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Resumen

Fundamentos: El estado nutricional puede verse afectado por la conducta alimentaria y los ritmos
circadianos. Estos se encuentran regulados por el gen CLOCK, cuyos alelos T del SNP rs3749474T/C y A del
SNP rs4864548A/G, han sido asociados con la obesidad en adultos.

Métodos: Se evalud a 65 sujetos usando la técnica PCR en tiempo real para determinar si era portadores del
alelo T del SNP rs3749474T/C o del A del SNP rs4864548A/G. Se realizaron mediciones antropométricas, y se
aplicé los cuestionarios TFEQ y el Horne-Ostberg.

Resultados: De los 65 sujetos estudiados, 8 eran portadores del alelo T del SNP rs3749474T/C y 7 del A del
SNP rs4864548A/G. Los portadores del alelo A presentaron mayores valores promedio de IMC (26,58),
circunferencia de cintura (89,57cm) y porcentaje de grasa (31,56%) no existiendo diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a la conducta alimentaria. El 66,67% del total de los sujetos presentd un cronotipo de tipo intermedio.
Conclusiones: Los portadores del alelo A del SNP rs4864548A/G presentarian un mayor potencial de sufrir
problemas asociados a la obesidad, pero es necesario realizar estudios con poblaciones mas grandes y con
mejor paridad de género, que permita corroborar esta aseveracion.
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Comparison of nutritional status, chronotype and eating behavior in Chilean
university students presenting the polymorphism rs3749474T / C or rs4864548A / G
of the CLOCK gene

Summary

Background: Nutritional status may be affected by eating behavior and circadian rhythms. These are
regulated by the CLOCK gene, whose T alleles of SNP rs3749474T / C and A of SNP rs4864548A / G, have been
associated with obesity in adults.

Methods: 65 subjects were evaluated using the real-time PCR technique to determine whether they were
carriers of the T allele of the SNP rs3749474T / C or the A of the SNP rs4864548A/G. Anthropometric
measurements were made, and the TFEQ and Horne-Ostberg questionnaires were applied.

Results: Of the 65 subjects studied, 8 were carriers of the T allele of the SNP rs3749474T / C and 7 of the A of
the SNP rs4864548A / G. The carriers of the A allele had higher average BMI values (26.58), waist
circumference (89.57cm) and fat percentage (31.56%), with no statistically significant differences between
them. No statistically significant differences were found regarding eating behavior. 66.67% of the total
subjects presented an intermediate type chronotype.

Conclusions: The carriers of the A allele of SNP rs4864548A / G would have a greater potential to suffer
problems associated with obesity, but studies with larger populations and with better gender parity are
necessary, which allows to confirm this assertion.
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Estado nutricional, cronotipo y conducta alimentaria segun el polimorfismo del gen CLOCK

Introduccion

Entre los factores ambientales que pueden
afectar el estado nutricional, existen tres que
son relevantes: el primero corresponde a la
conducta alimentaria, que se define como el
conjunto de acciones que establecen la
relacion entre los seres humanos con los
alimentos®. El segundo corresponde a los
ritmos circadianos, que son variaciones
periddicas de 24 horas, controlados en el
sistema nervioso central (SNC), estos regulan
los ciclos de luz-oscuridad. Un tercer factor es
el cronotipo, que es un rasgo asociado a los
ritmos circadianos, relacionado
principalmente a las preferencias horarias

para realizar actividades cotidianas’.

Dentro de los genes que regulan los ritmos
gen
Locomotor Output Cycles Kapu (CLOCK).

circadianos, existe el Circadian

Dicho gen es el regulador central que

sincroniza el ciclo de luz-oscuridad con

horarios de comida (ingesta/ayuno) vy

actividad fisica (actividad/reposo), entre

otros procesos fisioldgicos’.

Se desarrollé un modelo de ratéon mutante
para el gen CLOCK
genéticamente, que carece de dicho gen), en
dicho
asociado con un

(animal modificado

donde se observé que animal
presentaba hiperfagia,
aumento  significativo de Ia

peso corporal,

hipertrigliceridemia e

ingesta
energética,
hipercolesterolemia,
hiperglicemia®.

