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Resumen

En 1996, la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion rea-
firmo el derecho inalienable de los habitantes del mundo a
tener acceso a una alimentacion adecuada, inocua y nutri-
tiva, y se planted como meta disminuir a la mitad el nimero
de personas subnutridas en el mundo para el afo 2015, es
decir, este afio que iniciamos. Diversos paises y organizacio-
nes se plantean la necesidad de consensuar y desarrollar
indicadores para la medicion de la insequridad alimentaria
en los hogares. Disponer de un método de medicion simple
pero con base cientifica para identificar los grupos de pobla-
cion de mayor vulnerabilidad nutricional, se considera una
herramienta basica para poder implementar estrategias que
permitan afrontar el problema de un forma efectiva.

Palabras clave: Ritmos circadianos. Cronodisrupcion. Hora de
la comida. Andlisis de cosinor. Temperatura corporal.

Introduccion

Evaluar el estado del sistema circadiano de un sujeto
puede ser de especial interés en la nutricion. En particular,
en aquellos estudios relacionados con la evaluacion de
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Abstract

To evaluate the circadian system status of the subject may
be of special interest in nutrition. Particularly for those
studies related to the assessment of diseases related to
malnutrition, as it is the case of most of the degenerative
diseases such as obesity, cancer, or cardiovascular diseases.
For this purpose, one of the approaches consists to measure
a) the external synchronizers of the internal clock, such as
light intensity, and changes from fasting to eating and from
resting to activity. Indeed, “"chronodisruptors” have been
defined as “exogenous and endogenous exposures or effec-
tors which are chronobiologically active and can thus
disrupt the timing and order.

Another approach to assess the circadian system health is
to measure the b) outputs of the internal clock (circadian
marker rhythms). Among such outputs, the rhythm of body
temperature, motor activity, melatonin, cortisol and clock
gene expression are the most commonly used. From the
genetic perspective, we are now able to measure failures in
the internal clock, in order to assess c) the genetics of the
molecular clock. Indeed, new nutrigenetics techniques are
giving us the opportunity to measure the association
between different genetic variants of our clock genes and
several illnesses such as obesity, cardiovascular diseases,
diabetes or cancer. In addition to these techniques, self-
reported questionnaires based in the morning-evening pref-
erences have been developed as complementary procedures
to assess human chronotypes.

Key words: Circadian rhythm. Circadian dysregulation. Meal
timing. Cosinor analyses. Body temperature.

enfermedades que implican malnutricion, como es el caso
de la mayoria de las enfermedades degenerativas tales
como la obesidad, cancer, o enfermedades cardiovascula-
res. Recientes estudios epidemioldgicos han demostrado
que diversas situaciones en la vida como el trabajo por
turnos, comer durante la noche, el “jet lag" y dormir poco,
se asocian a una alteracion de los ritmos circadianos indi-
viduales. La Cronodisrupcion (CD) es una perturbacion de
la organizacidn circadiana de nuestra fisiologia, endocri-
nologia, metabolismo y comportamiento, que une la luz y
los ritmos biologicos al desarrollo de varias enfermedades.

277



La Agencia Internacional para la Investigacion sobre
el Cancer (IARC) clasifico en 2007 al “trabajo por turnos”
que conlleva la interrupcion del sistema circadiano como
posible factor cancerigeno para los seres humanos,
siendo este el preludio de una amplia investigacion
experimental y epidemioldgica que se realizo en afos
consecutivos'. Por otra parte, en la revista “The Lancet
Oncology” se puntualizd que entre los distintos patrones
existentes del trabajo por turnos, aquellos que incluyen
el trabajo nocturno fueron los mas perjudiciales para el
reloj circadiano. De hecho, en el mundo un 20% de las
personas se dedica a algun trabajo en horas inusuales,
incluyendo la noche. Por ello, es necesario en la ciencia
actual el estudio de los vinculos biol6gicos que existen
entre la interrupcion circadianay la aparicion del cancer.

El efecto de la CD en la salud humana es un tema
emergente. Muchos estudios muestran el vinculo de CD
no soélo con cancer, sino también con el deterioro cogni-
tivo cardiovascular y la obesidad, sefiales todas ellas de
envejecimiento prematuro. Los mecanismos precisos que
relacionan la obesidad con la CD no son muy conocidos.
Se ha planteado la hipdtesis de que los habitos actuales,
tales como el elevado consumo de “snacks”, la reduccion
de la duracion del suefio, la mayor exposicion a la luz bri-
[lante durante la noche, junto con un horario “inade-
cuado” de comidas, inducen al cerebro a perder su capa-
cidad de coordinar los ritmos internos y externos. La
falta de contraste ambiental del dia a la noche puede dar
lugar a la CD y a la aparicion de diversos trastornos
metabdlicos, incluyendo la obesidad. Por otro lado, los
estudios realizados utilizando modelos experimentales
han demostrado que el desarrollo de la obesidad y la dia-
betes en si interrumpen el reloj molecular. Tanto, como
causa o como consecuencia, la CD esta estrechamente
vinculada a la obesidad.

