homocigotos val, indicando que el alelo A (Met) afecta los patrones regulares del suefio

(Bachmann et al., 2012).

Estos estudios anteriores muestran que los polimorfismos genéticos pueden estar
relacionados con los patrones habituales de suefio teniendo un impacto en el desarrollo
de obesidad, sin embargo, son pocos los estudios que analizan los efectos de la
combinacién de 2 o mds genes, por lo que pudiera ser posible, que las combinaciones de
polimorfismos en estos genes influyen en el fenotipo, y que un analisis combinado de los
efectos de diferentes genes del reloj circadiano pudiera ser mdas preciso y mas

informativo que los anélisis de un solo gen.
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3. JUSTIFICACION

La obesidad se ha convertido en un problema grave y creciente de salud ptiblica a nivel
mundial situando a México en el primer lugar con obesidad infantil. La obesidad
presente desde etapas tempranas se sabe que puede prevalecer hasta la vida adulta por lo
que se han implementado diversas formas de tratar de combatir esta epidemia a una edad
temprana pero no se han obtenido buenos resultados; teniendo en cuenta esto, se ha
propuesto la falta de suefio como un factor mds que puede contribuir a la pérdida de
homeostasis corporal y desencadenante de obesidad, ya que una disminucién de las
horas de suefio resulta en cambios fisioldgicos y en los niveles de diversas hormonas,
metabolitos y factores involucrados en el sistema inmune provocando una ganancia en el
peso corporal. En conjunto con este factor se ha visto que la genética juega un papel
muy importante, encontrando variaciones en los denominados “genes reloj” que hacen
que los individuos presenten caracteristicas diferentes de respuesta en los ciclos de
suefio/vigilia, estas variaciones conocidas como polimorfismos genéticos han
demostrado que tienen un gran impacto en el desarrollo de obesidad como consecuencia

de su influencia en la mala calidad y cantidad de suefio.

En México existen pocos reportes del papel que tiene la genética en la calidad de suefio
y sus repercusiones sobre la obesidad incluyendo andlisis metabdlicos, antropométricos
y genéticos. Por lo que el aumento de este tipo de estudios multifactoriales que
involucren la asociacion de estos parametros y la identificaciéon de polimorfismos en la
poblacién mexicana es util como estrategia de mejora, prevencion y control de la calidad

del sueno y el desarrollo de obesidad.
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4. HIPOTESIS
Los polimorfismos en los genes CLOCK, PER2, PER3 y BDNF se asocian con

pardmetros metabdlicos e inmunoldgicos involucrados con la calidad del suefio e
influyen en la respuesta a un programa de salud con intervencién de actividad fisica y

orientacion nutricional en adolescentes con obesidad.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1. Objetivo General
Evaluar pardmetros antropométricos, fisiolégicos, metabdlicos e inmunoldgicos
involucrados en calidad de suefio en respuesta a un programa de salud con intervencion

de actividad fisica y orientacién nutricional en adolescentes con obesidad y su

asociacion con polimorfismos en los genes CLOCK, PER2, PER3 y BDNF.
Objetivos especificos

- Caracterizar la poblacion en grupos de adolescentes con Obesidad y adolescentes
sin Obesidad mediante anélisis antropométricos.

- Analizar variaciones en pardmetros involucrados a calidad de suefio y obesidad
en respuesta al programa de salud con actividad fisica y orientacién nutricional
(IMC, latencia por dia, eficiencia del suefio, tiempo total de sueiio, WASO y
numero de irrupciones de suefio).

- Analizar variaciones en indicadores metabdlicos e inmunoldgicos en respuesta al
programa de salud con actividad fisica y orientacion nutricional (Cortisol,
BDNF, TNF-a, VEGF y CRP).

- Determinar la asociacién genotipica / haplotipica de los genes CLOCK, PER?2,
PER3 y BDNF con las variaciones de los indicadores relacionados a calidad de
suefio (IMC, latencia por dia, eficiencia del suefio, tiempo total de suefio,
WASO, nimero de irrupciones de suefio, Cortisol, BDNF, TNF-a, VEGF vy
CRP).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Estrategia general

PROGRAMA DE SALUD

Hora Actividad Dias a la semana
Aerobica
Hora Orientacién Dia a la semana
Nutricional
INICIAL FINAL

N >
' D) - "y
| r' I @4 14 SEMANAS J r‘ @v

b,

JPolimorﬁsmos { Cortisol “ BDNF, TNF-a, o Latencia,
\ genéticos ' ¢ VEGFyCRP g Eficiencia, TST,

B WASO, Irrupciones
% > M 7
o

Figura 3. Estrategia general. Programa de salud aplicado a los grupos participantes. n=61

6.2. Poblacion participante
Los adolescentes en este estudio pertenecieron a la escuela secundaria #24 “Guillermo
Prieto” del Municipio de San Nicolds de los Garza, NL, de la cual, se conté con el apoyo
y autorizacion de los directivos para participar en este proyecto (Anexo 1). La muestra
fue seleccionada en base a la medicion del percentil del IMC que determina a la
poblacion con obesidad, mediante las tablas del CDC (Centro para el control y
prevencion de enfermedades); de los seleccionados con obesidad se consideraron solo
aquellos que cumplieron con los criterios de inclusién y fueron divididos en 3 grupos:

Adolescentes con obesidad con implementacion de un programa de salud,
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adolescentes con obesidad sin programa de salud y adolescentes sin obesidad. (Figura

4).
6.2.1. Criterios de Inclusion
Los adolescentes que pudieron participar en el estudio fueron aquellos que:

- Presentaron un IMC superior al percentil 95 con base en las tablas del CDC

- Estuvieron inscritos en la institucién en el periodo de la realizacion de este
proyecto de investigacién

- Edadentre 11 y 15 afos al momento de llevarse a cabo el estudio

- Deseo propio por participar en el programa

- Cumplieron con una asistencia de al menos el 70% de las sesiones de Actividad
Fisica (AF)

- Contaron con la autorizacion del padre o tutor para participar.
6.2.2. Criterios de Exclusion
En este estudio se excluyeron los adolescentes que:

- Por prescripcion médica no puedan participar
- Tuvieron una asistencia menor al 70% de las sesiones de AF
- No desearon estar en el programa

- No tuvieron el consentimiento del padre o tutor para participar
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Figura 4. Poblacién participante en el estudio. Se partié de las mediciones de peso y talla del total de
alumnos de los 3 grados académicos que conforman la escuela Secundaria No. 24 con la finalidad de
seleccionar a los adolescentes con obesidad.

Todos los participantes fueron informados de los procedimientos de investigacion,
requisitos, beneficios y riesgos antes de dar su consentimiento informado por escrito

bajo los criterios de Helsinki (Anexo 2).

6.3. Programa de Salud: Intervencion de actividad fisica y orientacion
nutricional

El programa de salud aplicado al grupo experimental consistié en un periodo de 14

semanas con la colaboracion de la Facultad de Organizacion Deportiva de la UANL y la

Facultad de Salud Puiblica y Nutricién de la UANL.

Descripcién del programa de intervencion de actividad fisica “Taller baléon” con

orientacion nutricional:

- Plan de ejercicio: duracion de 14 semanas, 4 clases pricticas a la semana con 1
hora de duracion; juegos y actividades utilizando pelotas de diferentes tipos y
otros implementos deportivos.

- Orientacion nutricional: 1 pldtica semanal de 1 hora enfocada a padres de familia
y de ser requerido con la participacion de los alumnos, basado en la Guia de
Nutricion de la Familia publicado por la Organizaciéon de Agricultura y

Alimentacién (FAO).
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El grupo control realizo una sesion de actividad fisica 1 vez a la semana,
correspondiente al nimero de sesiones semanales normales en la Secundaria del

estudio.

6.4. Obtencion de muestras para genotipificacion
Se emplearon hisopos de algodén estériles (Puritan, US) los cuales los participantes
frotaron por la parte interna de su mejilla 30 s. de cada lado. Posteriormente se sumergié
el hisopo en un tubo de 1.5 ml (Eppendorf, DE) que contenia 350 pl de solucién
amortiguadora fosfato salina (PBS) presionando contra las paredes del tubo. Al finalizar
los hisopos fueron desechados y las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta el

momento de su manipulacion.

6.5. Obtencion de muestras de saliva y suero para analisis metabdlicos
Se obtuvieron muestras de saliva y suero en ayuno previo de al menos 8 horas, antes y
después del programa de salud; en el caso de las muestras de suero, estas fueron
colectadas a partir de la puncion con lancetas de 2 mm (BD, US) en el dedo meiiique,
anular o indice obteniendo un volumen minimo de 400 ul de sangre en los tubos
microtainer (BD, US) para suero, posteriormente estos tubos se centrifugaron a 4000
rpm por 10 min para fraccionar el suero, este se colecto en tubos estériles (Eppendorf,
DE) de 0.6 pl y se almacend a -80 °C hasta el momento de su manipulacion. Para las
muestras de saliva se les pidid a los adolescentes que mientras se realizaba la obtencion
de sangre llenaran un tubo de 1.5 ml estéril (Eppendorf, DE) con saliva, posteriormente

estas muestras de saliva se almacenaron a -20 °C hasta el momento de su manipulacidn.

Debido a la invasién en la obtencién de muestras en los adolescentes el estudio fue
revisado y aprobado por el Comité de Etica en Investigacién en Ciencias de la Salud
COBICIS del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud, UANL
(Anexo 3).

6.6. Variables sobre composicion corporal
Se consideraron las variables de peso y estatura para determinar el cdlculo de los valores

de IMC (kg/m?) y dividir la poblacién en los grupos de estudio.

25



6.6.1. Peso corporal

Se empled una bascula digital modelo Robusta 813 (SECA, MX) que maneja un nivel de
precision de 100 gramos, esta medicion se realizé por la mafiana en horas similares,
tanto en la evaluacién inicial como final, con un ayuno de al menos 8 horas y posterior
de un vaciado urinario. Los adolescentes se colocaron sobre la bascula descalzos y

portando ropa ligera preferentemente traje de bafo.
6.6.2. Estatura

Se utiliz6 un tallimetro portatil (SECA, MX) modelo 213 que maneja un nivel de
precision de = 0.5 mm. La medicién se realiz6 en una superficie del piso firme y
nivelada, en donde, los adolescentes se colocaron de espaldas a la escala de medicion,

parados, con los pies y talones juntos.

6.7. Analisis de variaciones en parametros involucrados en la calidad de suefio
Se determinaron los valores de variables involucradas en el suefio como los minutos de
latencia, porcentaje de eficiencia, el tiempo total de suefo, tiempo de WASO y nimero
de irrupciones de suefio, para esto, se empled el monitor GTX3 (ActiGraph, FL), con
apoyo del software Actilife version 6 (Tabla 1). Cada alumno trajo consigo el
dispositivo durante el periodo de una semana en cada etapa de la evaluacion (inicial o
final), colocandose y sujetdndose con una banda autoajustable en la mufieca del brazo
dominante (izquierdo o derecho). Los participantes fueron instruidos de manera
detallada de como utilizar el acelerémetro, asi como los momentos para dejarlo de
utilizar, como el caso de actividades que implican agua; bafiarse, nadar o algunas
actividades del hogar. Posterior a la evaluacion inicial y final, fueron considerados como
vdlidos solo aquellos datos de los dias en los cuales los alumnos contaran con un
monitoreo minimo 600 minutos al dia ya que una monitorizacién de 7 dias durante 10

horas cada uno es considerada como alta fiabilidad.

Tabla 1. Variables involucradas en la calidad de suefio

Variable Descripcion

) ) Tiempo que tarda una persona en dormir después
Minutos de Latencia )
de ingresar en la cama
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) o Numero de minutos de suefio dividido entre el
Porcentaje de Eficiencia )
nimero de minutos que las personas estan en cama

) Tiempo en cama menos los minutos de latencia y
Tiempo total de suefio )
menos los minutos de WASO

Tiempo despierto después del inicio de suefio, la
Minutos de WASO suma de los tiempos de vigilia desde el inicio del

suefio hasta el despertar final

Numero de Irrupciones de suefio Numero de todos los episodios de despertares

6.8. Analisis de variaciones en indicadores metabdlicos e inmunoldgicos
involucrados en el suefio

6.8.1. Cortisol

Para la determinacion de las concentraciones de cortisol se emplearon las muestras de
saliva mediante ELISA, utilizando el Kit comercial Cortisol Saliva ELISA Assay Kit
(Eagle Bioscience, NH) de acuerdo al protocolo del fabricante. La curva de calibracién

nos permitié conocer concentraciones entre 0.1 y 30 ng/ml.

El cortisol en la muestra compite contra el cortisol conjugado con HRP en el reactivo de
trabajo por la unién con el numero limitado de Ac recubiertos en la placa. Después de la
incubacion, el cortisol libre se elimina mediante un lavado, la enzima HRP reacciona al
sustrato TMB desarrollando un color azul que cambia a amarillo cuando se agrega la
solucién de stop. La intensidad del color es inversamente proporcional a la
concentracion de cortisol en la muestra. La concentracion de cortisol en la muestra se

calcula a través de la curva de calibracion.
6.8.2. BDNF

Para la determinacion de BDNF se emplearon las muestras de suero utilizando el kit
comercial BDNF E;,.x ImmunoAssay System (Promega, US) mediante un ELISA tipo

Sandwich de acuerdo al protocolo del fabricante.