En humanos, se han descrito diferentes
polimorfismos o variantes genéticas comunes
del tipo Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP) en el gen CLOCK, el cual, consiste en el
cambio de un solo nucledtido en una
secuencia de ADN establecida, los que se han
relacionado con la obesidad, como los

polimorfismos rs3749474T/C y rs4864548A/G

4,5,6,7,8

En el polimorfismo rs4864548 A/G del gen
CLOCK, el alelo G es el de mayor frecuencia,
(ubicado en la regidon promotora del gen
CLOCK)’, pero los sujetos portadores del alelo
A han sido asociados con un mayor indice de
Masa Corporal (IMC) (sobrepeso y obesidad)®.
Ademas, se observd que cuando se presenta
rs4864548A y rs1554483G,
existe un riesgo de 1,5 veces de desarrollar

en haplotipo

sobrepeso u obesidad®. Otro estudio lo ha
asociado con el sindrome metabdlico, junto
con los polimorfismos rs4864548, rs3736544
y rs1801260 (alelos CAT)’. Ademds, se
observé que cuando se presenta en haplotipo
GACCGA (rs1554483, rs11932595, rs4580704,
rs6843722, rs6850524 y 4864548,
respectivamente), existe un aumento de 2
veces en el riesgo de sufrir enfermedad del
higado graso no alcohélico’.

En relacién al polimorfismo rs3749474 T/C
del gen CLOCK, donde el alelo C es el de
mayor frecuencia, (ubicado en la regiéon no
traducible 3°), son los portadores del alelo T
quienes muestran un alto IMC, ademas, de un
elevado consumo de energia principalmente
proveniente de los acidos grasos y una mayor

obesidad abdominal®’

. Sin embargo, otros
investigadores determinaron una asociacion
positiva entre la reduccion en la ingesta de
grasa con la disminucién en el indice de masa
corporal en los portadores del alelo T%. Este
SNP rs3749474 T/C se presenta en haplotipos
con los polimorfismos rs3749474, rs4580704
y rs1801260 CGA respectivamente, donde se
asocid con un IMC, circunferencia de cintura,
concentracién de adinopectina, resistencia a
la insulina y presion arterial mas bajos que los
no portadores de esos alelos®.

Dentro de las etapas de la vida actual, es la
universitaria una de las consideradas de
mayor vulnerabilidad desde el punto de vista
nutricional™®**?, es decir, existe un mayor
habitos de

alimentacién que puedan derivar en una

riesgo de desarrollar malos
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obesidad. Actualmente en Chile, son escasos

los estudios que comparen aspectos
ambientales y genéticos, con la conducta
alimentaria y ritmos circadianos en esta
poblacién. El objetivo de este trabajo es
comparar el estado nutricional, cronotipo y
conducta alimentarios en estudiantes
universitarios que presenten el polimorfismo

rs3749474T/C o rs4864548A/G.

Material y métodos
Participantes

Se reclutd a 65 estudiantes, de los cuales 49
corresponden a mujeres y 16 a hombres
pertenecientes a la Facultad de Salud de la
Universidad Bernardo O’Higgins de la ciudad
de Santiago de Chile. El proceso de
reclutamiento se realizé a través de redes
sociales propias de la Universidad. Todos los
participantes
participacién cumplié lo establecido en la

fueron voluntarios vy su

Declaracién de Helsinki, firmando wun

consentimiento  informado  donde se
describieron sus derechos como sujetos de
estudio, dicho documento fue aprobado
previamente por el comité de ética de la

Universidad.

Los criterios de exclusién fueron: Estar en
tratamiento farmacoldgico para dormir, para
controlar el apetito o para bajar de peso.
Estar diagnosticado con depresién, diabetes
mellitus tipo 1 o 2, resistencia a la insulina,
hipotiroidismo o dislipidemia. En el caso de
las mujeres se consideraron como criterios
adicionales de exclusién el estar embarazadas
o en periodo de lactancia. Todos estos datos,
fueron recabados previa inscripcién y firma
del consentimiento informado.

Mediciones antropométricas

El peso corporal se midié en kilogramos (kg)
en posicién erguida con brazos al costado del
cuerpo, mirando hacia al frente y los pies
puestos en el centro de la balanza. El pesaje
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se realizd en la mafiana con un ayuno entre 8
a 12 horas. La medicion del peso se realizd
solo con ropa interior.

La estatura se midi6 en metros (m), en
posicién erguida con los pies y talones juntos,
los gluteos y la region superior de la espalda
apoyando el estadidmetro. Se utilizé el plano
de Frankfort. Las mediciones tanto para el
peso
balanza/tallimetro digital seca 769.

como talla se midieron en

El indice de Masa Corporal (IMC) se calculé
como peso/talla® y se clasificd el estado
nutricional segln lo establece la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en: bajo peso,
cuando su valor fue menor a 18,4 kg/mz;
normal si su valor estaba en un rango entre
18,4 a 24,9; sobrepeso si su valor esta entre
25y 29,9, obesidad tipo 1 si su valor estaba
entre 30 y 34,9, obesidad tipo 2, si su valor
estd entre 35 y 39,9 y obesidad tipo 3 si el
valor era de 40 kg/m” o mayor.