Métodos para monitorizar el estado funcional
del sistema circadiano

El papel que ocupa el sistema circadiano en el mante-
nimiento de la salud pone de manifiesto la importancia
de desarrollar técnicas para su evaluacion objetiva, asi
como existen técnicas para evaluar otros sistemas fisio-
l6gicos mas estudiados como son los sistemas respirato-
rio y cardiovascular. El principal reto es el ser capaces de
medir un proceso que se desarrolla durante largos perio-
dos de tiempo, que implica multiples mediciones, y es
necesario el uso de técnicas no invasivas que ademas no
interfieran con la rutina diaria del sujeto

Uno de los enfoques consiste en medir a) los sincroni-
zadores externos del reloj interno, como la intensidad de
la luz, y los cambios de ayuno/ingesta y de reposo/activi-
dad. De hecho, los "cronodisruptores” se han definido
como "efectores exdgenos o enddgenos que son crono-
bioldgicamente activos y por lo tanto pueden interrum-
pir el horario y el orden, es decir, la organizacion tempo-
ral de las funciones fisiologicas y sus jerarquias"'. En
principio, lo que permite el establecimiento del orden en

la organizacion temporal en los organismos también
debe ser capaz de interrumpir tal fin cuando estan pre-
sentes o se aplica en exceso o déficit y, lo mas impor-
tante, en horarios inusuales e inapropiados. En este sen-
tido, ademas de la luz, otros cronodisruptores externos
son los horarios inadecuados de comidas y de actividad
fisica®.

Otro enfoque para evaluar la salud del sistema circa-
diano es medir b) las salidas del reloj interno (ritmos cir-
cadianos marcadores). Entre esas salidas, el ritmo de la
temperatura corporal, la actividad motora, la melato-
nina, cortisol y la expresion de genes del reloj son los
mas comunmente utilizados*. Desde la perspectiva gené-
tica, ahora somos capaces de medir c) los fallos en el
reloj interno, es decir la genética del reloj molecular. De
hecho, las nuevas técnicas en nutrigenética nos estan
dando la oportunidad de medir la asociacion entre dife-
rentes variantes de nuestros genes reloj y varias enfer-
medades como la obesidad, enfermedades cardiovascu-
lares, la diabetes o el cancer. Ademas de estas técnicas,
los cuestionarios basados en estudiar las preferencias
por la mafiana o por la tarde (test de matutinidad-ves-
pertinidad) se han desarrollado como procedimientos
complementarios para evaluar los diferentes cronotipos
humanos®’.

Métodos para medir sincronizadores externos
Exposicion a la luz

El sistema circadiano esta regulado por sefales exter-
nas, que son responsables del restablecimiento del reloj
cada dia. Teniendo en cuenta que el ciclo luz-oscuridad
es el sincronizador mas importante, es de gran interés
poder cuantificar la exposicion a la luz de los individuos.
Una baja iluminacion durante el dia disminuye la tempe-
ratura central y el estado de alerta en comparacion con
lo observado en condiciones de alta iluminacion (8). Sin
embargo, durante la noche, se debe evitar |a exposicion a
la luz, sobre todo a la luz azul, a fin de mantener la secre-
cion de melatonina.

De hecho, uno cronodisruptor externo clave es la luz
durante la noche. En condiciones naturales, los ritmos
bioldgicos circadianos y estacionales estan sincroniza-
dos las 24 horas del dia y en este sentido, los ciclos de
luz-oscuridad, el nucleo supraquiasmatico y la melato-
nina tienen un papel fundamental en estos procesos. De
hecho, la luz es un “Zeitgeber" clave que afecta a los rit-
mos de melatonina y a su vez, los ritmos circadianos de
melatonina pueden proporcionar informacion al reloj
(24 horas) y al calendario (estacional y anual) en muchas
especies, incluidos los seres humanos'.

El ciclo de luz-oscuridad a la que estan expuestos los
sujetos se puede cuantificar mediante pequefios regis-
tradores de datos que contienen una célula fotosensible,
que registran periodicamente la intensidad de la luz
recibida por el individuo. Recientemente, estan disponi-
bles los sensores que diferencian entre las longitudes de
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onda de luz (azul, rojo y verde), lo que significa que la
luz azul, que es la que tiene mayor capacidad para sin-
cronizar el marcapasos circadiano, puede ser evaluada
con precision. La combinacion de estos sensores con
sensores de temperatura ambientales proporciona una
informacion completa relativa a la calidad de los sin-
cronizadores ambientales que actuan sobre el sistema
circadiano®. También permiten identificar malos habitos
en la higiene del suefio; por ejemplo, dormir en condicio-
nes ambientales de iluminacion o en temperaturas
demasiado altas.

Horarios de comida (cambios de ayuno e ingesta)

Los horarios de comida (y nimero de comidas) difieren
de una cultura a otra y a lo largo del tiempo. De hecho, el
momento de la ingesta de alimentos es un comporta-
miento modificable que puede influir en la regulacion de
energia y en consecuencia el riesgo de obesidad. Varios
estudios realizados en animales de experimentacion han
demostrado que cuando los animales comen en un “hora-
rio erréneo” tienden a ser obesos, a pesar de que aparen-
temente comen y gastan la misma cantidad de energia®.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el
horario de la comida principal (almuerzo) en una pobla-
cion mediterranea de Espafia, es predictivo de la pérdida
de peso durante una intervencion dietética de 20 sema-
nas realizada en 420 personas obesas y con sobrepeso®.
Otro resultado relevante de este estudio fue que la sensi-
bilidad a la insulina fue menor en los "comedores tar-
dios" en comparacion con los “comedores tempranos”.
Sin embargo, atin se desconoce la explicacion fisiologica

de este descubrimiento. Para profundizar en estos resul-
tados desarrollamos un protocolo cruzado aleatorio en el
que se estudiaron las mismas mujeres (n = 32) en dos
condiciones: una semana almorzaron a las 13:00 h y otra
semana a las 16:30 h. Con este estudio demostramos
que comer tarde se asocia con una disminucion del gasto
energético, una disminucion de la oxidacion de carbohi-
dratos en ayunas, una disminucion de la tolerancia a la
glucosa, un perfil diario aplanado en las concentraciones
de cortisol, propio de las situaciones de estrés y una dis-
minucion del efecto térmico de los alimentos sobre la
temperatura periférica. Estos resultados parecen estar
implicados en los efectos diferenciales de horario de las
comidas sobre la salud metabolica (fig. 1).