Después de un recubrimiento de una placa de 96 pocillos durante la noche, la proteina

especifica se detecta utilizando una forma de sdndwich de anticuerpos. Se empled un
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anticuerpo secundario conjugado con HRP y un sustrato TMB para la deteccion
cromogénica final del factor neurotréfico derivado de cerebro unido. Usando este

sistema, el BDNF en suero se puede cuantificar en el intervalo de 7.8-500 pg/ml.
6.8.3. TNF-ay VEGF

Las concentraciones de estos dos metabolitos se detectaron a partir de muestras de suero
mediante la plataforma LUMINEX de Millipore Co empleando el kit Milliplex MAP

Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel con el uso de las perlas magnéticas:

- Anti-TNF-a
- Anti-VEGF

Después de que un analito en una muestra ensayo es capturado por las perlas
magnéticas, se introduce un anticuerpo biotinilado para una deteccién especifica. La
mezcla de la reaccion se incuba con un conjugado de Estreptavidina-PE para completar
la reaccion en cada superficie de las microesferas. Posteriormente cada microesfera es
identificada y el resultado se cuantifica en base a sefales fluorescentes del reportero, el
analizador Luminex del equipo MAGPIX integra los datos para determinar las

concentraciones de los analitos.
6.8.4. CRP

Las concentraciones de CRP en las muestras de suero analizadas se detectaron mediante
el método inmunoturbidimétrico para la determinacion cuantitativa de proteina C

reactiva (Wiener Lab, AR) de acuerdo al protocolo del fabricante.

La proteina C reactiva reacciona con el anticuerpo especifico formando
inmunocomplejos insolubles. La turbidez provocada por estos inmunocomplejos es
proporcional a la concentracion de CRP en la muestra y puede medirse

espectrofotométricamente.

6.9. Extraccion de ADN gendmico para genotipificacion
La extraccion de ADN gendmico se realizé a partir de las células de epitelio bucal

obtenidas con el hisopado, empleando el kit comercial AxyPrep Multisource Genomic
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DNA miniprep (Axygen Bioscience, US) de acuerdo a la metodologia del manual del

fabricante.
6.9.1. Calidad del ADN genomico

La calidad del ADN en todas las muestras se evalué mediante la amplificacion del gen
constitutivo humano de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa G3PDH por medio de
la técnica de PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa) utilizando oligonucledtidos
previamente disefiados: F 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3> y R 5’-
TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3". El volumen final de reaccién consistié6 de 25 pl,
conteniendo 12.5 pl de GoTaq Green Master Mix 2X (Promega, US), 1 ul de
oligonucledtidos 10 nM (IDT, US), 2 ul de ADN con una concentraciéon de 50-100 nM y
agua libre de nucleasas a llegar al volumen final, seguido las condiciones de
amplificacion en el termociclador (LabNet, US) de 94 °C 2 min, 35 ciclos de 94 °C 1
min, 60 °C 1 min, 72 °C 1 min y una extensién final de 72 °C 5 min. La visualizacién
del gen fue mediante el tamafio del fragmento observado de 556 pb en un gel de agarosa

(Sigma-Aldrich, US) al 1%.

6.10. Genotipificacion mediante diferentes técnicas de PCR
Las muestras de ADN a amplificaron para cada uno de los genes a analizar,
considerando un control positivo y un control negativo para cada reaccién con la

finalidad de descartar contaminacion en las muestras.
6.10.1. Genotipificacion mediante PCR-RFLP

Para determinar el genotipo en el gen CLOCK T111C se utilizé la técnica de RFLP en la
cual se emplearon los oligonucleétidos F 5’-TCCAGCAGTTTCATGAGATGC-3’ y R
5’-GAGGTCATTTCATAGCTGAGC-3’ previamente disefiados (Yamagushi er al.,
2015) en un volumen de reaccién de 20 ul, conteniendo 10 ul de GoTaq Green Master
Mix 2X (Promega, US) , 1 ul de oligonucleétidos 10 nM (IDT, US), 2 ul de ADN con
una concentracion de 50-100 nM y agua libre de nucleasas a llegar al volumen final,
seguido las condiciones de amplificacion en el termociclador (LabNet, US) de 94 °C 5
min, 35 ciclos de 94 °C 30 s, 58 °C 35 s, 72 °C 30 s y una extension final de 72 °C 5

min, obteniendo un amplicén con tamaifio de 221 pb visualizado en un gel de agarosa
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(Sigma-Aldrich, US) al 2%, posteriormente el producto amplificado fue digerido durante
4 horas a 37 °C por la enzima de restricciéon Bsp12861 (New England Biolabs, US), en
una reaccién con un volumen final de 20 ul conteniendo 2 ul del Buffet T 10X, 10 ul de
producto amplificado, 0.3 ul de enzima Bsp12861 y 7.7 ul de agua libre de nucleasas, la
inactivacion de la enzima fue a una temperatura de 65 °C durante 15 min. El corte
obtenido por la digestion enzimdtica fue visualizado en un gel de agarosa (Sigma-

Aldrich, US) al 2%.

En el caso del SNP C311G en el gen PER2 se emplearon los oligonucledtidos F 5°-
GTGCGTGTGCTTGTTAATGC-3* y R 5’-TCCTTGGTGGGGTTACTGG-3’ en un
volumen de reacciéon de 20 ul, conteniendo 10 pul de GoTaq Green Master Mix 2X
(Promega, US) , 0.8 ul de oligonucleétidos 10 nM (IDT, US), 2 ul de ADN con una
concentracion de 50-100 nM y agua libre de nucleasas a llegar al volumen final, seguido
las condiciones de amplificacion en el termociclador (LabNet, US) de 94 °C 5 min, 35
ciclos de 94 °C 1 min, 53 °C 1 min, 72 °C 1 min y una extension final de 72 °C 5 min
obteniendo un amplicén con tamafio de 114 pb visualizado en un gel de agarosa al 2%,
posteriormente el producto amplificado fue digerido durante 4 horas a 37 °C por la
enzima de restriccion HpyCH4V (New England Biolabs, US), en una reaccién con un
volumen final de 20 pl conteniendo 2 pl del Buffet T 10X, 15 pl de producto
amplificado, 0.3 pl de enzima HpyCH4V y 2.7 ul de agua libre de nucleasas, la
inactivacion de la enzima fue a una temperatura de 65 °C durante 20 min. El corte
obtenido por la digestion enzimadtica fue visualizado en un gel de agarosa (Sigma-

Aldrich, US) al 3%.

Para el SNP G3853A en el gen PER2 se utilizaron los oligonucledtidos F 57-
CTCAGCGAAGTGTCGGACACC-3* y R 5 -TCATCTCTTCCAAGCACCACC-3
previamente reportados (Lee et al 2011) en un volumen de reacciéon de 20 ul,
conteniendo 4 pl de Taq&Go Master Mix 5X (MP Biomedicals, US), 1 ul de
oligonucledtidos 10 nM (IDT, US), 2 ul de ADN con una concentracién de 50-100 nM y
agua libre de nucleasas a llegar al volumen final, seguido las condiciones de
amplificacién en el termociclador (LabNet, US) de 95 °C 5 min, 35 ciclos de 95 °C 30 s,

58 °C 355,72 °C 30 s y una extension final de 72 °C 5 min obteniendo un amplicén con
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tamafo de 137 pb visualizado en un gel de agarosa al 2%, posteriormente el producto
amplificado fue digerido durante 4 horas a 37 °C por la enzima de restriccion BamHI
(New England Biolabs, US), en una reaccién con un volumen final de 20 pl conteniendo
10 ul de producto amplificado y 0.1 ul de enzima BamH]I, la inactivacioén de la enzima
fue a una temperatura de 65 °C durante 15 min. El corte obtenido por la digestion

enzimatica fue visualizado en un gel de agarosa (Sigma-Aldrich, US) al 3.5%.
6.10.2. Genotipificacion mediante PCR punto final

Para la caracterizacion del gen PER3 se emplearon los oligonucledtidos F 5°-
CAAAATTTTATGACACTACCAGAATGGCTGAC-3’ y R 5’-
AACCTTGTACTTCCACATCAGTGCCTGG-3’ en un volumen de reaccién de 20 pl,
conteniendo 4 ul de Taq&Go Master Mix 5X (MP Biomedicals, US) , 1 ul de
oligonucledtidos 10 nM (IDT, US), 2 ul de ADN con una concentracién de 50-100 nM y
agua libre de nucleasas a llegar al volumen final, seguido las condiciones de
amplificacion en el termociclador (LabNet, US) de 95 °C 5 min, 40 ciclos de 95 °C 30 s,
58 °C 35 s, 72 °C 30 s y una extension final de 72 °C 5 min obteniendo un amplicon con
tamafio de 635 y 581 pb para cada genotipo, visualizado en un gel de agarosa (Sigma-

Aldrich, US) al 2%.
6.10.3. Genotipificacion mediante ARMS-PCR

Respecto al gen BDNF se empled la técnica de tetra-primer en la cual se emplean 2
pares de oligonucledtidos para amplificar los alelos del polimorfismo. Esta técnica
permite realizar el genotipo en una sola reaccion de PCR mediante el uso de 4
oligonucledtidos ahorrando tiempo en las reacciones, los oligonucledtidos utilizados
fueron F 5~ CCTACAGTTCCACCAGGTGAGAAGAGTG-3°, R  5'-
TCATGGACATGTTTGCAGCATCTAGGTA-3, F 5’-
CTGGTCCTCATCCAACAGCTCTTCTATAAC-3° y R 5’-
ATCATTGGCTGACACTTTCGAACCCA-3’ en un volumen de reacciéon de 25 pl,
conteniendo 12.5 ul de GoTaq Green Master Mix 2X (Promega, US) , 0.5 ul de
oligonucledtidos 10 nM (IDT, US), 2 ul de ADN con una concentraciéon de 50-100 nM y

agua libre de nucleasas a llegar al volumen final, seguido las condiciones de
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amplificacion en el termociclador (LabNet, US) de 94 °C 2 min, 40 ciclos de 94 °C 1
min, 60 °C 1 min, 72 °C 1 min y una extension final de 72 °C 5 min obteniendo un
amplicon con tamaiio de 401 pb visualizado en un gel de agarosa (Sigma-Aldrich, US) al

2%.
6.10.4. Electroforesis en gel de Agarosa

El producto de PCR obtenido de cada muestra fue separado mediante la técnica de
electroforesis en geles de agarosa (Sigma-Aldrich, US) al 3.5% para el polimorfismo
1s934945, 3% para el polimorfismo rs2304672 y al 2% para los demds genotipos,
empleando una fuente de poder (Labnet, US) la cual fue ajustada a 100 V y 300 mA por
45 min. Para determinar el tamafio de los productos de PCR y corroborar que el
fragmento corresponde al amplicén y el genotipo deseado se utilizaron marcadores de

peso molecular (Axygen, US) de 25, 50 y 100 pb.

Los geles de agarosa (Sigma-Aldrich, US) fueron tefiidos con bromuro de etidio al 0.1%

y visualizados mediante luz UV en un transiluminador (UVP, US).

6.11. Analisis estadistico
Los resultados de la caracterizacién genotipica fueron analizados mediante la prueba X*
de Pearson, mediante la cual se determinara si las frecuencias observadas son diferentes
de las esperadas, las frecuencias esperadas serdn obtenidas mediante el principio del
equilibrio de Hardy-Weinberg, el cual describe el estado en el que las frecuencias
genotipicas son constantes de generacion en generacion empleando la herramienta

PLINK disponible para Windows v1.07.

Las diferencias entre grupos se analizaron mediante un andlisis estadistico inferencial en
el cual se utiliz6 un anélisis de varianza (ANOVA) de una via, comparando adolescentes
con obesidad con implementacién de un programa de salud, adolescentes con obesidad
sin programa de salud y adolescentes sin obesidad. Asi, mismo, también se realizaron
comparaciones para conocer las diferencias entre las evaluaciones basales y finales del
programa de salud por medio de la prueba de t de Student para los datos normales y la
prueba de Wilcoxon cuando no se pudo comprobar normalidad. El valor de significancia

fue considerado como p<0.05 para cada una de las pruebas estadisticas realizadas, los
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andlisis fueron evaluados mediante el software estadistico SPSS disponible para

Windows v22.

La influencia o efecto de los genotipos y el programa de salud sobre las variables
analizadas se determiné mediante un andlisis de covarianza ANCOVA utilizando el

software estadistico R v3.3.1.

Las pruebas de epistasis y andlisis de asociacién de genotipos entre obesidad y sin
obesidad se realizaron mediante la prueba de regresion logistica o lineal y mediante el
test de Wald para los grupos de obesidad y sin obesidad utilizando la herramienta

PLINK disponible para Windows v1.07.
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7. RESULTADOS

7.1. Agrupacion de la poblacion participante
La poblacion final del estudié consistié en 61 adolescentes de ambos sexos, los cuales
cumplieron con todos los criterios de inclusion establecidos. El grupo experimental de
adolescentes con Obesidad y programa de salud y el grupo Obesidad sin programa de
salud fueron los que resultaron con mayor variacion en el nimero de adolescentes que
cumplieron con todos los muestreos. En la figura 5 se observa el nimero final de los

sujetos participantes.