La medicion de circunferencia de cintura fue
en centimetros (cm), ésta se midid a través
de una cinta métrica marca seca 201 de 1 mm
de precisidn, ubicandose por sobre el borde
lateral superior de la cresta iliaca, sobre el
ombligo, posterior a wuna exhalaciéon vy
realizando tres mediciones continuas para
obtener un promedio. El punto de corte para
obesidad
hombres fue de > 90 cm y para las mujeres >

80 cm™®.

clasificar abdominal para los

La medicién de los pliegues cutdneos se
realizd a través de caliper modelo Baseline
Lange (ID:12-1110), con capacidad de 67 mm
y una sensibilidad de 1 mm, presién de 10
g/mm?* en una superficie de 20-40 mm®. El
porcentaje de grasa se obtuvo a través de la
sumatoria de 4 pliegues segun lo descrito por
Durnin y Womersley y calculado por medio
de la ecuacién de Siri**. Los puntos de corte
para hombres fueron bajo peso < 12 %,
normopeso de 12 a 20 %, riesgo de obesidad
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0 sobrepeso de 20 a 25 % y obesidad para
valores > 25%. Para mujeres fueron bajo peso
< 20 %, normopeso entre 20 y 30 %, riesgo
de obesidad o sobrepeso entre 30y 33 %, y
obesidad para valores superiores a 33 %".
Cabe mencionar que las mediciones de
pliegues se realizaron segun los protocolos de
International Society for the Advancement of

Kinanthropometry (ISAK).

Determinaciones de los polimorfismos del
gen CLOCK

Una enfermera estrajo a cada individuo 4 ml
de sangre por via venosa para obtener el ADN
gendmico. Se utilizé un kit de marca Omega
Biotek y se procedid a realizar el protocolo de
acuerdo a lo establecido por los fabricantes.
La determinaciéon de los genotipos del gen
CLOCK rs4864548 y rs3749474 se realizd
mediante de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real por medio
del equipo Biosystems StepOne Plus PCR con
ensayos Tagman pre disefiados.

Conducta alimentaria

La conducta alimentaria se determind a
través del TFEQ-P19, de 19 preguntas version
adaptada para su uso en poblacién chilena™.
El TFEQ-P19
alimentacién sin control, que se define como

mide tres dimensiones:
la inclinacidon a comer ante la exposicién de

los estimulos externos en variadas
circunstancias y dificultades para detener la
ingesta; restriccion cognitiva, mide Ia
tendencia a limitar la propia ingesta en
cantidad o tipo de alimentos para controlar el
peso corporal y, alimentacién emocional que
es la incapacidad de controlar la ingesta de
comida en contextos emocionales negativos,
tanto el exceso como el déficit de apetito™.
Las respuestas se midieron usando una escala
Likert desde 1

(completamente cierto) a 4 (completamente

tipo que contempla

falso). Para calcular el puntaje, se

promediaron los puntajes de todas las

preguntas para cada dimension.
Cronotipo

Se determind a través del cuestionario

17,18

Horne-Ostberg "™, el cual consta de 19

preguntas cuya sumatoria total permite
clasificar de acuerdo con la siguiente escala:
entre 16 a 41

intermedio si la puntuacién fue de 42 a 58 vy,

trasnochador puntos;

madrugador de 59 hasta 86 puntos.
Anilisis estadisticos

La estadistica descriptiva correspondidé a la

determinacion de valores promedio vy
desviacidn estandar, frecuencia y porcentaje.
La comparacién entre grupos se realizd a
través de la prueba no paramétrica U- Mann
Whitney
Whitney)

considerando un nivel de confianza del 95%

(prueba de  Wilcoxon-Mann-

para muestras independientes,
(0,05 nivel de significancia). Para todos los
calculos se utilizé el programa STATA versién
14.0 en espafiol.

Resultados

De los 65 sujetos estudiados, 8 resultaron
portadores del alelo de riesgo T del SNP
rs3749474T/C (6 mujeres y 2 hombres) y 7
portadores del alelo de riesgo A del SNP
rs4864548A/G (5 mujeres y 2 hombres).