Existen diferentes métodos para evaluar la ingesta
habitual y los horarios de las comidas: Por ejemplo, para
evaluar los habitos alimentarios, suele usarse un registro
dietético 7 dias. Cada dia los sujetos deben registrar todo
lo que comen y también las horas en que comienzan o
terminan cada comida. Ademas los pacientes también
pueden registrar durante una semana, la hora del dia en
la que comienzan cada comida mediante un cuestiona-
rio desarrollado por Bertéus y cols." (fig. 2).

Otro cuestionario usado para evaluar los cambios cir-
cadianos sobre el hambre y el apetito es el desarrollado
por Flint y cols., basado en unas escalas analdgicas
visuales (EAV) para la medicion de las sensaciones del
apetito. Estas escalas se utilizan para registrar aspectos
como el hambre, |la saciedad, el consumo de alimentos
prospectivo, el deseo de comer alimentos grasos, sala-
dos, dulces, y la palatabilidad de los alimentos™. Estos
cuestionarios pueden ser completados antes y después
de cada comida todos los dias durante una semana.

/

Disminucién del gasto energético

HORARIO DE

Disminucioén de la
oxidacién de
carbohidratos en ayunas

N

Disminucién de la tolerancia a la glucosa

AN

Perfil diario de cortisol
libre aplanado

\  COMIDAS »
INUSUAL /

Disminucién del efecto térmico de
los alimentos sobre la temperatura
periférica

pd

Bandin y cols., (Garaulet) International Journal of Obesity, 2014

Fig. 1.—Efectos del horario de
las comidas en la salud meta-
bolica*,

Métodos cronobioldgicos en las encuestas
alimentarias: criterios de aplicacion e interpretacion
de resultados
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Nota, puede realizar varias comidas principales en un dia.

Describa como comi6 durante un periodo habitual de 24 horas. Indique la hora para
cada episodio de consumo y marque con una cruz el tipo de ingesta que mejor se ajusta.

No olvide los aperitivos y otras “comidas ligeras” o tentempié y bebidas.

Tipo de comida

Hora C(?mi.da Comida ligera Aperitivo S6lo bebidas
principal: / Desayuno eg. bocadillo,
eg. _pla(tio ggéf‘;rﬁgles galleta, bollo, | eg. Café, té,
cocnado: Vreing pastel, fruta, refresco
sopa con pan. bocadillos, ’
ensalada con sopa, dulces, helado zumo, leche,
pan ensalada, (agua o cerveza, vino
Pz tortilla bebida)

Ejemplo:

23:00 X

Fig. 2.—Cuestionario de Ber-

téus y cols.”” en horario de las
comidas.

Horarios de ejercicio (cambios de actividad y reposo)

La actigrafia es un método no invasivo util para medir
el ciclo de actividad-reposo en los seres humanos. Se
basa en el principio de que durante los periodos en los
que el individuo se despierta, el grado de actividad es
elevado en comparacion con aquellos en los que el indi-
viduo esta dormido. Para su medicion, se coloca un sen-
sor de actividad (actimetro) en la mufieca de la mano no
dominante durante unos 5 dias, siendo éste el periodo
minimo para obtener datos fiables que reflejen las
caracteristicas del sujeto'.

La actigrafia se ha utilizado para estudiar los patrones
de suefio/vigilia durante mas de 20 afios. La ventaja de la
actigrafia ante la polisomnografia tradicional (PSG) es
que actigrafia puede registrar datos de forma continua
durante las 24 horas del dia, durante dias, semanas o
incluso mas tiempo™. También se considera el método de
eleccion para la evaluacion y diagnéstico de los trastor-
nos circadianos como la cronodisrupcion producida en el
trabajo a turnos, el sindrome de fase de suefio avanzada
o retrasada, el sindrome de funcionamiento libre y rit-
mos circadianos irrequlares'.

Sin embargo, como con cualquier otra medida, la acti-
grafia esta sujeta artefactos, por ejemplo, la dificultad
para diferenciar entre el comienzo del descanso noc-
turno y el hecho de quitarse el sensor cuando tomamos
una ducha justo antes de irse a la cama, los movimientos
de la pareja en la cama o cuando dormimos en un coche
o en tren, etc.’™.

Otros métodos son los registros de actividad de 7 dias,
en los que el sujeto anota el horario, tipo e intensidad de
actividad fisica diaria realizada durante una semana,
incluyendo los dias de semana y fines de semana.

Métodos para medir “las salidas del reloj”
Termometria central y periférica

Uno de los ritmos marcadores mas comunmente
usado es el ritmo de la temperatura central, cuyo perfil
se ha descrito desde hace afios''” siendo sus valores mas
altos durante el dia y los mas bajos en la noche.