Grupos obesidad

Grupo Experimental Grupo control 1

Grupo sin obesidad

Grupo Control 2
Programa de AF y ON Sin programa de AF y ON

: “?‘Q %ﬁ‘t‘
#

L)

n= 20 n=20

n=21
*IMC <95P

*Adolescentes con IMC >95P

Figura 5. Poblacion final de estudio. Agrupacién en base a las mediciones de IMC por medio de las tablas
del centro de control y prevencién de enfermedades CDC.

7.2. Variables en respuesta al Programa de Salud
Para cuantificar el nivel de variacién en los parametros evaluados en respuesta al
programa de salud con intervencion de actividad fisica y orientacién nutricional se
emplearon diferentes protocolos mencionadas anteriormente. En la tabla 2 se puede
observar un panorama general de los cambios que se presentaron en los valores medios
antes y después del programa de salud. De los valores medios que mostraron cambios
significativos se encuentra el IMC en donde el grupo que no tiene obesidad presenta el

valor medio mds bajo en comparacién con los sujetos con obesidad (22.21 = 4.34

34



kg/mz). Se observé mayor incremento de TST (h) en el grupo experimental que
corresponde al de obesidad con programa de salud después de finalizado el protocolo
(9.16£3.11); mayor TST (h) en la evaluacién final del grupo de obesidad sin programa
de salud (7.57+1.58) y mayor tiempo de WASO (min) en el mismo grupo en las
evaluaciones iniciales (63.71+15.75). Los niveles de BDNF presentaron cambios
significativos antes y después del programa de salud, asi como también, cambios
significativos entre los grupos evaluados. TNF-a se encontr6 mas elevado en la
determinacion inicial de los adolescentes con programa de salud (11.09+5.96). En la
mayoria de los indicadores no se encontraron cambios significativos, sin embargo,
considerando que los datos mostrados en la tabla 2 son valores medios, si se pudo
observar que algunas mdas variables presentaron diferencias significativas con
determinados adolescentes mostrando tener mayores incrementos o disminuciones de los
factores evaluados en respuesta al programa de salud. Los niveles de CRP no pudieron
ser evaluados estadisticamente ya que no se tuvo el minimo nimero de muestras
necesarias por cada grupo para los andlisis, debido a que no fueron detectados en el

procedimiento de la mayoria de las muestras analizadas.
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Tabla 2. Indicadores involucrados en el suefio en respuesta a un programa de salud.

GRUPO POBLACIONAL
OBESIDAD SIN PROGRAMA OBESIDAD CON SIN
DE SALUD PROGRAMA DE SALUD OBESIDAD
Inicial Final Inicial Final
=
S =
s E
§ g IMC (Kg/m™) 27.68 +£1.97 28.56 £2.82 28.58 £2.78 27.63 £1.85 22.21 +4.34*
Bt
EJ
Q
Latencia (min) 2.35+£0.89 221042 2.55+£1.11 2.13 £0.65 N/A
E Eficiencia (%) 84.98 £3.95 87.67 £3.01 88.94 +3.28 88.33 £2.87* N/A
)
2 g TST (h) 6.53 £0.87 7.03+1.10 9.16 £3.11* 7.57 £ 1.58* 9.02+£1.29
St
- -]
g 2 WASO (min) 63.71 + 15.75* 58.16 £ 1.15 58.50 + 14.75 54.68 £ 15.26 N/A
®
3 No. de Irrupciones
~ 18.10 £4.70 18.49 +3.13 17.82 £5.40 16.56 +3.89 21.52 £3.40
de Suefio por noche
Cortisol
° 1.46 £0.81 1.72 +£1.20 1.68 £0.88 2.57 £1.95 2.71+£1.49
2 (ng/ml)
=]
g g BDNF
< 3 876.1 + 182* 893.9 +176.5* 569 + 149.1* 704.6 + 273.8* 918.6 +200.8*
s B (pg/ml)
E 2
2 5 TNF-a
5 g 11.87 £6.51 11.09 £ 5.96* 8.84 £4.05 10.89 +£4.80 9.94 +£4.33
T = (pg/ml)
2]
'-g VEGF (pg/ml) 239.1 £97.33 194.9 £+ 65.61 178.2 £ 120.1 225.8 +£98.38 178.1 £182.5
=]
CRP (mg/l) 1.38 £3.97 0.91 £3.31 3.95 £7.98 1.20+£7.19 2.25+5.97

Valores medios (+ Desviacién estidndar). Abreviaciones: IMC, Indice de masa corporal; WASO,

despertares tras inicio del suefio; BDNF, Factor neurotréfico derivado de cerebro; TST, tiempo total de

suefio (h); N/A, no analizado; -, valores no detectados. n = 61; n=11 en CRP. *Significancia p< 0.05.

7.2.1. Composicion corporal

Al comparar los indices de masa corporal obtenidos a partir de las mediciones de peso y

talla se puede observar que no se presentaron diferencias significativas entre las

evaluaciones antes y después, asi como tampoco entre los grupos de Obesidad sin

programa y con programa de Salud (p>0.05). En las evaluaciones finales de los 3 grupos

poblacionales se encontrd, como era de esperarse, que el grupo sin obesidad presentara

los IMC mas bajos con valores medios de 22.21 (kg/mz), datos que difieren
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significativamente del grupo experimental y el grupo con obesidad control (p=0.005)

(Figura 6).
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Figura 6. Influencia de programa de salud en el IMC (kg/m?). A. Indice de masa corporal en adolescentes
con obesidad de 11-15 afios antes y después de la intervencion de un programa de salud con duracién de
14 semanas de actividad fisica y orientacién nutricional. B. IMC después de la intervencién de un
programa de salud en adolescentes con obesidad y adolescentes sin obesidad. Datos obtenidos mediante
Actigrafia. Los valores representan la media + DS de 20 individuos en el grupo con obesidad experimental

y obesidad control y 21 individuos en el grupo sin obesidad. *p<0.05.
7.2.2. Parametros involucrados en el sueiio

En la Figura 7 se observa el tiempo total de suefio (TST) promedio por dia de los
adolescentes en respuesta a un programa de salud con duracién de 14 semanas. En el
grupo con implementacion de programa de salud se muestra un aumento significativo
(p=0.01) de las horas de suefio de 6.53 a 7.57 horas después de finalizado el protocolo.
En el grupo con obesidad sin programa se observé de igual manera un cambio
significativo (p=0.01) en el aumento promedio de horas por dia que duermen los
adolescentes de 7.03 a 9.16 h. La comparacion de las tomas finales en la Figura 7 B de
las 3 poblaciones, Obesidad control, Obesidad Experimental, y Sin obesidad no
presentaron cambios significativos (p>0.05), teniendo horas promedio estadisticamente
similares de 7.57, 9.16 y 9.02 respectivamente, sin embargo el grupo Obesidad

experimental es el que presenta mayor TST (h) por dia.
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Figura 7. Influencia de programa de salud en el TST (h). A. Tiempo total de suefio en adolescentes con
obesidad de 11-15 afos antes y después de la intervencion de un programa de salud con duracién de 14
semanas de actividad fisica y orientacion nutricional. B. Tiempo total de suefio después de la intervencion
de un programa de salud en adolescentes con obesidad y adolescentes sin obesidad. Datos obtenidos

mediante Actigrafia. Los valores representan la media £ DS de 20 individuos en el grupo con obesidad

experimental y obesidad control y 21 individuos en el grupo sin obesidad. *p<0.05.

Los valores de WASO que corresponden a al tiempo total de vigilia nocturna desde el
inicio del suefio hasta el despertar final mostraron cambios significativos en el grupo con
obesidad sin programa de salud, disminuyendo los minutos de 63.71 a 54.68 (p=0.02).
En el grupo Obesidad Experimental no se observaron cambios significativos con valores
medios de 58.16 y 58.50 antes y después del protocolo, sin embargo, considerando a los
adolescentes de manera individual algunos mostraron diferencias con mayor incremento
o decremento de los minutos de WASO, como es el ejemplo del sujeto 35 que
disminuyo el tiempo de 72.14 a 44 después de finalizado el programa de salud. Al
comparar las tomas finales de los grupos no se observaron cambios significativos en el
grupo experimental, es decir los adolescentes con obesidad y programa de salud y el
grupo Obesidad Control, en el caso del grupo Control que consiste en los nifios que no
presentan obesidad no se obtuvieron los datos correspondientes por lo que no pudieron

ser comparados (Figura 8).
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Figura 8. Influencia de programa de salud en el WASO (min). A. Tiempo de WASO en adolescentes con
obesidad de 11-15 afos antes y después de la intervencion de un programa de salud con duracién de 14
semanas de actividad fisica y orientacion nutricional. B. Tiempo de WASO después de la intervencion de
un programa de salud en adolescentes con obesidad y adolescentes sin obesidad. Datos obtenidos
mediante Actigrafia. Los valores representan la media £ DS de 20 individuos en el grupo con obesidad

experimental y obesidad control y 21 individuos en el grupo sin obesidad. *p<0.05

Las variables de latencia (min) que consiste en los minutos que las personas una vez en
cama tardan en conciliar el suefio, el porcentaje de eficiencia de suefio y el nimero de
irrupciones de suefio en promedio por noche no mostraron cambios significativos, antes
y después de implementar el programa de salud, sin embargo, se observaron ligeras

variaciones en sujetos particulares al finalizar el programa de salud con cada una de

estar variables (Tabla 1).

7.2.3. Indicadores metabdlicos e inmunoldgicos involucrados en el suefio

Los niveles en saliva de cortisol no presentaron diferencias significativas en las
valoraciones antes y después de la implementacién del programa de salud en los
adolescentes con obesidad asi como tampoco en la comparacién con el grupo control de

adolescentes sin obesidad (p>0.05).

Los niveles de BDNF en suero presentaron cambios significativos al disminuir después

del programa de salud de 893.9 a 569 (p=0.01) en el grupo Obesidad experimental y de
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876.1 a 704.6 (p=0.02) en el grupo Obesidad Control, a pesar de que en ambos grupos
disminuyeron, los valores la disminucién del grupo Obesidad experimental fueron
mayores que en el grupo Obesidad Control (Tabla 1). Al comparar el grupo Control sin
obesidad con los grupos experimental y control con obesidad se presentaron diferencias
significativas, encontrando que el grupo sin obesidad presenta valores muy por encima
de la media de los grupos con programa de salud (obesidad y control) con valores de
918.6 y una diferencia significativa de p=0.01. El grupo con obesidad sin programa de
salud obesidad y el grupo de obesidad con implementaciéon de protocolo de salud no

presentaron diferencias significativas con valores de p>0.05 (Figura 9).
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Figura 9. Influencia de programa de salud en los niveles de BDNF (pg/ml). A. Niveles de BDNF en suero
de adolescentes con obesidad de 11-15 afios antes y después de la intervencién de un programa de salud
con duracién de 14 semanas de actividad fisica y orientacién nutricional. B. Niveles de BDNF después de
la intervencién de un programa de salud en adolescentes con obesidad y adolescentes sin obesidad. Datos
obtenidos mediante ELISA. Los valores representan la media + DS de 20 individuos en el grupo con
obesidad experimental y obesidad control y 21 individuos en el grupo sin obesidad. *p<0.05, **p<0.01.

Respecto a los niveles de TNF-a en suero, solo se observaron diferencias significativas
en la disminucidn de este indicador después de la implementacién del protocolo de salud
con valores de 11.09 a 8.84 una vez finalizado y significancia de p=0.04. No se
presentaron diferencias significativas en el grupo sin programa de salud en las tomas
antes y después ni al comparar las tomas finales de los 3 grupos: Obesidad experimental,

Obesidad control y sin obesidad (P>0.05) (Figura 10).
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Figura 10. Influencia de programa de salud en los niveles de TNF-a (pg/ml). A. Niveles de TNF-a en
suero de adolescentes con obesidad de 11-15 afios antes y después de la intervencién de un programa de
salud con duraciéon de 14 semanas de actividad fisica y orientacién nutricional. B. Niveles de TNF-a
después de la intervencién de un programa de salud en adolescentes con obesidad y adolescentes sin
obesidad. Datos obtenidos mediante la tecnologia Milliplex de Millipore. Los valores representan la media
+ DS de 20 individuos en el grupo con obesidad experimental y obesidad control y 21 individuos en el
grupo sin obesidad. *p<0.05.

VEGEF en suero no presento diferencias significativas al comparar las tomas iniciales y
finales de los grupos con obesidad (experimental y control) obteniendo valores de
p>0.05. Al comparar las tomas finales del grupo experimental, el grupo Obesidad
control y el grupo de adolescentes sin obesidad tampoco se presentaron diferencias
significativas, sin embargo, se puede notar que el grupo control de personas sin obesidad
es el que presenta los niveles més bajos de VEGF (pg/ml) en suero con 178.1 pg/ml
(Tabla 1). Los valores en suero de CRP no pudieron ser detectados en todas las muestras
analizadas y considerando los valores detectados no se pudieron aplicar pruebas
estadisticas debido al bajo nimero de muestras en cada grupo, como es el caso del grupo

Obesidad Control en el cual la toma final solo pudo ser detectada en 1 de 20 muestras.