Segln se observa en la tabla 1, no se
encontraron diferencias significativas entre
los grupos en relacion al IMC, circunferencia
de cintura y el porcentaje de grasa corporal,
no obstante, quienes presentaron el alelo de
riesgo A del SNP rs4864548A/G, obtuvieron
mayores valores promedio en todos
pardmetros medidos. Se puede destacar el
hecho, que, en relacién con el IMC, 5 de los 8
sujetos que presentaron el alelo de riesgo T
del SNP rs3749474T/C,

inferiores al menor valor de IMC encontrado

tenian valores

en el grupo correspondiente al alelo SNP
rs4864548A/G.
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Al interpretar los valores de porcentaje de mientras que en el grupo con el Alelo A del
grasa segun los parametros presentados por SNP rs4864548A/G, 4 presentaron una
Duran-. Agiiero et al”®, en el grupo con el condicidon de obesidad y 2 de riesgo de
Alelo T del SNP rs3749474T/C, 3 sujetos se  obesidad.

encontraban en condicion de obesidad,

Tabla 1. Distribucién del indice de masa corporal, circunferencia de cintura y porcentaje de grasa segun
polimorfismo.

Polimorfismos indice de Masa Corporal (IMC) mean  s.d. p-valor
Alelo T del SNP 19,4 205 206 21,7 219 285 293 304 24,05 4,55
rs3749474T/C 0,1325
Alelo A del SNP 22,3 23,0 23,1 236 27,5 32,1 343 - 26,58 4,89
rs4864548A/G
Circunferencia de cintura (cm) mean s.d. p-valor
Alelo T del SNP 69 70 72 74 79 94 102 107 83,38 15,31
rs3749474T/C 0,3244
Alelo A del SNP 72 76 76 920 100 104 109 - 89,57 15,12
rs4864548A/G
Porcentaje de grasa (%) mean  s.d. p-valor
Alelo T del SNP 17,06 22 232 271 289 294 388 39,1 28,20 7,76
rs3749474T/C 0,4179
Alelo A del SNP 20,18 26,8 26,9 30,5 33,2 41,1 42,2 - 31,56 7,99
rs4864548A/G

p-valor < 0.05 se considera significativo.
Los valores destacados en negrilla corresponden a los hombres de cada grupo.
Los valores en cada caso fueron ordenamos de menor a mayor para facilitar su interpretacion.

Tabla 2. Distribucién de los puntajes promedio por dimensidn de conducta alimentaria segin polimorfismo.

Polimorfismos Alimentacion sin control mean s.d. p-valor
Alelo T del SNP 1.6 2.0 2.0 2.2 25 2.6 2.6 3.6 2.39 0.60
rs3749474T/C 0.4847
Alelo A del SNP 1.1 1.4 1.6 2.3 2.5 2.6 2.6 - 2.06 0.69
rs4864548A/G
Restriccion cognitiva mean s.d. p-valor
Alelo T del SNP 1.67 1.83 200 217 2.33 2.50 2.67 3.00 2.27 0.44
rs3749474T/C 0.9531
Alelo A del SNP 2.00 2.00 2.17 2.17 2.17 2.67 2.67 - 2.26 0.28
rs4864548A/G
Alimentaciéon emocional mean s.d. p-valor
Alelo T del SNP 1.00 1.67 2.00 233 233 2.33 3.67 3.67 2.38 0.92
rs3749474T/C 0.9067
Alelo A del SNP 1.00 1.67 2.00 2.33 3.00 3.33 4.00 -- 2.48 1.03
rs4864548A/G

p-valor < 0.05 se considera significativo.
Los valores destacados en negrilla corresponden a los hombres de cada grupo.
Los valores en cada caso fueron ordenamos de menor a mayor para facilitar su interpretacién.
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En las tres dimensiones evaluadas en relacion
a la conducta alimentaria no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos
(Tabla 2), pero los puntajes
promedios obtenidos fueron en la dimensién

mayores
I”. En esta dimension
guienes alelo A del SNP
rs4864548A/G, tenian los mayores puntajes,

“alimentacién emociona
poseian el

lo cual es consistente con el hecho de que
los valores
IMC,
circunferencia de cintura y porcentaje de
grasa corporal.

este mismo grupo presentd
promedio mds altas en cuanto a

Tabla 3. Distribucién del cronotipo segun polimorfismo.

En la dimensién de alimentacién sin control,
se presento la mayor diferencia en los valores
promedio entre grupos, siendo quienes
poseian el alelo A del SNP rs4864548A/G los
que presentaban menores puntajes.