En los seres humanos, la temperatura central se mide
generalmente por medio de sondas rectales usadas
durante varios dias, lo cual es obviamente incomodo.
Recientemente el ritmo de la temperatura periférica de
la piel se ha propuesto como un ritmo marcador y como
alternativa a la medicion de la temperatura central™2'.
Este ritmo se produce por la alternancia entre la vasodi-
latacion y vasoconstriccion generada por el equilibrio
parasimpatico-simpatico. El predominio de la actividad
simpatica durante el dia se asocia con temperaturas mas
bajas, mientras que su inhibicidn y la activacion simulta-
nea del sistema parasimpatico se asocian con una mayor
temperatura. Por otra parte, el aumento de temperatura
de la piel constituye una sefal que favorece el comienzo
del suefio nocturno a través de la estimulacion de las
areas hipotalamicas®
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Temperatura de la muiieca

27 -

Horario (h)

Patron circadiano de la temperatura corporal periférica

QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ
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Hermana | s
Hermana 2

Fig. 3.—0Onda de temperatura
de la piel de la mufieca (WT) de
24 h de dos hermanas monoci-
goticas registrada de forma
continua durante siete dias®. el
ritmo de temperatura de la piel
normal experimenta un fuerte
aumento justo al inicio del sue-
fio, mantiene niveles altos du-
rante el suefio nocturno y
muestra un segundo pico de la
tarde.

El patron circadiano de la temperatura periférica de
la piel presenta algunas fases caracteristicas (fig. 3)'.
Aumenta antes de dormir y permanece elevado durante
la noche. Al despertar, la temperatura desciende brus-
camente y se mantiene baja durante el dia. Es alrededor
de las 20-21h, cuando la temperatura periférica
alcanza su valor mas bajo es lo que normalmente hace
dificil el ir a dormir, fase conocida como zona del
maximo despertar.

El procedimiento mas utilizado para registrar la tem-
peratura de la piel consiste en un pequefio sensor, colo-
cado en la superficie interna de la mufieca de la mano no
dominante mediante un brazalete o reloj. El sensor tam-
bién puede colocarse en cualquier otra region periférica
como el brazo, tobillo o un dedo™™. Esta medida permite
obtener facilmente los datos para caracterizar los bio-
rritmos en una gran variedad de grupos de poblacion
incluyendo bebés® o jovenes®®, asi como para identificar
la CD asociada a diferentes patologias como la hiperten-
sion?, sindrome metabolico y la obesidad?*?'252, Por otra
parte, se ha demostrado que el ritmo de temperatura de
la piel de la mufieca (Wrist Temperature: WT) presenta
un componente endogeno incluso en la presencia de
diversas influencias externas. Por lo tanto, WT se ha pro-
puesto como una técnica informativa y minimamente
invasiva para medir el ritmo circadiano en los sujetos en
condiciones de vida habitual?.

Melatonina

La melatonina es considerada la hormona de la
noche, y se considera como el mejor "marcador de
fase” del sistema circadiano. Sin embargo, su perfil de
expresion esta muy influenciado por exposicion a la luz
y, en menor medida, por la posicion del cuerpo, la acti-
vidad fisica, el suefo, la cafeina y determinados medi-
camentos como los betabloqueantes®-'. Los valores

plasmaticos de melatonina muestran un perfil circa-
diano, con valores bajos durante el dia y altos durante
la noche, alcanzando los valores mas elevados alrede-
dor de las 02:00-04:00 AM, lo que suele coincidir con
el centro del suefio. En los seres humanos, la melato-
nina contribuye al ritmo de la temperatura corporal, ya
que es responsable de la vasodilatacion de la piel de las
extremidades a través de la activacion de las neuronas
termosensibles presentes en las zonas del cerebro
implicadas en la regulacion del suefio. El horario de
secrecion de la melatonina esta estrechamente rela-
cionado con la propension a dormir y coincide con una
caida en la temperatura corporal central, con el grado
de excitacion y con el rendimiento (32). De hecho,
desde 1992 sabemos que los ritmos circadianos de
melatonina y la temperatura corporal se acoplan a la
inversa.

Las propiedades hipotérmicas de la melatonina son las
responsables de la generacion de al menos un 40% de la
amplitud del ritmo circadiano de la temperatura corpo-
ral. La manipulacion de melatonina podria ser clinica-
mente Util para volver a sincronizar el ritmo de la tempe-
ratura corporal en condiciones de desincronizacion.

Los valores de melatonina pueden medirse de forma
fiable en el plasma, saliva y orina (en este dltimo caso
como su metabolito, 6-sulfatoximelatonin). El mejor
horario para medir la melatonina como marcador del
ritmo circadiano coincide con su rapido aumento al
anochecer. Sus valores se alteran por la exposicion a la
luz de una intensidad y espectro determinado, en gene-
ral se acepta que las muestras de melatonina se tomen
durante un periodo de oscuridad bajo una luz tenue (<
50 lux), protocolo conocido como DLMO (Dim Light
Melatonin Onset)®. Para iniciar el muestreo es sufi-
ciente hacerlo de 2 a 3 horas antes de la hora normal de
acostarse del sujeto (alrededor de 19:30-22:00h),
suponiendo que el individuo no muestra alteraciones
de fase.

Métodos cronobioldgicos en las encuestas
alimentarias: criterios de aplicacion e interpretacion
de resultados
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Cortisol

El cortisol es un corticosteroide que muestra un perfil
circadiano robusto caracterizado por un pico maximo al
despertar, cuyos valores van disminuyendo a lo largo del
dia y alcanzando su valor mas bajo aproximadamente 2
horas después de irnos a dormir. La importancia fisiold-
gica de este aumento consiste en la preparacion del
cuerpo para afrontar el dia en cuanto al aumento de la
presion arterial, las concentraciones plasmaticas de glu-
cosa, el gasto cardiaco, etc. Debido a su robustez, este
ritmo también se considera un buen marcador del sis-
tema circadiano.