7.3. Genotipificacion

7.3.1. Genotipificacion del gen CLOCK

La determinacion del polimorfismo rs1801260 correspondiente al gen CLOCK se realiz6

mediante la técnica de PCR-RFLP, la cual se visualiz6 en geles de agarosa obteniendo
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un patrén de bandas especifico para cada genotipo después de digerir el fragmento

amplificado (Figura 11).
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Figura 11. Gel muestra para el polimorfismo rs1801260. Gel agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio
y visualizado mediante un fotodocumentador. M, marcador de peso molecular de 50 pb

7.3.2. Genotipificacion del gen PER?2

Los polimorfismos rs2304672 y rs934945, ambos localizados en el gen PER2 se
realizaron por la misma técnica anteriormente mencionada, RFLP-PCR, generando un
fragmento inicial el cual posteriormente se digirid6 con la enzima de restriccidn, se
obtuvieron patrones de banda caracteristicos para alelo, con lo cual se lleva a la
determinacion de cada genotipo, los fragmentos digeridos fueron visualizados en geles

de agarosa (Figura 12 y 13).
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Figura 12. Gel muestra para el polimorfismo rs2304672. Gel de agarosa al 3% teflido con bromuro de
etidio y visualizado mediante fotodocumentador. M, marcador de peso molecular de 25pb
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Figura 13. Gel muestra para el polimorfismo rs934945. Gel de agarosa al 3.5%, tefiido con bromuro de
etidio y visualizado mediante fotodocumentador. M, marcador de peso molecular de 25 pb.

7.3.3. Genotipificacion del gen PER3

En la figura 14 se observa la determinacion de los diferentes genotipos para el gen PER3
mediante la técnica de PCR en la cual se utilizaron las condiciones mencionadas en la
metodologia, se puede observar la diferenciacion de estos genotipos por medio del

tamafio de bandas especificos para cada alelo de las muestras (Figura 14).

700 pb =——

600 pb —— — E— — 635pb

mm—— — 581 pb
500 pb —
400 pb =—
300 pb =
200 pb =

100 pb =—

=1L

5/5 5/4 4/4

Figura 14. Gel muestra para el polimorfismo rs57875989. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio y visualizado mediante fotodocumentador. M, marcador de peso molecular de 100 pb
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7.3.4. Genotipificacion del gen BDNF

Para la determinacién del polimorfismo en el gen BDNF se emple6 la técnica de ARMS-

PCR, en la cual se emplean 4 oligonucledtidos en una sola reacciéon para la

diferenciacion de los 3 genotipos: GG, GA, AA. Las condiciones utilizadas se

mencionan en la seccién de metodologia (Figura 15).
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Figura 15. Gel muestra para el polimorfismo rs6265. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y
visualizado mediante fotodocumentador. M, marcador de peso molecular de 100 pb.

7.3.5. Distribucion de genotipos en la poblacion

La poblacion de estudio se encontré en equilibrio Hardy-Weinberg para todos los

genotipos de los genes CLOCK, PER2, PER3 y BDNF con valores de p>0.05 (Tabla 3).

Tabla 3. Equilibrio Hardy-Weinberg

GEN Polimorfismo Cr Grupo de trabajo I}’I\ZI MAF Alelos MA
rs1801260 4 sin programa de salud 0.73 0.30 T/C C
CLOCK rs1801260 4 con programa de salud 1.61 0.42 T/C C
rs1801260 4 sin obesidad 4.22 0.31 T/C C
152304672 2 sin programa de salud 2.87 0.27 C/G G
PER?2 1s2304672 2 con programa de salud 3.67 0.70 C/G G
1s2304672 2 sin obesidad 1.56 0.21 C/G G
PERD rs934945 2 sin programa de salud 2.2 0.26 G/A A
rs934945 2 con programa de salud 0.19 0.52 G/A A

o
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1s934945 2 sin obesidad 0.73 0.54 G/A A

rs57875989 1 sin programa de salud 0.89 0.18 4/5 5

PER3 rs57875989 1 con programa de salud 2.88 0.27 4/5 5
rs57875989 1 sin obesidad 1.06 0.30 4/5 5

156265 11 sin programa de salud 0.43 0.13 G/A A

BDNF 156265 11 con programa de salud 0.85 0.19 G/A A
1s6265 11 sin obesidad 0.23 0.09 G/A A

n=61, Abreviaciones: Cr, cromosoma; HW Pval, valor P del equilibrio Hardy-Weinberg; MAF,

Frecuencia del alelo menor; MA, alelo menor.

En la figura 16 A se observa la distribucion de genotipos por grupos de Obesidad y sin
Obesidad, la distribucion de genotipos para el gen CLOCK no presenta diferencias
significativas sin embargo se observa qué el genotipo de riesgo CC se encontrd en
mayor proporcion en la poblacion de adolescentes con Obesidad (15 %) y no se presentd
en la poblacion sin obesidad (0%). La distribuciéon de genotipos para el gen PER2
152304672 presentd diferencias significativas al encontrar el genotipo heterocigoto CG
en mayor proporcion en los sujetos con obesidad (57.5 %) y la ausencia del genotipo
homocigoto de riesgo GG en la poblacién sin obesidad (0%) con valor de p=0.001
(Figura 16 B). Los demds genotipos no presentaron diferencias significativas en cuanto a
su distribucion en grupos de Obesidad y sin Obesidad (Figura 16 C y D), en el caso del
gen BDNF no se detecto el genotipo de riesgo AA en ningun estudiante de la poblacién

analizada (Figura 16 E).
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A CLOCK rs1801260 B PER2 rs2304672
2% TT - %TC ®% CC 5% CC ~%CG =% GG
OBESIDAD 425 . OBESIDAD 57.5% -
SIN OBESIDAD 619 0 SIN OBESIDAD 29 0*
PER?2 rs934945 PER3 rs57875989
¢ H% GG % GA =% AA D "% 44 % 45 m% 55

45 0

524 I

OBESIDAD 45 OBESIDAD

SIN OBESIDAD 66.7 .

BDNF rs6265

SIN OBESIDAD

E
1% GG % GA m%AA
OBESIDAD 314 0
SIN OBESIDAD 19 0

Figura 16. Frecuencia de genotipos en la poblacién. Determinacidon de genotipos mediante diferentes
técnicas de PCR a partir de epitelio bucal; n=61; *significancia p<0.05.

En la tabla 4 y 5 se muestran los valores y porcentajes de cada frecuencia genotipica y
alélica en los grupos de estudio, el genotipo heterocigoto TC del gen CLOCK fue el que
se encontré en mayor proporcion, seguido del genotipo TT y por dltimo el genotipo CC;
en el caso del grupo de Obesidad con programa de salud se observé el genotipo CC con
mayor frecuencia significativa en comparacion con los grupos de Obesidad sin programa
de salud y el grupo sin obesidad; 5, 25 y 0 % respectivamente. Los genotipos del gen
PER2 no mostraron diferencias significativas entre los grupos, para ambos, se

presentaron en mayor proporcion los genotipos heterocigotos CG y GA, y en menor

46



proporcidn los genotipos GG y AA con 0% para el grupo con Obesidad sin programa de
salud y en un 40 y 30 % respectivamente para el grupo de Obesidad con programa de
salud. El gen PER3 no mostro diferencias significativas, sin embargo, se observé menor
cantidad de adolescentes homocigotos para 5/5 solo encontrando 1 sujeto en toda la
poblacion analizada. En el gen BDNF no se observaron adolescentes homocigotos para
el alelo A, en los genotipos restantes no se observaron diferencias significativas entre

grupos.

Tabla 4. Frecuencias genotipicas en la poblacién de estudio

FRECUENCIAS GENOTIPICAS

GRUPO POBLACIONAL
GEN OBESIDAD SIN OBESIDAD CON SIN
PROGRAMA DE SALUD  PROGRAMA DE SALUD  OBESIDAD
TT 9 (45) 8 (40) 8 (38)
CLOCK 151801260  TC 10 (50) 7(35) 13 (62)
cC 1(5) 5 (25)% 0 (0)
cC 9 (45) 0 (0) 12 (57)
rs2304672  CG 11 (55) 12 (60) 9 (43)
GG 0 (0) 8 (40) 0 (0)
PER2
GG 8 (40) 5(25) 4(19)
1934945  GA 9 (45) 9 (45) 14 (67)
AA 3(15) 6 (30) 3 (14)
44 13 (65) 9 (45) 9 (43)
PER3 157875989 45 7 (35) 11 (55) 11(52)
55 0 (0) 0 (0) 1(5)
GG 14 (74) 10 (63) 17 (81)
BDNF rs6265 GA 5(26) 6 (37) 4(19)
AA 0 (0) 0(0) 0(0)

n=61, los datos en paréntesis corresponden a los porcentajes de cada genotipo, *Nivel de significancia

p<0.05.
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Tabla 5. Frecuencias alélicas en la poblacion de estudio

FRECUENCIAS ALELICAS
GRUPO POBLACIONAL
GEN OBESIDAD SIN OBESIDAD CON SIN
PROGRAMA DE SALUD PROGRAMA DE SALUD OBESIDAD

TT 0.70 0.58 0.69

CLOCK rs1801260
CC 0.30 0.42 0.31
CC 0.73 0.30 0.79

1s2304672
GG 0.27 0.70 0.21

PER2
GG 0.74 0.48 0.46
rs934945

AA 0.26 0.52 0.54
44 0.82 0.73 0.70

PER3 rs57875989
55 0.80 0.27 0.30
GG 0.87 0.81 0.90

BDNF 1s6265
AA 0.13 0.19 0.09
n=61.

7.4. Variables en respuesta al programa de salud agrupadas por genotipo

74.1. CLOCKT/C

Se agruparon los adolescentes en base al genotipo y se calcularon las diferencias en los
indices de respuesta de cada una de las variables evaluadas relacionadas al suefio, como
el Cortisol, BDNF, TNF-a, CRP, VEGF, latencia por dia, eficiencia del suefio, tiempo
total de suefio, WASO, numero de irrupciones de suefio e IMC, encontrando diferencias
significativas en las evaluaciones antes y después de la implementacion del programa de
salud en el porcentaje de eficiencia del suefio con cambios de 85.46 a 89.40 para los
portadores del genotipo favorable TT (p=0.02). Los adolescentes con el genotipo
desfavorable CC y los heterocigotos TC no presentaron ningin cambio significativo
(Figura 17 A). Se presentaron diferencias significativas en el TST con los sujetos
portadores del genotipo favorable TT y los heterocigotos TC, el tiempo total de suefio
aument6 una vez finalizado el programa de salud de 6.59 a 8.52 en los homocigotos TT
y de 6.45 a 7.39 en los TC, los niveles fueron altamente significativos con valores de
p=0.001 para TT y de p=0.02 para los portadores del genotipo TC (Figura 17 B). Los

niveles de BDNF disminuyeron de manera altamente significativa de 915.4 a 625.6
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pg/ml (p=0.0009) en los adolescentes con el genotipo favorable TT, los heterocigotos y
el genotipo desfavorable CC no presentd cambios significativos (p>0.05) (Figura 17 C).
En el caso de las demds variables comparadas no se presentaron diferencias
significativas (IMC, Cortisol, TNF-q, latencia por dia, WASO y nimero de irrupciones

de suefio).
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Figura 17. Agrupacién de polimorfismos del gen CLOCK T/C. Determinaciones antes y después del
programa de salud con intervencion de actividad fisica y orientacion nutricional. Eficiencia de suefio y
TST (h) detectados mediante actigrafia y niveles de BDNF mediante ELISA. TST (h), tiempo total de
suefio por dia. n=61. Niveles de significancia p<0.05.

7.4.2. PER2 C/G

Se encontraron diferencias altamente significativas en las evaluaciones antes y después
de la implementacion del programa de salud en el porcentaje de eficiencia del suefio con

cambios de 82.72 a 89.1 para los portadores del genotipo favorable CC (p=0.003); los
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adolescentes con el genotipo desfavorable GG y los heterocigotos CG no presentaron
ningln cambio significativo (Figura 18 A). Se presentaron diferencias significativas en
el TST con los sujetos portadores del genotipo heterocigoto CG, el tiempo total de suefio
una vez finalizado el programa de salud aument6 de 6.89 a 8.64 en los heterocigotos
CG, los niveles fueron altamente significativos con valores de p=0.003 (Figura 18 B).
Los niveles de BDNF disminuyeron de manera altamente significativa de 918 a 706.2
pg/ml y de 875.2 a 562.1 (p=0.002 y p=0.004) en los adolescentes con el genotipo
homocigoto GG vy el genotipo heterocigoto CG respectivamente, el genotipo favorable
CC no present6 cambios significativos (p>0.05) (Figura 18 C). En el caso de las demads
variables comparadas no se presentaron diferencias significativas (IMC, Cortisol, TNF-

a, latencia por dia, WASO y niimero de irrupciones de suefio).
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Figura 18. Agrupacién del polimorfismo del gen PER2 C/G. Determinaciones antes y después del
programa de salud con intervencidn de actividad fisica y orientacién nutricional. Eficiencia de suefio y
TST (h) detectados mediante actigrafia y niveles de BDNF mediante ELISA. TST (h), tiempo total de
suefio por dia. n=61. *p<0.05, **p<0.01.
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7.4.3. PER2 G/A