No se encontraron diferencias significativas
en los cronotipos segun el alelo de riesgo
presente, siendo el cronotipo intermedio el
mas frecuente en ambos grupos. En términos
generales este cronotipo correspondié al
66,67% del total de sujetos. (Tabla 3).

Alelo T del SNP Alelo A del SNP Total
rs3749474T/C rs4864548A/G
Madrugador frecuencia 1 1 2
% segun cronotipo 50,00 50,00 100,00
% segun alelo 12,50 14,29 13,33
Intermedio frecuencia 6 4 10
% segun cronotipo 60,00 40,00 100,00
% segun alelo 75,00 57,14 66,67
Trasnochador frecuencia 1 2 3
% segun cronotipo 33,33 66,67 100,00
% segun alelo 12,50 28,57 20,00
Total frecuencia 8 7 15
% segun alelo 100,00 100,00 100,00
p-valor 0,4456

p-valor < 0.05 se considera significativo.

Discusion

Esta investigacidon corresponde a un primer
acercamiento al estudio asociativo entre los
polimorfismos del alelo A del SNP
rs4864548A/G y T del SNP rs3749474T/C, y la

conducta alimentaria en poblacion chilena
joven.

Si bien
limitaciones en cuanto al numero de sujetos

este estudio presenta claras
estudiados y a la paridad de género, entrega
informacidn que permite establecer aspectos
a considerar para posteriores investigacion,

como el hecho, de que los portadores del

alelo de riesgo A del SNP rs4864548A/G
presentaban mayores promedio en cuanto a
IMC, circunferencias de cintura y porcentaje
de grasa que los portadores del alelo de
riesgo T del SNP rs3749474T/C. Dichos
resultados son consistentes con el trabajo
Sookoian et al.* el cual,
alelo A del SNP
rs4864548A/G esta asociados con un mayor

realizado  por
concluyé que el

IMC (sobrepeso y obesidad) vy al trabajo de
Scott et al’> donde estableci6 que el
haplotipo rs4864548A y rs1554483G poseen
un riesgo de 1,5 veces de desarrollar

sobrepeso u obesidad.
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En cuanto a la conducta alimentaria, es la
alimentacién emocional la que presenta los
mayores puntajes promedio, donde el grupo
que posee el alelo A del SNP rs4864548A/G
es quien se destaca, lo cual, es consiste con
su mayor IMC, circunferencia de cintura vy
porcentaje de grasa en comparacién con el
grupo que presenta el alelo T del SNP
rs3749474T/C. Dado el hecho que la muestra
conformada por
universitarios que suelen estar con altos

estuvo estudiantes
niveles de estrés y ansiedad, es esperable
este tipo de respuesta ante la ingesta de
alimento.

Por otro lado, un aspecto interesante a

analizar es que dentro de todos los
pardmetros estudiados solo en el caso de la
dimensiéon de alimentacidon sin control el
grupo con el alelo A del SNP rs4864548A/G
presentd valores promedios mas bajo, de
hecho, fue en esta dimensién donde la
diferencia entre grupos fue la mas grande (sin
llegar a ser estadisticamente significativa).
Entendiendo que la alimentacidn sin control
se puede definir como la inclinacion a ingerir
cierto alimento dependiendo de diversos
estimulos externos en diferentes situaciones
y ademas la dificultad de detener este
consumo, y dado que los factores externos a
los cuales estan expuestos los estudiantes
universitarios estan mas vinculados a aspecto
emocionales, es mas probable que Ia
alimentacién debido a causas emocionales,
sea mas determinante para ellos en este
caso, lo pudo haber producido esta diferencia
en cuanto al puntaje encontrado en las

encuestas.

En cuanto al cronotipo no se encontraron

diferencias  significativas, sin embargo,

concuerda con otros estudios, donde la
mayoria de la poblacién se encuentra en el

cronotipo intermedio™®?°.

De los resultados obtenidos se puede concluir
que es posible que los factores ambientales

Carolina Pino Astorga et al.,

emocionales que afectan la conducta
alimentaria, sumados a la presencia del alelo
A del SNP rs4864548A/G pueda aumentar el
riesgo a desarrollar sobrepeso u obesidad. Se
hace claramente necesario el realizar nuevos
estudios con poblaciones mas grandes que
permitan confirmar o refutar esta
observacién y que ademas incluya el factor
género en el estudio, que en este caso dada
la baja densidad de hombres no fue posible

analizar.
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