Al igual que otras variables mencionadas anterior-
mente, los valores de cortisol pueden verse afectados por
factores externos, como la sincronizacion de los alimen-
tos*, situaciones de estrés, exposicion a la luz en
momentos determinados del dia*, comidas hiperprotei-
cas o la obesidad®. Otras situaciones no patoldgicas
tales como el envejecimiento también afectan a los
valores de cortisol. El perfil de suefio-vigilia puede tam-
bién modificar el ritmo de cortisol. La privacion del
suefo, el predominio de un suefio ligero, y un cierto
numero de despertares nocturnos aumentara los niveles
de cortisol*.

El cortisol puede medirse en suero o saliva, siendo los
momentos mas idoneos para la medicion de su perfil cir-
cadiano aquellos que se encuentran justo antes del des-
pertar, coincidiendo con sus valores maximos, y al final
de la dia/comienzo de la noche, cuando su alcanza su
minimo en sangre.

Patrones de suefio y vigilia (variables integradas)

El suefio no esta claramente definido como una “salida”
de nuestro reloj interno. Sin embargo, es modificable por
el sujeto, y también puede cambiar la exposicion a deter-
minados sincronizadores externos como la luz, siendo
capaz de influir en la funcion del reloj interno. Por otra
parte, es evidente que la sincronizacion del ciclo
suefio/vigilia y el reloj interno es esencial para que un
individuo sea capaz de mantener su suefio/vigilia cuando
desee. Por ejemplo, viajar a través de zonas horarias o tra-
bajar por turnos durante la noche, desincroniza los patro-
nes de suefio/vigilia y la reactivacion de los ritmos circa-
dianos del reloj interno dando lugar a una sefial de alerta
muy baja cuando un individuo desea estar despierto y
demasiado alta para permitir un suefio consolidado.

Por todo esto, puede ser relevante en los estudios cro-
nobioldgicos y nutricionales medir el patron circadiano
de suefio/vigilia. Para consequir este objetivo se utiliza la
polisomnografia (PSG). Consiste en la grabacion com-
pleta de los cambios biofisioldgicos que se producen
durante el suefio. La PSG mide muchas funciones del
cuerpo incluyendo el cerebro (EEG), los movimientos
oculares (EOG), la actividad muscular o la activacion del
musculo esquelético (EMG) y el ritmo del corazon (ECG)
durante el suefio.

A pesar de que la PSG es la medida mas idonea para
medir objetivamente el suefio, no es practica a largo
plazoy su realizacion en el hogar es muy complicada. Por
ello, se han desarrollado técnicas alternativas. La acti-
grafia es hoy en dia una excelente herramienta para la
recopilacion de datos referentes a la actividad del ciclo
suefo/vigilia en los individuos normales. Sin embargo,
existen una serie de cuestiones metodoldgicas que aun
no se han resuelto para justificar su uso en la investiga-
cion clinica.

Con el fin de aumentar la fiabilidad de la monitoriza-
cion de los ritmos circadianos, se han propuesto recien-
temente variables integradas procedentes de la trans-
formacion de variables individuales. Por ejemplo, el
algoritmo de TAP (Temperatura-Actividad-Posicion),
propuesto por Ortiz-Tudela y cols.”, basado en la inte-
gracion, después de la normalizacién de las siguientes
variables: temperatura de la piel, la actividad motoray la
posicion del cuerpo (fig. 4). La primera de estas variables,
temperatura de la piel, es de origen enddgeno, mientras
que la actividad motora se modifica voluntariamente
pero también esta bajo control endogeno. Por ultimo, de
las tres variables usadas en la integracion, la posicion del
cuerpo es la variable que mas estrechamente depende
del control voluntario. TAP se puede modular y puede
amplificarse mediante la incorporacion de nuevas varia-
bles que complementan ain mas la informacion. TAP nos
permite no s6lo determinar como funciona el sistema
circadiano del individuo, sino también deducir el ritmo
de suefo-vigilia con una precision superior al 90% de
acuerdo con registro el polisomnografico. Esta técnica
constituye la base del procedimiento del control circa-
diano ambulatorio (CCA), recientemente aplicado en la
evaluacion de la madurez circadiana en recién nacidos®,
y en patologias como el sindrome metabdlico?'.

Métodos para medir "fallos en el reloj interno”
Genética del reloj molecular

La capacidad de experimentar oscilaciones ritmicas es
una caracteristica intrinseca de la materia viva. Una
declaracion fundamental de la cronobiologia es "muchos
ritmos persisten incluso en completo aislamiento de los
principales ciclos ambientales conocidos”. Segun este
concepto pueden existir ritmos naturales independien-
tes de los periodos definidos por ciclos geofisicos; esto
significa que la materia viva tiene su propio tiempo, es
decir, el "tiempo bioldgico". En este sentido, se ha plan-
teado la hipdtesis de la existencia de un Cronoma dentro
del Genoma.

En las ultimas dos décadas, los estudios bioquimicos,
genéticos y moleculares han experimentado avances
importantes hacia la elucidacion de las bases molecula-
res de la ritmicidad en los seres vivos. A través de estu-
dios realizados en la década de 1970 centrados en la
variabilidad circadiana de hormonas como el cortisol, la
melatonina o la hormona del crecimiento (GH), o los
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relacionados con el descubrimiento y descripcion de las
bases fisiologicas del nicleo supraquiasmatico (NSQ), la
cronobiologia actual ha evolucionado de forma especta-
cular gracias a las nuevas técnicas de biologia genética y
molecular.