El porcentaje de eficiencia de suefio aumenté de manera altamente significativa después
de finalizado el programa de salud en la poblacion de obesidad de 85.53 a 89.18
(p=0.0007), este aumento solo fue presentado con los portadores del genotipo
homocigoto favorable GG ya que los demds genotipos GA y AA no mostraron cambios
significativos (p>0.05) (Figura 19 A). El tiempo total de suefio o TST (h) aument6 de
manera altamente significativa una vez finalizado el programa de salud en el genotipo
heterocigoto GA (p=0.002), los genotipos homocigotos GG y AA no presentaron
cambios significativos (Figura 19 B). Los minutos de WASO mostraron diferencias
altamente significativas al comparar las determinaciones iniciales y finales del programa
de salud, de 63.17 a 49.02 min (p=0.002), el genotipo heterocigoto GA y el genotipo
desfavorable AA no mostraron diferencias significativas (P>0.05) (Figura 19 C). Los
niveles de BDNF en suero disminuyeron de manera significativa en los 3 genotipos
después de finalizado el programa de salud, como cabe destacar, el genotipo
heterocigoto GA fue el que presenté el mayor porcentaje de disminucién al compararlo

con los otros genotipos (p=0.025, p=0.001 y p=0.01, respectivamente) (Figura 19 D).
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Figura 19. Agrupacién del polimorfismo del gen PER2 G/A. Determinaciones antes y después del

programa de salud con intervencién de actividad fisica y orientacién nutricional. Eficiencia de suefio, TST
(h) y WASO (min) detectados mediante actigrafia, niveles de BDNF mediante ELISA. TST (h), tiempo

total de suefio por dia; WASO, tiempo de vigilia nocturna; BDNF, Factor neurotréfico derivado de

cerebro. n=61. *p<0.05, **p<0.01.
7.4.4. PER3 4/5

Los heterocigotos PER3 4/5 fueron quienes presentaron cambios altamente
significativos al aumentar de 86.12 a 89.09 (p=0.007) el porcentaje de eficiencia del
suefio, los homocigotos 4/4 no mostraron cambios significativos (Figura 20 A). El
tiempo total de suefio aument6 de manera significativa en los genotipos 4/4 y 4/5, con
valores de 6.57 a 7.45 (p=0.01) en los homocigotos 4/4 y de 7.01 a 9.3 (p=0.001) en los
heterocigotos (Figura 20 B). Los niveles de BDNF (pg/ml) en suero disminuyeron con
una diferencia altamente significativa en los adolescentes genotipo 4/4 con cambios de

877.9 a 641.6 pg/ml (p=0.0002) y en los portadores del genotipo 4/5, de 891.6 a 648.9
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pg/ml (p=0.004) (Figura 20 C). El genotipo 4/4 mostrd cambios significativos en la
disminucién de los niveles de TNF-a en suero, de 12.99 a 10.26 pg/ml (p=0.04), el
genotipo heterocigoto no presenté cambios significativos (Figura 20 D). Las demds
variables analizadas mencionadas anteriormente en la metodologia no presentaron
cambios significativos con valores p>0.05. El genotipo homocigoto 5/5 que consiste en
la insercién de la secuencia VNTR no fue detectado en la poblacion por lo que no pudo

ser comparado.
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Figura 20. Agrupacién del polimorfismo del gen PER3 4/5. Determinaciones antes y después del
programa de salud con intervencién de actividad fisica y orientacién nutricional. Eficiencia de suefio y
TST (h) detectados mediante actigraffa, niveles de BDNF (pg/ml) detectados mediante ELISA y TNF-a
(pg/ml) evaluados mediante la tecnologia Milliplex. TST (h), tiempo total de suefio por dia; BDNF, Factor
neurotréfico derivado de cerebro; TNF-a, Factor de necrosis tumoral alfa. n=61. *p<0.05, **p<0.01.
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7.4.5. BDNF G/A

En el caso de los genotipos para DBNF G/A se presentaron diferencias significativas en
un aumento del porcentaje de eficiencia de suefio en los heterocigotos GA, 86.21 a 89.48
(p=0.02) (Figura 21 A). El tiempo total de suefio promedio por dia aumentd
significativamente de 6.93 a 8.23 h (p=0.001) en los homocigotos con el genotipo
favorable GG y en los heterocigotos GA de 6.48 a 8.13 h (p=0.03) (Figura 21 B). Los
niveles en suero de BDNF disminuyeron significativamente en los homocigotos GG,
902.4 a 685.2 pg/ml (p=0.0006) y de 837.2 a 527.4 pg/ml (p=0.003) en los adolescentes
con genotipo heterocigoto GA (Figura 21 C). Los genotipo favorable GG disminuyeron
de manera significativa los niveles en suero de la citosina TNF-o de 12.84 a 10.78 pg/ml
(p=0.04), caso que no sucedié con los heterocigotos GA (Figura 21 D). Las demads
variables analizadas no presentaron cambios significativos con valores p>0.05. El
genotipo homocigoto para el alelo A no fue detectado en la poblacion de estudio por lo

que no pudo ser comparado con los genotipos mencionados.
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Figura 21. Agrupacién del polimorfismo del gen BDNF G/A. Determinaciones antes y después del
programa de salud con intervencion de actividad fisica y orientacién nutricional. Eficiencia de suefio y
TST (h) detectados mediante actigrafia, niveles de BDNF (pg/ml) detectados mediante ELISA y TNF-a
(pg/ml) evaluados mediante la tecnologia Milliplex. TST (h), tiempo total de suefio por dia; BDNF, Factor
neurotrdfico derivado de cerebro; TNF-a, Factor de necrosis tumoral alfa. n=61. *p<0.05, **p<0.01.

7.5. Variables en respuesta al programa de salud y su asociaciéon con el genotipo
La valoracién de la influencia del programa de salud y los genotipos en los genes
CLOCK, PER2, PER3 y BDNF sobre los pardmetros analizadas mostré6 que los
genotipos TT y TC en el gen CLOCK influyen de manera significativa con estimados
negativos en el tiempo total de suefio de la poblacién, indicando que el TST (h)
disminuy6 en los adolescentes portadores de estos genotipos, asi mismo, los portadores
del genotipo TC presentaron un aumento en los niveles de TNF-a (pg/ml) después de
finalizado el programa de salud. El nimero de irrupciones durante el suefio disminuy6

de manera significativa en los portadores del genotipo 4/5 después de finalizado el
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programa de salud con una significancia de p=0.0371 (Tabla 6).Los genotipos restantes

no mostraron valores estimados significativos.

Tabla 6. Analisis de covarianza ANCOVA

GEN SNP GENOTIPO VARIABLE ESTIMADO SE P
TT TST (h) -1.730821 0.702741  0.0169
CLOCK 151801260 TC TST (h) -2.251498 0.722280  0.0433
TC TNF-a (pg/ml) 9.7898 3.0765 0.0130
PER3 1s57875989 4/5 # Irrupciones -14.2394 4.6288 0.0371

SNP, polimorfismo; SE, error estandar; P, valor de significancia.

Los andlisis de asociaciéon de los diferentes genotipos en los genes CLOCK, PER2,
PER3 y BDNF y los niveles de las variables evaluadas agrupando de manera global a la
poblacién en obesidad y sin obesidad (incluyen adolescentes con programa y sin
programa) mostraron una asociacion estadisticamente significativa entre el genotipo de
riesgo GG vy los niveles de IMC en la poblacion de adolescentes con obesidad (Figura
22). Los portadores del alelo G para el SNP rs2304672 presentan 2.176 més de IMC
(kg/mz) en comparacion con los portadores del alelo C, se observa que ningun

adolescente de la poblacién analizada sin obesidad presenta el genotipo de riesgo GG.

Del mismo modo, se observé que los portadores del genotipo de riesgo AA del SNP
rs934945 presentaron 2.15 (pg/ml) mas de TNF-a en suero al compararlos con los

genotipo GG y GA (Figura 23).

No se encontraron asociaciones significativas entre los genotipos de los genes CLOCK,
PER3 y BDNF y los niveles de las variables analizadas entre la poblacion de

adolescentes con obesidad y adolescentes sin obesidad.

56



=
o
1

—]
e

IMC (kg/m°)
N
T

10+
0 I I I I I I
OB SinOB OB SinOB OB Sin OB
CcC CG GG
CHR SNP BETA SE R’ T P
2 152304672 2.176 0.8271 0.1049 2.63 0.01087

Figura 22. IMC (kg/m”) del grupo de adolescentes con Obesidad y sin Obesidad. Determinaciones
iniciales. OB, Obesidad; Sin OB, sin Obesidad; CHR, numero de cromosoma; SNP, posicién del SNP;
BETA, coeficiente de regresion; SE, error estdndar; Rz, r cuadrada; T, distribucion de T basado en el test
de Wald; P, valor de P en el test de Wald. n=61. **Significancia p<0.01.
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Figura 23. TNF-a (pg/ml) del grupo de adolescentes con Obesidad y sin Obesidad. OB, Obesidad; Sin
OB, sin Obesidad; CHR, numero de cromosoma; SNP, posicion del SNP; BETA, coeficiente de regresion;
SE, error estandar; RZ, r cuadrada; T, distribucidén de T basado en el test de Wald; P, valor de P en el test

de Wald. n=61. *Significancia p<0.05
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7.6. Asociacion haplotipica
Los resultados de la prueba de epistasis no arrojaron resultados significativos por lo que
no se presentd una interaccién entre los diferentes genes y un determinado caricter

fenotipico en los grupos de obesidad y sin obesidad de la poblacién de estudio (Tabla 7).

Tabla 7. Prueba de Epistasis

CHR1 SNP1 CHR2 SNP2 OR STAT P
1 1s57875989 2 1s934945 0.9281 0.008602 0.9261
1 rs57875989 2 152304672 1.87 0.3205 0.5713
1 rs57875989 4 rs1801260 0.4068 0.8957 0.3439
1 rs57875989 11 1s6265 0.7123 0.05627 0.8125
2 rs934945 2 1s2304672 3.345 2.151 0.1425
2 rs934945 4 rs1801260 1.283 0.2009 0.654
2 15934945 11 1s6265 0.362 1.223 0.2688
2 152304672 4 rs1801260 0.9446 0.005153 0.9428
2 152304672 11 1s6265 0.8278 0.01931 0.8895
4 rs1801260 11 1s6265 0.3465 0.9564 0.3281

CHRI1, cromosoma del primer SNP; SNPI1, Identificacién del primer SNP; CHR2, Cromosoma del
segundo SNP; SNP2, Identificacién del segundo SNP; OR, Odds ratio de la interaccién; STAT, estadistico
de chi cuadrada; P, valor de p. n=61. Significancia p<0.05.
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8. DISCUSION

Meéxico ocupa el primer lugar de obesidad infantil a nivel mundial, lo que ocasiona una
alta incidencia de enfermedades crénico degenerativas, diabetes y otras morbilidades, las
cuales son consecuencia del sindrome metabdlico temprano progresivo. A nivel nacional
y estatal existen diferentes campaias como: PASOS, SPA, Vibra Nuevo Leén, entre
otras, que se aplican de manera general a la poblacién basdndose en intervenciones de
actividad fisica, control nutricional y psicoldgico, sin embargo estas, no hacen distincién
de las caracteristicas individuales que posee cada persona al inicio del programa,
particularidad que tiene una gran influencia en el resultado del plan de intervencidn, ya
que se ha observado que este tipo de estrategias conllevan a resultados solo a corto plazo

(OMS, 2012).

Existen datos asociados de la respuesta en la poblacion hacia los programas de salud
basados las caracteristicas antes mencionadas (pruebas fisicas, antropométricas,
metabdlicas y psicoldgicas), sin embargo, no hay estudios que correlacionen los datos
fenotipicos y algun genotipo especifico con cada variante analizada, como pueden ser
los polimorfismos genéticos en los genes CLOCK, PER2, PER3 y BDNF involucrados
en el reloj circadiano y la respuesta inmune en los humanos, los cuales, se ha reportado
que influyen en la regulacién del suefio, recientemente considerado como un factor mas
que influye en el desarrollo de obesidad junto con la falta de actividad fisica y una mala
alimentacion (Van Cauter y Knutson 2008). Debido a lo anterior antes mencionado, este
estudio se planted con la finalidad de determinar la utilidad de estas variantes genéticas
para crear una posible herramienta para su aplicacién en poblaciones especificas asi
como en campafias y plataformas individualizadas, logrando asi, un resultado del cual

todos puedan beneficiarse disminuyendo los indices de obesidad.

En nuestros resultados asociados a los pardmetros involucrados en el suefio pudimos
observar que la implementacion del programa de salud con actividad fisica y orientacién
nutricional aumenté de forma significativa el promedio de las horas del TST en los
adolescentes con obesidad (p=0.013), sin embargo, este aumento también se presentd en
el grupo de obesidad sin protocolo (p=0.001), por lo que al comparar ambos grupos no

se observaron diferencias significativas (p=0.098). Cabe mencionar que del grupo con
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programa de salud se pudo observar que determinados adolescentes fueron los que
presentaron mayor respuesta al finalizar el protocolo por lo que éste resultdé ser mas
favorable para ciertos adolescentes. Esta caracteristica en los resultados obtenidos
concuerda con estudios anteriores en los que se menciona que la prictica de ejercicio de
larga duracidn, por lo menos de una hora, aumenta de manera significativa el tiempo
total de suefio, sin embargo, existen componentes genéticos que influyen el ciclo
circadiano de suefio/vigilia que pudieran incrementar o disminuir la calidad de suefio
independientemente de un estimulo externo como la actividad fisica, con lo que se puede
mencionar que la actividad realizada en el protocolo de salud, el “taller balon”, y la
orientacién nutricional tuvieron mayor impacto favorable significativo en las horas
promedio de suefio de un nimero de adolescentes en particular (Atkinson y Davenne,
2007). Las variables de IMC, minutos de latencia, porcentaje de eficiencia de suefio,
minutos de WASO y ntimero de irrupciones de suefio no mostraron cambios
significativos al finalizar el programa de salud, se ha mencionado que una posible causa
de la falta de un impacto significativo en las variaciones de los niveles de estos
parametros relacionados a calidad de suefio y composicién corporal podria ser la
intensidad del ejercicio realizado ya que no se conté con un monitoreo cardiaco del
esfuerzo desarrollado, asi como de diversos mecanismos potenciales externos que
influyen de manera indirecta en la respuesta del ejercicio sobre la fisiologia normal del
suefio, como la exposicion a la luz natural antes de ir a dormir, niveles de ansiedad,
depresién o estrés de las personas, consumo de diversas sustancias (café, bebidas
energéticas, tabaco, alcohol, etc.) y los efectos bioquimicos propios de la prictica de

actividad fisica (Tan et al., 2013; Youngstedt 2005).