Un gran avance en la comprensién de la base molecu-
lar de los ritmos circadianos fue la identificacion por
Konopa y Benzer en 1971% de una region cromosémica
encargada de controlar el momento del periodo de eclo-
sion en Drosophila, sequido por la clonacion de los pri-
meros genes reloj en Drosophila melanogaster en 1984%.
Hoy, gracias a estas técnicas moleculares, somos capa-
ces de estudiar la expresion de los conocidos genes reloj
implicados en la maquinaria circadiana. Ademas sabe-
mos que, en los mamiferos, los componentes basicos de
la maquinaria molecular del reloj operan en casi todas
las células del cuerpo a través de una compleja red de
ciclos de transcripcion-traduccion y modulan la expre-
sion de genes especificos y sus productos metabdlicos
para que oscilen en un ritmo de 24 horas.

Hoy en dia, los modelos experimentales nos permiten
evaluar la expresion de los genes reloj no solo en el ani-
mal vivo, sino también fuera del cuerpo (técnicas in
vitro), siendo ademas capaces de analizar las fluctuacio-
nes de 24h en la expresion génica y evaluar la presencia
o ausencia de relojes periféricos en los diferentes 6rga-
nos y tejidos. Por otra parte, podemos utilizar modelos
experimentales para encender y apagar los componentes
especificos de la maquinaria del reloj, para identificar
sus efectos sobre fenotipos metabolicos y enfermedades.
Desde el punto de vista de la epidemiologia genética, el
estudio de polimorfismos de nucledtido simple (SNP),
esta contribuyendo a la identificacion de los anteceden-

tes genéticos de cronotipos (matutinidad o vespertini-
dad), alteraciones del suefio o trastornos del estado de
animo estacionales.

Mas recientemente, los enfoques epigenéticos y
nutrigenéticos también nos permiten estudiar nuevas
interacciones y capas de complejidad que pueden tener
un impacto significativo en la cronobiologia, asi como
la fisiopatologia. La epigenética es el estudio de los
cambios heredables en la expresion génica o en el
fenotipo celular causado por mecanismos distintos de
los cambios en la secuencia de ADN subyacente. Es por
tanto la regulacion heredable de la expresion génica
sin cambio en la secuencia de nucleodtidos. Se ha
observado que tanto CLOCK como S/RT tienen efectos
epigenéticos en la acetilacion y desacetilacion de las
histonas, respectivamente. Los microARNs pueden
convertirse en nuevas dianas terapéuticas para los
desdrdenes en el reloj circadiano. El conocimiento del
epigenoma circadiano podria darnos nuevas respues-
tas a las conexiones entre la genética, la ritmicidad cir-
cadianay la obesidad.

Por otra parte, el poder tecnoldgico de otras “émicas”
(por ejemplo, la metaboldmica, protedmica) se esta con-
virtiendo en esencial para desarrollar nuestra capacidad
de "ponerlo-todo-junto” y ademas estamos aprendiendo
muy rapido sobre el horario de diferentes metabolitos
como los aminoacidos, lipidos, xenobioticos, etc. en el
higado en ratones, y en el plasma y saliva de los seres
humanos, lo que nos permite alcanzar un conocimiento
mas completo y refinado del ritmo circadiano y sus efec-
tos fisioldgicos. Estos avances han dado a la ciencia de la
cronobiologia un estimulo renovado que hace que esta
ciencia sea cada vez mas firme y atractiva.

Métodos cronobioldgicos en las encuestas
alimentarias: criterios de aplicacion e interpretacion
de resultados
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Variantes génicas asociadas a la cronodisrupcion

Algunos ejemplos de los SNPs en cronobiologia son
CLOCK3111TC que se ha asociado con la vespertinidad y
diferentes rasgos de la personalidad; el polimorfismo
PERIOD2 (PER2 rs2304672) que modera el circuito circa-
diano; CRY1 (rs8192440) relacionado con la efectividad
del tratamiento psicolégico; CRY2 asociado con la
depresion del invierno y SIRT1 rs10997875, gen candi-
dato para la fisiopatologia de los trastornos del estado
de animo.

Otros SNPs relacionados con la obesidad podrian ser
los asociados a los trastornos del suefio. Algunos ejem-
plos son los receptores de serotonina, prepro-orexina o
determinados SNPs de IL-6 que se asocian con el sin-
drome de apnea obstructiva del suefio. Otros SNPs son
los que residen en RORTy PLCBT los cuales se asocian
con el insomnio.

Los trastornos del suefio o una duracion del suefio
corta, se asocian a varios polimorfismos relacionados
con la obesidad. En este sentido, uno de los SNPs mas
estudiados es el del gen CLOCK (3111TC) el cual se aso-
cia significativamente con una corta duracién del suefio,
con la vespertinidad, con varios rasgos psicoldgicos, con
la pérdida de peso®y la obesidad*#.