En el caso de los indicadores metabdlicos e inmunoldgicos involucrados en el suefio. los
niveles de cortisol no mostraron cambios significativos después del programa de salud
con intervencion de actividad fisica y orientacion nutricional (p>0.99), datos que son
consistentes con los reportados por Born et al., 1997, en donde menciona que podria
existir una disminucién de los niveles de cortisol después de periodos prolongado de
falta de suefio, caso contrario a lo observado en nuestros resultados en donde los
adolescentes no presentaron periodos prolongados de falta de suefio ya que los patrones

evaluados mediante actimetria se mostraron constantes durante el protocolo, los niveles
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de cortisol se encontraron en sus valores normales con una secrecién maxima por la
mafiana al momento de despertar, indicando al organismo el inicio de la actividad diaria
disminuyendo el suefio (Backhaus et al., 2004). Respecto a los niveles de BDNF, estos,
disminuyeron de manera significativa al finalizar el programa de salud (p=0.0001), sin
embargo, esta disminucién también se presenté en el grupo de adolescentes que no
realizaron el protocolo (p=0.007). Al comparar los datos finales de los adolescentes con
obesidad y la poblacion control sin obesidad se pudo observar que los primeros,
presentaron menores niveles en suero de BDNF (p=0.0002), datos que concuerdan con
diversas investigaciones en las cuales se plantea la hipdtesis de una mayor
vulnerabilidad al estrés debido a la mala calidad de suefio puede conducir a una
disminucion de la secrecion de BDNF. Tal disminucion se menciona que podria estar
asociada con una disminuciéon en la expresion de mRNA de BDNF en células
mononucleares de sangre periférica. Asi mismo, se ha demostrado consistentemente que
la prolongada vigilia como resultado de la falta del suefio puede ser considerada como
un factor de estrés para el cerebro, conduciendo a una reduccion de los niveles de BDNF
en suero, resultados que se observaron con los sujetos con obesidad (Giese et al., 2013).
Al observar que los niveles de BDNF se encuentran en menor cantidad en la poblacion
con obesidad comparados con los adolescentes sin obesidad y que los niveles de cortisol
como un indicar de estrés no presentaron diferencias significativas en ningin grupo asi
como que los parametros involucrados en el suefio no presentaron cambios significativos
entre obesidad y sin obesidad se puede considerar en este estudio que la disminucién en
suero de este analito puede ser causa no de una mala calidad de suefio, sino, de factores
genéticos como el polimorfismo rs6265 en el cual el genotipo GG representa menores
niveles de BDNF en suero (Lang et al., 2009). Los niveles de TNF-a en suero
disminuyeron de manera significativa al finalizar el programa de salud con actividad
fisica y orientacién nutricional (p=0.049), resultados que concuerdan con
investigaciones anteriormente realizadas en las que se observd que los niveles
plasmadticos de TNF-a ese encontraron significativamente disminuidos a los 4 meses de
intervencion con actividad fisica y educacidon nutricional en pacientes con sindrome
metabdlico basal, mientras que se mantuvieron constantes 0 aumentaron en pacientes no

intervenidos y las personas sin sindrome metabdlico (Barriga-Ibars et al., 2005), Se ha
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mencionado que la privacion del suefio altera las respuestas inmunes e induce un
aumento en los niveles de marcadores inflamatorios como TNF-a. (Shearer et al., 2001;
Zielinski y Krueger 2011) por lo cual, con lo anterior antes mencionado se puede estimar
que el programa de actividad fisica resulto en cambios favorables sobre este indicador al
disminuir los niveles de TNF-a. Al comparar los niveles de TNF-alfa con el grupo
control sin obesidad no se observaron diferencias significativas por lo que el programa
de salud resulto en cambios favorables al impactar en la disminuciéon de un estado
inflamatorio causado posiblemente por una falta de suefio en los adolescentes. Los
valores en suero de VEGF no cambiaron significativamente al ser comparados en las
evaluaciones iniciales y finales después del programa de salud, asi como tampoco al ser
comparados con los sujetos obesos y sin obesidad, estos resultados concuerdan con los
reportados por Rehman y colaboradores en el 2003 quienes tampoco encontraron
diferencias significativas de los niveles en suero de VEGF en una poblacion de obesidad
y no obesidad. Los cambios que se esperarian después de finalizado el programa de
salud no se reflejaron ya que posiblemente la cantidad y nivel de actividad no fue el
suficiente para impactar significativamente en esta variante o posiblemente esta variante
no se encuentra relacionada con los indicadores de calidad de suefio, asi como tampoco
pudiera ser considerada como un indicador determinante de obesidad. Los niveles de
CRP no pudieron ser evaluados mediante los analisis estadisticos ya que no fue
detectado por el procedimiento en la mayoria de las muestras, de las 61 muestras solo se
detectaron los niveles de 11 muestras, de las cuales se observd que no se presentaron
cambios en las evaluaciones iniciales y finales, asi como tampoco al ser comparados en
adolescentes con obesidad y sin obesidad, la privacion de suefio o algin trastorno en el
suefio se ha mencionado que aumenta los niveles de CRP lo cual no fue observado en
nuestra poblacion, la inconsistencia de estos datos pudiera ser debido a la diferencia
entre las metodologias de los estudios reportados, incluyendo variables no consideradas
en esta investigacion como la duracion de la falta del suefio, la exposicion a la luz, el
tiempo de la toma de muestra, el perfil nutricional asi como los limites de deteccion de
las metodologias empleadas para detectar los niveles de CRP (Panagiotakos et al.,

2005).
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Respecto a la hipétesis de que los polimorfismos en los genes CLOCK, PER2, PER3 y
BDNF se asocian los con pardmetros metabdlicos e inmunoldgicos involucrados con la
calidad del suefio en respuesta a un programa del salud se encontraron diferencias
significativas con determinados genotipos del gen CLOCK, siendo el genotipo TT el que
presento mayor respuesta favorable al aumentar el porcentaje de eficiencia de suefio
(p=0.02), aumentar el TST (p=0.001) y disminuir los niveles de BDNF (p=0.004) en las
determinaciones iniciales y finales. Estos resultados son consistentes con diversas
investigaciones en las cuales hacen referencia al genotipo TT como genotipo favorable,
ya que presenta los mayores indices de respuesta en programas con intervenciones de
actividad fisica y nutricién, reportindose que el alelo T es el que resulta con mayores
cambios significativos en las variables asociadas con el suefio, mientras que los
portadores del alelo C presentan alteraciones en los comportamientos alimenticios
asocidndose con una reduccion en la efectividad de la pérdida de peso en un tratamiento
dietético, inclusive se ha demostrado que el polimorfismo CLOCK 3111 T/C puede
predecir el resultado en la pérdida de peso con estrategias dietéticas bajas en grasa en
poblaciones sedentarias (Garaulet er al., 2010a). Respecto a nuestros resultados de
asociacion, estos mostraron que en este polimorfismo rs1801260 los adolescentes con
obesidad portadores del genotipo TC presentaron mayores niveles de la citocina TNF-a
(r=9.78) en la toma basal, la cual disminuyo significativamente al finalizar el programa
de salud, este genotipo indica la presencia del alelo de riesgo C con valores iniciales
elevados de esta citocina, resultado que concuerda con investigaciones en las que se
indica el alelo C como portador de susceptibilidad a la inflamacién ocurrida en la
obesidad (Monteleone et al., 2008). Asi mismo, se observo que los genotipos TT y TC
influyeron de manera significativa con estimados negativos en el tiempo total de suefio
de la poblacion con obesidad (r=-1.73, r=-1.25, respectivamente), indicando que el TST
es menor en los adolescentes obesos portadores de estos genotipos, sin embargo, son los
genotipos que aumentan de manera significativa el tiempo total de suefio al finalizar el
programa de salud, esta discrepancia en los resultados obtenidos se ha presentado en
investigaciones en las cuales se ha considerado la influencia de otros factores que no
fueron considerados en el presente estudio, mencionando la influencia de diferencias en

herencias étnicas y/o vinculos con otros polimorfismos no analizados haciendo
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referencia a que no siempre se cumple una asociacion en los indices de respuesta y el

polimorfismo CLOCK T/C (Garaulet et al., 2010a; Bandin et al., 2013).

En el caso del polimorfismo rs2304672 del gen PER?2 el alelo C fue el genotipo que
mostro mayores indices de respuesta al programa de salud, ya que los portadores de los
genotipos CC y CG aumentaron de manera significativa el porcentaje de eficiencia de
suefio y el tiempo total de suefio con valores de p=0.003 en ambos casos al finalizar el
programa de salud, mientras que los portadores de los genotipos CG y GG mostraron
disminucion de los niveles de BDNF en suero. Estas caracteristicas pudieran estar
relacionadas con que la presencia del alelo C resulte en considerarse como genotipo
favorable en la respuesta al programa de salud empleado en esta investigaciéon. En el
caso del genotipo GG que disminuyé los niveles de BDNF se podria indicar que este
genotipo no responde de manera favorable, resultados consistentes con investigaciones
en las que el alelo G se asocia con trastornos en la duracién del suefio (Carpen et al.,
2005). Estos datos se confirmaron posteriormente al realizar los andlisis de asociacion de
los genotipos para el polimorfismo C/G y las variantes analizadas, encontrando que el
genotipo GG incrementa 2.176 los niveles de IMC en los adolescentes analizados. Se
puede mencionar que el genotipo de riesgo resulto ser el genotipo GG sin embargo los
resultados obtenidos en esta investigacion no pueden ser determinantes para considerarlo

como un indicador en la respuesta a programas de salud.

El genotipo GG del polimorfismo rs934945 en el gen PER2 presentd mayor porcentaje
de eficiencia en suefio al final el programa de salud (p=0.0007) y menor tiempo de
WASO (p=0.002), caracteristicas favorables que pudieran considerarse atribuidas a este
genotipo ya que al comparar con los genotipos GA y AA estos presentaron resultados no
tan favorables. Los portadores del genotipo GA disminuyeron los niveles de BDNF
(p=0.001) al finalizar el programa de salud, asi mismo al realizar los andlisis de
asociacion se observé que los portadores del alelo A presentan 2.15 pg/ml mayor
cantidad de TNF-a en suero, estos resultados demuestran que el alelo G se relaciona con
una mejor respuesta a las condiciones en contra de la obesidad, consistente a lo
reportando en donde se ha indicado que el gen PER2 puede modular los

comportamientos fenotipicos en la ingesta de comida, afectando no solo a corto plazo la
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pérdida de peso sino también el mantenimiento de la pérdida de peso a largo plazo
(Englund et al., 2009; Garaulet et al., 2010). Con estos resultados no se pudiera estimar
un determinado haplotipo en el gen PER2 con la respuesta a un programa de salud, sin
embargo, se pudiera considerar que estos dos genotipos CG pudieran influir en mayor o
menor respuesta a un protocolo con actividad fisica y orientacién nutricional para

combatir la obesidad.

Respecto al polimorfismo rs57875989 en el gen PER3 solo se detectaron los genotipos
4/4 y 4/5, el polimorfismo 5/5 no se encontré en la poblacién de estudio probablemente
debido a que es considerado como genotipo poco comun, por lo que el nimero de
adolescentes analizados no fue el suficiente para encontrar la presencia de los 3
genotipos, resultados consistentes en otras investigaciones en las que se demuestra que
las frecuencias de los alelos de los genes del reloj circadiano, incluido el polimorfismo
PER3 VNT3 varian con el origen étnico (Kunorozva et al., 2012). Se observé que los
mejores niveles de respuesta finalizado el programa de salud se obtuvieron para el
genotipo favorable 4/4, con el cual aument6 el tiempo total de suefio (p=0.015) y
disminuyeron los niveles de TNF-a (p=0.041). El genotipo heterocigoto 4/5 present6
una influencia sobre el nimero de irrupciones de suefio por noche presentando un
estimado significativo negativo de -14.23, lo cual indica que los adolescentes con este
genotipo presentaron menos irrupciones de suefio por noche. Estos datos concuerdan con
los encontrados en una poblacién de participantes con problemas de suefio en donde la
presencia del alelo 5 solo se observo en las personas con diagnostico de trastornos del
suefio, y el alelo 4 fue el presente en las personas con preferencias de matutinidad
(Ebisawa et al 2001). Los resultados de este estudio no pueden sostener que este
polimorfismo se encuentre correlacionado con trastornos en el suefio o la mejor
respuesta en las variantes analizadas en respuesta a un programa de salud por lo que se
necesita aumentar el tamano de muestra considerando la ausencia de un genotipo en la

poblacién estudiada.