Expresion de genes reloj en leucocitos y mucosa oral

Las neuronas que constituyen el nucleo supraquias-
matico (NSQ) y las células de los osciladores periféricos
muestran una ritmicidad auténoma que esta controlada
por la expresion ciclica de los genes reloj (CLOCK,
BMAL1, PER 1, PER 2, PER 3, CRY1y CRY 2). La implica-
cion de estos genes en numerosos procesos fisioldgicos
(regulacion del ciclo celular, adipogénesis, sintesis de
glucocorticoides, la maduracion de células B, etc.) y su
probable desajuste en ciertas patologias aumentar el
interés por cuantificar su expresion. Para ello, general-
mente se utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)*. La mas sencilla es la PCR en tiempo real (RT-
PCR), que nos permite evaluar cualitativamente qué
genes se estan expresando en el momento del muestreo.
Para saber qué genes se expresan y su cuantificacion,
normalmente se usa una PCR cuantitativa (PCR-Q) o una
RT-PCR.

Debido a que no es posible evaluar la expresion de
genes reloj en el NSQ in vivo, normalmente se usan mues-
tras obtenidas de tejidos periféricos. En este caso, hay dos
opciones primordiales: evaluar la expresion génica en los
leucocitos o en la mucosa oral. En el primer caso, se toman
periodicamente muestras de sangre, los leucocitos se ais-
lan del resto de las células de la sangre y entonces se
aplica una de las técnicas anteriormente mencionadas. En
el caso de la mucosa oral, lo mas comun es tomar peque-
fias biopsias usando anestesia local*, aunque, actual-
mente, se usan puntas de pipeta para raspar una pequefia
cantidad de la mucosa, que proporciona suficiente tejido
para analizar la expresion génica‘.
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Fig. 5.—Presencia de un reloj circadiano activo en el tejido adiposo®.

Expresion de genes reloj en el tejido adiposo
(reloj periférico)

En los ultimos afios, uno de los descubrimientos mas
influyentes y relevantes para esta area de investigacion
es la presencia de un reloj circadiano activo en el tejido
adiposo (fig. 5). En este sentido, nuestro grupo de inves-
tigacion ha demostrado recientemente que el reloj circa-
diano puede oscilar con precision y de forma indepen-
diente del NSQ en explantes de tejido adiposo (TA)*. Por
otra parte, hemos proporcionado una vision global del
orden temporal interno de los ritmos circadianos del TA
de humanos incluidos genes implicados en los procesos
tanto metabdlicos como energéticos®. Por ello, la exis-
tencia de un orden temporal especifico en los patrones
diarios de estos genes parece ser crucial para el tejido
adiposo para acumular o movilizar la grasa en el
momento adecuado, un fenomeno conocido como com-
partimentacion temporal.

Protocolos para medir los ritmos circadianos

Para evaluar el sistema circadiano, se usan técnicas
que eliminen o reduzcan al minimo la influencia de fac-
tores externos (denominados factores de enmascara-
miento). Por esta razon, las mediciones se hacen normal-
mente en los sujetos en condiciones de rutina constante,
por ejemplo, en la cama, sin dormir, bajo una constante
luz tenue y los alimentos se ingieren en intervalos regu-
lares en 24 horas*. Esta situacidn de rutina constante
por lo general se mantiene durante 24, 36 o 48 horas,
aunque esto, en si mismo, puede introducir sus propios
factores de enmascaramiento. Uno de esos factores es
que el sujeto debe estar sin dormir y luchar para no dor-
mirse. Para evitar esto, se han introducido en los proto-
colos multiples siestas. Se trata de un protocolo de
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rutina constante con multiples siestas requlares durante
un periodo de 24 horas o mas.

En un intento de diferenciar los ciclos ambientales y
ritmos endogenos, se han desarrollado protocolos alter-
nativos (conocidos como desincronizacion forzada) en
los que el sujeto vive 28 horas (o, menos frecuente-
mente, 20 horas) al dia**. Realizando estos protocolos,
se han observado episodios de suefo en todas las fases
de los periodos enddgenos. De esta manera se pueden
distinguir muy bien los componentes circadianos (pro-
pios del reloj interno) de los derivados del efecto del
suefio.

Andlisis del ritmo circadiano

El analisis de los datos ritmicos requiere una metodo-
logia propia y diferente de las técnicas estadisticas y
matematicas convencionales. Para este proposito se uti-
lizan dos procedimientos basicamente, uno basado en el
ajuste a funciones sinusoidales (el método cosinor) y la
otra basada en un analisis no paramétrico.

El andlisis Cosinor es un procedimiento matematico
basado en el ajuste de minimos cuadrados de una fun-
cidn coseno a los datos originales. A partir del ajuste
cosinor se definen tres parametros principales: mesor,
amplitud y acrofase®. El mesor es el valor medio del
ritmo ajustado a la funcién sinusoidal. La amplitud es la
diferencia entre el mesor y el maximo o el valor minimo
de la funcion cosenoidal. La acrofase es la localizacion
temporal del valor maximo de la funcion. Teniendo en
cuenta que el ritmo reposo-actividad del ser humano
tiene una distribucion asimétrica en las 24 horas (alre-
dedor de 8 h reposo vs. 16 h actividad) y una forma que
se parece mas a una onda cuadrada que un cosinusoide
puro, el método cosinor s6lo proporciona una descrip-
cion aproximada y general del ritmo de reposo-activi-
dad. Sin embargo, es un método relativamente sencillo
que proporciona una gran cantidad de informacidn
cuantitativa.