En cuanto al polimorfismo rs6265 del gen BDNF se observé que los portadores del
genotipo GG presentaron mayor porcentaje de eficiencia de suefio (p=0.001),

disminucién de los niveles de la citocina TNF-a (p=0.042) y disminucion de los niveles
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de BDNF (p=0.0006). Estudios vitro han sugerido que el alelo A (Met) afecta la
secrecion y el trafico intracelular de los niveles de la proteina BDNF causando
desacoples en la calidad del suefio (Bachmann et al., 2012), datos consistentes con los
nuestros en los que la ausencia de este genotipo en la poblacién se vio reflejado en mejor
respuesta al finalizar el programa de salud. Cabe mencionar que los niveles de BDNF
disminuyeron con los portadores del alelo G, resultados que no precisamente indican que
el programa de salud resulto de manera desfavorable, sino que, los niveles de esta
citocina disminuyeron probablemente por la presencia del genotipo GG el cual
demostrado que disminuye la secrecidn de los niveles de BDNF de las neuronas, viendo
reflejado su efecto en la deteccion de BDNF en suero en sangre periférica (Lang et al.,
2009), existe controversia sobre el genotipo que pudiera determinar niveles elevados o
disminuidos de esta citocina, sin embargo, hay que considerar la influencia que la etnia
tiene sobre la genética, por lo cual en este trabajo los niveles se vieron influenciados por
el alelo G. Ademads de esto, el aumento del nimero de sujetos es una caracteristica a
considerar ya que no se pueden realizar andlisis estadisticos de asociacion tan certeros

sin la presencia de los 3 genotipos.

Acerca de la relaciéon de los polimorfismos analizados en este trabajo los andlisis de
epistasis no mostraron una interaccion de los genotipos la cual pudo no ser observada ya
que no se presentaron los 3 genotipos de cada polimorfismo en los sujetos analizados
aunado a que el nimero de adolescentes por genotipo era muy bajo (Pedrazzoli et al.,

2010).

Los presentes resultados demuestran que la implementacion de programas de salud con
actividad fisica y orientacién nutricional asi como la interaccién de variables fisicas,
metabdlicas, inmunoldgicas y de diversos genes asociados son mds informativos que los
estudios de variables individuales o genes individuales por estudio. En conjunto, los
resultados muestran que es posible detectar interacciones entre los genes de reloj
circadiano asociados con los fenotipos, pero hay que considerar factores que pueden
influir en los resultados, como los métodos para determinar los niveles de citocinas, la
hora de la obtencién de muestras asi como el empleo de cuestionarios sobre la calidad de

suefio, lo que podria ayudar a generar informes mas especificos sefialando asi un camino

66



hacia la construccién de una estrategia de prevenciéon y control con la finalidad de

disminuir los indices de obesidad en la poblacién.
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9. CONCLUSIONES

La implementacion del programa de salud influyé favorablemente con el
aumento del tiempo total de suefo, porcentaje de eficiencia de suefio y la
disminucién de la citocina TNF-a.

Los portadores del alelo T del gen CLOCK mostraron mayor porcentaje de
eficiencia en el suefio, aumento del tiempo total de suefio y disminucién de los
niveles de BDNF en suero al finalizar el programa de salud. Se encontré una
correlacion del alelo T con una disminucién del tiempo total de suefio y un
aumento en los niveles de TNF-a en los adolescentes con obesidad.

Los portadores del alelo C en el polimorfismo rs2304672 del gen PER 2
presentaron un aumento en el porcentaje de la eficiencia de suefio y tiempo total
de suefio después de la implementacion del programa de salud. El alelo G se
asoci6 de manera significativa con mayores niveles de IMC.

Los portadores del alelo G en el polimorfismo rs934945 del gen PER2 mostraron
aumento en el porcentaje de eficiencia de suefio, aumento en el tiempo total de
suefio y disminucion de los minutos de WASO al finalizar el programa de salud.
El genotipo AA se encontré asociado con mayores niveles de TNF-a.

Los portadores de la variante 4 en el gen PER 3 presentaron un aumento en el
tiempo total de suefo, disminucion en niveles de BDNF y disminucidn en niveles
de TNF-a al finalizar el programa de salud. El genotipo heterocigoto 4/5 se
correlaciono con una disminucién del nimero de irrupciones de suefio.

Los portadores del alelo G del gen BDNF mostraron un aumento significativo en
el tiempo total de suefo, disminucion de los niveles de BDNF y TNF- a al
finalizar el programa de salud. El genotipo GG se correlaciono con menor
nimero de irrupciones de suefio por noche.

En esta investigacion se analiz6 mediante indicadores antropométricos,
fisiol6gicos, metabodlicos e inmunoldgicos la eficacia de un programa de salud
piloto enfocado a la poblacién vulnerable con obesidad logrando determinar
parametros y perfiles inmunolégico-moleculares asociados con variantes

genéticas.
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10.PERSPECTIVAS

El pequefio tamafio de la muestra en este estudio piloto resulté ser una de las principales
limitantes ya que al dividir la poblacién en base al genotipo se pudo observar la ausencia
de adolescentes con los genotipos menos frecuentes, los cuales resultan ser importantes
al realizar los andlisis estadisticos; por este motivo, en futuras investigaciones se deberd
contemplar el nimero de muestras para la poblacidon a analizar esperando obtener un
nimero mds homogéneo para todos los genotipos. Asi mismo, también se considera
analizar otras poblaciones con diferentes etnias para observar una correlacion especifica

con las diferentes regiones.

Otra caracteristica a considerar en estudios posteriores es un comparativo en sesiones de
diferente intensidad de actividad fisica. Dichas intervenciones servirian para evaluar los

efectos de la dosis-respuesta del ejercicio en la efectividad de la calidad de suefo.

El seguimiento nutricional seria importante al integrar nutri6logos por caracteristica
fenotipica y psicélogos que apoyen en el manejo integrado de la obesidad. Considerando
lo anterior se podria considerar el llevar de manera escrita los habitos alimenticios de la

poblacidn a estudiar mediante la generacion de informes especificos.

Se necesitan més estudios de intervencion para asociar las evaluaciones en la calidad de
suefio. Como perspectiva se podrian integrar monitoreos continuos en etapas intermedias
mediante el uso de test sobre el suefio, ansiedad o depresion los cuales son factores que
se involucran de igual manera en el desarrollo de sindrome metabdlico. Por otra parte,
incrementar analisis de expresion génica, asociaciones epigenéticas, asi como
incrementar perfiles metabdlicos e inmunoldgicos, nimero de SNP’s o estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS). Los posibles resultados se emplearian como
herramientas base para la generacion de marcadores de riesgo al sobrepeso y la

obesidad, dichas plataformas servirian para la prevencién de enfermedades cronicas.
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ANEXOS
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Tel 835223 38
Qudlstmopretosac24@hotmall, com
DR. “2014, AR DE OCTAVIO PAZ"
OSWALDO CEBALLOS GURROLA
RESPONSABLE TECNICO DEL PROYECTO Oficio No. 02
PRESENTE.-

Por este medio le envio un cordial saludo y 8 la vez me permito comunicarie que de

Expedienie 20142015
ASUNMO. = cue m oca

Facultac o2 Organizackn Departiva
Or. Oswaido Cebaios Gurrola
Responsable Técnico da! Proyecta de Investigecién

i Educacién Fisics y D i inconveniente

::'::'::;“P d',,_ LG, Fh:y iales ¢ HOWTUM de la Ob .f"}: Por medo do la presante i Direccion de ls Escusta Secundaria No. 24 "Guilermo Prioto”
9 omo o dn i3 autorzacidn para que s leve a cabo of Proyecio de inveshgackin ttulado * INDICADORES

la fa”™ con los de la Sec. No. 24 "Guillermo Prieto” del sistema Estatal en BIOSOCIALES COMO PREDICTORES DE LA OBESIDAD EN LA ADOLESCENCIA’ con ef

el tumo matutine, Informandole que el Profr. César Omar Salinas Lopez, es el contacto da amNado de nuesira instturcidn

esta D i6n con la Di de la S daria para que no tengan problemas en aplicar lo

que sea en onala

Sin otro asunto en particular, quedo de usted

ATENTAMENTE

Se revtara que se pusde hacer uso de s instalaciones Hecesanas y en la mogor
d5posicion de apoyarios en lo gue haga faita

Age o de Su atancitn, g de usted

'ESTUDIANTES, MAESTROS ¥ FAMILIA UNIDOS PARA UN MUNDO MEJOR'

San Nicolas dejos Garza, N L3 11 de Agosto del 2014

ATENTAMENTE.-

EEE Arvwo
SRy
; )
. LU
D Sogretaria de ‘:; Profra Mar'a Sanjlafa Garcia Mamoquin
Noevo Leon EDUCACION Diececca
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ANEXO 2. Carta de consentimiento Informado

Universidad Auténoma de Nuevo Leén

de P
Protocoko de Investigackn
“INDICADORES BIOPSICOSOCIALES COMO PREDICTORES
DE LA OBESIDAD EN LA ADOLESCENCIA®
Dr. Oswaldo Ceballes Gurrola

FORMULARIO DE INFORMACION PARA PADRES O TUTORES
CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: “INDICADORES BIOPSICOSOCIALES COMO PREDICTORES
DE LA OBESIDAD EN LA ADOLESCENCIA™

VERSION DEL ESTUDIO: Version 2.0, fecha 10 de agosto de 2014
VERSION DEL DOCUMENTO: Versién 2.0, fecha 10 de agosto de 2014,

Director: Of, ¢ Gurrols
Direccidn de la Facultad de Deportiva de la UANL., Campus
Chudad Universitaria, Av. Alfonso Reves 3/n, San Nicols de los Garze, N.A,
CP. 66451, Teléfono oficina: (81)8352-2356 y teléfono celular 24 hoas: 81-
15445916, correo electronico: oscegu@hotmait com

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Sc Oswaldo Ceballos Gurrola
Direccidn de la Facultad de Organizacion Deportiva de la UANL., Campus
Cudad Universitaria, Av. Afonso Reyes 5/n, San Nicolds de los Garza, N.L,
€. 66451, Telefax: (81)8352-2356. Celular 24 horas: §1-1544-5916, correo
electrémco:

Comité de Etica: Comuté de ética en del de ¥ Dess
Ciencias de i Salud, CIDICS, UANL.
Contacto: Presidente Dr. Eloy Cirdenas Estrada
nhh- +52(81) 13404370 ext. 1743, Celular: 044-81-8020-7585, 24 horas.
adu.mx

(Sefalar: Padre / Madre / Tutor)

Con fecha de nacimiento de /- Masculing - / - Femenino - /

JNa . Ay

Iniciales ___ /[ ______

Fochif S f Me f _Ale
Facultad de Organizacion Departiva, UANL / Campus Cludad Universitaria, C.7. 66451,
San Nicolds de los Garza, N.L. México
investigador Principal: Dr. Oswalde Cedallos Gurrola
ow Tedefax: + 52(81)8352-2356  oscegu@hotmail. com

112 DKA. (Absorclometria dusl de rayos X) se medird de cuerpo completo y a nivel
regional, ls mass grasa, la masa libre de grass sin hueso, &a densidad minecal Ssea
y ol contenido mineral 6seo. Los participantes tendrin que entrar con ropa ligera
{short y playera), se reakzardn dos andlisis.

113 Medicion del agua total corporal. Esta medicidn se realizard con el método de
dilucidn con deuterio, sdministrando 30g de sgua deuterada y tomando 2
muestras de saliva, basal y posdosis.

€l andlisis de composicion corporal Incluird los cambios en la masa grasa abdominal y

apendicular, y como medida de control, las estimaciones de composiciin corporal serkn

evaluadas.

12 Perfil de Nipidos sanguineos y Glucosa
Se determinardn los valores de colesterol total y sus fracciones de Alta Densided (HDL-C) y
Baja Densidad (LDLC), asi como de triglicéridos en sangre y niveles de Glucosa. En
mampaumnwmwmaw'm punzando ls
el brea

personal

13 Presidn arterial
Se tomard la presion en & mufiecs (carpo) del brazo Rquierdo, para lo cual la persona
Mmmhnﬂlmmmm-ﬁmmm'lm Se utiza
HEM 6111

14 Factores Blolégicos
Se realizardn pruebes de metabolismo y andlisis de ADN, de los cudles para ef andlisis de
metabolismo se tomard una muestra de saliva y una gota de sangre capllar mediante
lanceta. Dichas muestras se utilizarén para que se analice su perfil gendtico-metabolico
con Anes de Investigacion y observar la asociacion de dichas variantes con ks obesidad. A
través de un procedimiento denominado “a doble clego”, &5 decr sin saber la procedencla
del individuo de donde se ha obtenicdo su muestra. Al aceptar Partiipar en este proyecto
de Investigacidn dichos resultados obtenidos serén manejados en forma confidencial y
que en ningun momento se violard la privacidad del resultado obtenkdo. Se entiende
también que el andlisis de las muestras durante el estudio NO implica ningdn costo extra
para el participante y que los gastos serdn absorbidos por los Investigadores. Por otra

Feche Da __J Me f Ao Iniciales __/______/______
Facultad de Organizacién Deportiva, UANL / Campus Cludad Universitarla, C.0. 66451,

San Nicolds de o5 Garza, N.L. México
Principat: Or. Oswaldo Ceballos Gurrols
Telefax: + 2356

...‘l-

. m e

Ers DE LA OBESIDAD EN LA ADOLESCENCIA®

i

by

Se le extiende una Invitacion & participar asi como & imscribie & su hijofa) en el proyecto de

titulado " como Predictores de a Obesidad en la
Adolescencla” que estd realizando fa Facultad de Organizaciin Deportva, la Facultad de Salud
Publica y Nutricidn, -mumlmvmwnwanw

de Malaga, Espafia, Fisica y Deportes de la Secretaria
de Educacion, N.L.
1 propdsito ex identificar of poder predictivo de los o

evaluando ls corporal niveles de ¥pidos

plasmiticos (W grasas gue se encuentran en & sangre) ghoosa, presidn arterial, factores
biokigicos, gasto enerpético e autoconcepto y ansiedad en escolares maxicanos de 11 8 15 ahos de
edad con obesidac

s participacion de su hijols) consiste en colsborar en las mediciones de Indicadores
antropormétricos, e toma de niveles de Npidos plasmiticos, ghucosa, presion arterial, andlisis de
factores biokigicos, valoraciin de gasto anergétko v la comtestackn de las encuestas sobre
autoconcepto y ansiedad, los cudles se aplcardn en tres momentos diferertes. Al incumplir con
#éste protocolo quedaris exchido del estudio.