Para facilitar una estimacion mas precisa de los para-
metros ritmicos de las funciones fisiolégicas que no
muestran una forma de onda simétrica, cada vez se utili-
zan mas los procedimientos no paramétricos. Aunque
estos procedimientos se desarrollaron inicialmente para
datos de actimetria®’, también son utiles para analizar
otras variables bioldgicas. Los parametros mas frecuen-
tes son la estabilidad interdiaria (ES), la variabilidad
intradiaria (VI), las 5 horas consecutivas de menor activi-
dad (L5), las 10 horas consecutivas de mayor actividad
(M10), el inicio y punto medio de L5 y M10, la amplitud
(AMP) y la amplitud relativa (AR). ES cuantifica la regu-
laridad del ritmo, es decir, el grado de semejanza entre
los patrones ritmicos en dias individuales. Su rango com-
prende valores de 0 a 1, siendo alrededor de 0,6 el valor
tipico para los adultos sanos. VI determina la fragmenta-
cion del ritmo. Comprende valores de 0 a 2, y los valores
tipicos en sujetos sanos estan por debajo de 1. L5 es el
valor minimo de actividad de una onda media durante 5

horas consecutivas dentro de un dia completo de 24 h.
M10 es el valor maximo de actividad durante 10 horas
consecutivas dentro del ciclo de 24 h. El punto medio de
L5 y M10 proporciona informacion fiable sobre la fase
del ritmo, similar a la proporcionada por la acrofase y el
nadir del método cosinor. AMP es la diferencia entre
M10 y L5, mientras que RA se calcula dividiendo AMP
por la suma de L5y M10. Sus valores oscilan entre 0-1,y
los valores mas altos indican mayor amplitud del ritmo.

Scores y biomarcadores de cronodisrupcion

Dada la importancia de un ritmo circadiano normal en
el mantenimiento de peso corporal, podria ser de gran
utilidad en la practica clinica definir un biomarcador de
la desregulacion circadiana. Este biomarcador también
podria utilizarse como herramienta para el seguimiento
de los efectos producidos al realizar cambios en el estilo
de vida con el fin de reducir el riesgo de la obesidad®
Con este propdsito y para detectar el mejor biomarcador
para evaluar la CD en la obesidad, nuestro grupo de
investigacion probd en una poblacion femenina varios
biomarcadores del sistema circadiano utilizados previa-
mente en diferentes tipos de poblacion. En este sentido,
utilizamos técnicas facilmente medibles y no invasivas,
tales como (a) registro de suefio, para estudiar el ciclo
suefio/vigilia, los cuales son una herramienta adecuada
para evaluar la calidad y duracion del sueiio®*; (b) un
registro de alimentos, herramienta idénea para analizar
el horario y la duracion de la ingesta de alimentos®; (c) el
cuestionario Horne-Ostberg, recomendado para definir
la matutinidad-vespertinidad del sujeto®ss; (d) el analisis
de la melatonina y cortisol salivar, definidos como bue-
nos marcadores para evaluar la CD¥; y finalmente (e) |a
medicion de la ritmicidad de la temperatura de la piel,
particularmente la temperatura de la mufieca (WT).

Nuestros resultados muestran que de los diferentes
biomarcadores estudiados, la medicion de la ritmicidad
de la temperatura de la piel, dos preguntas del registro
del suefio (horarios de inicio y fin del suefio), junto con la
determinacion del cortisol salival de la mafiana podria
ser suficiente para caracterizar la cronobiologia de la
obesidad.

Después de incluir los diversos factores estudiados en
un analisis factorial fuimos capaces de definir un Score o
Puntuacion de Cronodisrupcion (CD). Los resultados
obtenidos mostraron que los pacientes podian dividirse
en dos poblaciones. De hecho, el punto de corte para
dividir la poblacion fue el valor de 40,3 puntos. Una pun-
tuacion mas alta de este valor o punto de corte indico
mayor riesgo de CD. El analisis de correlacién mostro que
los pacientes con mayores puntuaciones CD tuvieron
mayor riesgo de obesidad y sindrome metabdlico. De
hecho, el porcentaje de grasa corporal, los valores de
glucosa en plasma y la presion arterial se correlaciona-
ron positivamente con la puntuacion final. Respecto a
los triglicéridos, el colesterol total y el LDL colesterol se
correlacionaron con las puntuaciones mas altas, mien-

Métodos cronobioldgicos en las encuestas
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tras que el HDL colesterol se correlaciond con las pun-
tuaciones mas bajas.

Cuestionarios de matutinidad-vespertinidad

El cuestionario de matutinidad-vespertinidad (MEQ)
es un cuestionario de autoevaluacién desarrollado por
Horne y Ostberg en 1976%. Su objetivo principal es medir
si el estado de alerta maximo de una persona es en la
mafana, por la tarde o en medio de ambos. El estudio
original mostré que el momento en que se da el maximo
estado de alerta se correlaciona con momento de mayor
pico de temperatura central corporal; los sujetos de tipo
matutinos tienen un pico de temperatura anterior que
los de tipo vespertino, mientras que los sujetos de tipo
intermedio tienen los picos de temperatura entre los dos
grupos. El MEQ se usa ampliamente en muchas areas de
la investigacion psicoldgica y médica.

Mas recientemente, se han desarrollado también nue-
vos cuestionarios. Es el caso del Cuestionario de Crono-
tipo de Munich (MCTQ)'. Este incluye preguntas sobre la
jornada de trabajo y horarios de suefo, detalles del tra-
bajo y estilo de vida, etc. que proporcionan datos para
ayudar a la comprension de como los relojes bioldgicos
funcionan en la vida social. El MCTQ categoriza cada
participante en siete cronotipos, y utiliza datos referen-
tes a la fase de suefio de los participantes y la falta de
suefio de los mismos para estudiar qué cronotipo tiene
cada participante.
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