La muestra de estudio estard formada por 1 solo grupe de alumncs de género masculino ¥
femenino, entre kos 11y 15 aflcs de edad, pertenecientes  una escuela secundaria de la locaiidad,
Que presenten obesidad.

Sendo un estudio longeudinal, ias mediciones antes mencionadas se levarkn & cabo en tres etapas.
primera mediciin: enero de 2015, Segunda medicidn: enero de 2016, tercera medicidn: enero de
017, las mediciones trabajo.

1. Descripcién de Variables a medir:

EE N

111 Bod Pod. Para el andlisis de la composicidn corporal se uthizard & Bod Pod que es
na cépsula con un sistema de pletismografia por desplazamiento de sive. La
prueta dura 10 minutos y los tendrin que entrar
con ropa sdecusds pans el estudio (traje de bafio y gorro).

Inicades ___/____[____
rnmuwm AN / Campus Cludad Universiara, C.P. 66451,
San Nicolds de los Garta, N.L. Méxco
o
i o

Tebetax: + mllh;;-zl:l oscegu@hotmad.com

uummmumm

parte, dicho material de ADN obtenido para la investigacion NO se utdizard para otros
estudios pOSLeriones en proyectos alternos y externos, ademas de que no se almacenarin
ni se utiizardn para base de datos genéticas y se desecharin dichas muestras al terminar
Lo investgacicn

15 Gasto energético
Para ef consumo de calorias {Reici Actigraph] oyuda en
s medicién de la Intensidad de la activided fisica, &f gasto de energia. Estos relajes serdn
colocados de forma aieatoria 3 ies participantes, of cull llevari consigo ef relof Actigraph
durante ura semana para s medicién.

16 Factor Pskolégico
161  Awoconcepto. Se evaliard ef autoconcepto forma AR5, compuesto por 30
elementos que evallan el autoconcepto en su vertiente socll académics,
emodonal, farmiier y fisica.
162 Ansiedad. S aphicars dod 0
Rems pora valorar el nivel de ansiedad de manera general.

2. Participacion

Su participaciin y en su caso i de 5u Hjoja) en dsta investigacion es de carbcer voluntario y
3in remuneracide. Tiene usted completa ibertad de negarse & participar v/o de retirarse de ls
investigaciin en cualquier momento un sancidn o pérdide de los beneficias o que tendris

A fralizar o investigacon usted serd informado de los resultados.
Thene usted of derecho 3 solicitar y recibir informacian sobee sus detos, registros, etc.

Exta &5 una investigacidn financada con recursas de CONACYT. El presupuesto sera ejercido
por el Investigador Principal, Dr. Oswaldo Ceballos Gurrola a fin de cubrir todos los gastos
orginados en el presente Estudio.

Focha Ou__ [ Wi [ e Iniceles____ /) ) _____
Facuitad de Organzacidn Deportiva, UANL / Campus Cludad Universitaria, CP. 66451,
San Nicolds de los Garza, N.L. Méwico

Telefax: + 52{81)83522856  cscegu@hotmailcom
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Fecha

3. Unfermedades o lesiones

Aln cuando no te espera que usted sulfra problems alguna de Enfermedad o Lasidn, ol formar
parte de este estudio, se puede CRONGAr UNA MENCION MECICA & CLAIQUIr PErIONa QU 3& ved
afactade en su seiud, w

Usted no tlene que prober que fue ls Ouipe de alguen. S tuviera una Enfermedad o Lesion y se.
presentars como resultado directo de formar parte en este Extudio se le proporcionard
tratamiento médico que se coordinard a través del investigador Principal, Dr. Oswaldo Cebalics
Gurrole.

fite Uatamientc médico estard disponible sin costo para Usted. Tamblen puede Usted
comunicana com ef comité de Biodtica en Clencias de la Sakud, COBICIS, UANL. @ través dei Dr.
med Eloy Crdenas Estrada. Usted puede lamar dentro de las 24 horas del dia.

Para que esta politica aphique, Usted y su Hiofa) deberin seguir todas s instrucciones y
consejos del personal encargado de aplicar las mediclones y NG hacer nada que cause ©
contribuya & una esion

4. Confidencialidad / Aviso de Privacktad
De acoerdo a b Ley Faderal de Proteceidn de Datos Personales en Posesion de los Particulares,
fos registros obtenidas mientras usted estd en este estudio, como ks lemados datos
parsonales y datos sansibles, asi como o ragatros de variables de ertusio v de salud
todo momente.

ard

No se reslizarh tramferencia de sus datos personales o sensibles a terceros. Queds esciudo
1005 uso Ga 3us dator recabados, con fines comerciales © de mercadotecra.

Pocka 00/ e ). A L DU SN S—
Facuitad de Crganizaciin Deportiva, UANL / Campus Cuudad Universitaria, C.F. 66451,
San Nicolds de los Gaeza, N L, México

Gurrola

Principal: Dr.
Telefax: + 52(81)8352.2356  oscegu@hotmailcom

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
had de "

Protocolo de Investigacion
“INDICADORES BIOPSICOSOCIALES COMO PREDICTORES
DE LA OBESIDAD EN LA ADOLESCENCIA®
Dr. Oswaldo Ceballos Gurrota

Yo he leido © me han leido todas y cade una de las seis piginas de esta forma de consentimiento y
los rlesgos descritos. Voluntariamente acepto y me ofrezco para formar parte de este estudio asi
como a Inscribir 8 mi Mijoje) en el estudio descrito. Firmando esta forma de conseatimienta,
certifico que toda la informacidn que yo he dado, Inchuyendo el historial médico, es verdaders y

correcta hasta donde o3 de mi conocimiento,
Estoy en el entendido de que recibiré una copla de esta forma de consentimiento firmada.

Nombre con letras de molde del Padre, Madre o Tutor del menor

Firma del Padre, Madre o Tutor
{Favor de fechar al momento de la firma)

/ Masculing / Femenino/
Gérero

Nombre con letra moide del testigo imparcial 1

Firma del testigo imparcial 1

Domnicilio del tastigo imparcial 1

Relacion con la persona de estudio

D e f e e ) N
Facultad de Organizacién Deportive, UANL / Campus Ciudad Universitara, CP, 66451,
San Nicolds de los Garza, N.L. México
Principal: Dr. ik b Gurrols

2356

Telefax: +

vl

W

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
Facultad de Organizacién Deportiva
Protocolo de Investigacion
"INDICADORES BIOPSIOSOCIALES COMO PREDICTORES
DE LA OBESIDAD EN LA ADOLESCENCIA™
Dr. Oswaido Cebalios Gurrola
Al firmar la forma de consentimiento usted acuerda PIOPOCTIONAN Bl ACCSO B Sus LatOs Pare of
#5tUdio actusl. Se tormarkn las precauciones necesarias para proteger su informacién personal
a3l como 13 de su hjoial, v mo se inchilrd su nombre en ningdn formato del patrocinador,
reportes, alguna

S usted so retira dol estudio, of Principsl ya no il
personal, pero se podran procesar los datas cbtenidos.

Usted tiene derecho al acceso, u oposicida & la (Derechs
ARCO) de sus datos. Para ejercer este derecho Ud. deberd contactar al investgador Principal o
#l Comité de Biodtica quienes le comunicarin los procedemientos, requisitos y plazos, asi como,
& su momento, por via telefdnica, de cualquier cambio en este Aviso de Privacidad

Contactos: investigador Principal, Director de FOD, UANL, Comité de Bioética.
€1 mvestigador Principsl, esto e, quien dirige v o3 el resporsable de este estudio es el Dr.
Oswaldo Cebalios Gurrola, director de la Facultad de Organizacién Deportiva de la UANL, quien
e ocalizs en el sigulente domicilio:

Dwreccion de la Facultad de Organizacion Deportiva de la UANL., Campus Cludad Universitaria,
Av. Affonso Reyes s/n, San Nicolds de los Garza, N.L, C.P. 66451, TeMfono oficina: (81)8352-
2356 y telédono celular 24 horas: 81-1544-5916,

Para cusiquier pregunta sobre sus derechos humanos, de dignidad o de confidenciaidad como
Persona que particips en un estudio de investigacidn, Usted puede dirigirse con: Dr. med Eloy
Cérdenas Estrada, Presidente de Comitd de Blodtics en Clencias de Is Salud, COBICIS, UANL,
con direccidn: Av. Gonzalitos s/n y Dr. Carlos Canseco, Colonia Mitras Centra, C.P. 6460,
Monterrey, N.L. Teléfono 24 horms: 13404370, teléfono celular 28 horas 81-8020-7585. correo

odu.mx

Fecha / / Iniciales /

e N f . She I S— —
Facuntad de Organizacion Deportiva, UANL / Campus Cludad Universitaria, C.P, 66451,
San Nicolds de los Garza, N.L. México
Principal: Or, Oswaldo Ceballos Gurrols

Tedefux: + 2356

".}.“,
T

DE LA OBESIDAD EN LA ADOLESCENCIA®
Ov. Oswaldo Ceballos Guerola

Nombre con letra molde del testigo imparcial 2

Firma del testigo inparcial 2

Domicilio del testigo kmparcisl 2

Relacion con la persona de estudio

Firma de COPIA RECIBDA, del Padre, Madre o Tutor, quien

Numero Telefonico para que Usted sea notificado sobre cambios en el Aviso de Privacidad

/. /. ¥ /. /. J. J. /. /. J J
LADA Numero Telefénico
Fecha / / Iniciales / ! .
Facuitad de Organizacion Deportiva, UANL / Campus Cludad Universitana, CP. 68431,
San Nicolis de los Garza, NL. México
Ivestigador Principal: Or. Oswaldo Cebalios Gurrola
Teletas: » 2556

o
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ANEXO 3. Resolucion del comité de Bioética

JUANL

Centro de Investigacion y Desarrolio en
Ciencias de la Salud, UANL

Dictamen del
Comité de Etica en Investigacion, COBICIS

Resolucién del Comité de Etica / Bioética
Dr. Sc Oswaldo Ceballos Gurrola
Investigador Principal

Protocolo: FOD: “INDICADORES BIOPSICOSOCIALES COMO
PREDICTORES DE LA OBESIDAD EN LA

ADOLESCENCIA™

COBICIS

Comité de Bioética en ‘
Investigacién en 1
Ciencias de la Salud i

ConmoemoArecEmBINSTES

a9 C0

o

iV

EuanL

Monterrey, N.L. a 17 de agosto 2014

Oficio E-38.9-001-2014
Asunto: Resolucién COBICIS
Hoja1/2

RESOLUCION DEL COMITE DE ETICA / BIOETICA

Dr. Sc Oswakio Ceballos Gurrota
Investigador Principal
Presento.

Prowcsio FOD-38.82014.03CGO. Veesin 2.0. Fecha 10-2g0-2014.
Modaidad y Grupa da in ivessgacion: D&
Stio: Deportva, UANL Folo de
Boésc s Sakid, COBICTS,
Dictarnan Favarabie COBCIS: 38 92014.03:G0

rcipal: Or m

00 ADO!. Comes de
TICA. 18CE:

UANC

En cumplimiento & las Buenas Practicas Clinicas, le informamos:

El Comaé de Bioélica en Investigacion en Ciencias de ia Salud del Centro
de Investigacion y Desarrolio en Ciencias de &a Salud de la UANL, ha
por Usted

1) PROTOCOLO de Estudio Clinico, (Versién 2.0, en espafiol, 10 de
agosto de 2014),

2) FORMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO dei protocolo (Version
20. en espafiol 10 de agosto de 2014)

3) FORMA DE ASENTMIENTO INFORMADO del protocolo (Version 2.0,
&n espanol, 10 de agosto de 2014)

4) FOLLETO DEL INVESTIGADOR (Versitn 2.0, en espaficl, 10 de agosto
de 2014)

@

Tavest,

i -

F Folio:

38.9/2014.03CGO

Toda vez que el protocolo onginal, asi como la canta de consentimiento informado
sufran modificach éstas 3 50 para su re-ape

Investigacién en Clencias de la Salud

Esta Resolucidn queda registrada ante el Comité de Bioética en Investigacion en
Ciencias de la Salud con el Folio. COBICIS--38.9/2014.03CGO

Ccp. Archivo COBICIS
ECE/ge
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