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A Actividad
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PR Porcentaje de ritmicidad

T Temperatura



TAP Temperatura, Actividad, Posicion
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GLOSARIO

- Acrofase: periodo de tiempo durante el cual el ciclo diario de una variable alcanza su
punto maximo.

-Amplitud: diferencia entre el valor maximo (0 minimo) de la funcién coseno vy el
mesor.

-Amplitud relativa (RA): diferencia entre el promedio de las mediciones hechas
durante las 5 horas consecutivas de maximos valores (M5) y la media de las mediciones
hechas durante las 10 horas consecutivas con el minimo valor (L10), dividido por la
suma de ambos valores (M5+L10).

-Contraste dia-noche: diferencia entre el promedio de mediciones durante las 5 horas
consecutivas de maximo TAP y el promedio de mediciones realizadas durante las 10
horas consecutivas del minimo TAP dividido por la suma de ambos valores.

-Cosinor: procedimiento para el andlisis de ritmos bioldgicos basado en la adaptacion
de una onda cosenoidal a los datos brutos.

-Cronobiologia: (“kronos” de tiempo, “bios” de vida y “logos” de estudio) es la ciencia
que estudia todos estos fendmenos periddicos o ritmos bioldgicos que se producen en
los seres vivos.

-Cronotipo matutino: caracteristica del sujeto que encuentra su estado de maximo
rendimiento por la mafiana.

-Cronotipo vespertino: caracteristica del sujeto que encuentra su estado de maximo
rendimiento por la noche.

-Cuestionario de Munich (MCTQ): consta de 17 preguntas simples sobre el
comportamiento del ciclo suefio y vigilia. Estas preguntas abordan la hora de acostarse,
y hora de levantarse por separado para dias laborables y dias libres. Utiliza los centros
del suefo para la clasificacion del sujeto.

-Cuestionario matutino-vespertino (MEQ): consta de una escala de 19 items
desarrollado por Horne y Ostberg, con la que se obtiene una puntuacion que clasifica al
sujeto en matutino, indefinido o vespertino.

-Estabilidad interdiaria (1S): regularidad del ritmo. Sus valores oscilan entre 0 y 1.
Cuanto mas se acerque al valor 1 el ritmo presenta una mejor estabilidad, es decir, se
repite exactamente dia tras dia.

-Factor de necrosis tumoral a (TNF a): proteina del grupo de las citoquinas liberadas

por las células del sistema inmunitario que interviene en la inflamacion y en la



apoptosis. En la obesidad se produce por el tejido adiposo y presenta acciones
proinflamatorias locales y sistémicas.

-Fase del ritmo o acrofase: hora en el que ritmo alcanza su maximo valor.

-Habitos regulares: derivado de la estabilidad interdiaria (1S), determina la constancia
del patron ritmico de 24 h durante los 7 dias. Un ritmo estable se caracteriza por un
perfil de 24 horas muy similar dia a dia.

-HOMA-IR: representa las siglas en inglés del modelo homeostéatico para evaluar la
resistencia a la insulina ("homeostatic model assessment").

-Interleuquina 1p (IL-1P): citocina proinflamatoria implicada en las respuestas
inmunes agudas y en las enfermedades inflamatorias cronicas. Se libera ante el dafio
celular o en caso de infecciones por diferentes células inmunes, entre ellas los
monocitos y los macrofagos

-Interleuquina 6 (IL-6): citocina proinflamatoria cuya funcién mas importante es ser la
principal reguladora de la respuesta inflamatoria aguda. Es una citocina pleiotrépica que
juega un papel critico en la inflamacion cronica al estimular la sintesis de Proteina C
reactiva (PCR). Es producida por células endoteliales, fibroblastos, monaocitos, y
macrofagos en respuesta a diferentes estimulos (IL-1B, IL-17, y TNF-o) durante la
inflamacion sistémica.

-Interleuquina 8 (IL8): citocina proinflamatoria producida por una variedad de células
después de la estimulacion con IL-1a, IL-1B, IL-17, TNF-a entre otras. ES un potente
factor quimiotactico de neutréfilos, que induce la expresion de integrinas, favoreciendo
su adhesion a células endoteliales.

-Indice de funcionalidad circadiana (CFI): indice numérico que determina la robustez
circadiana basado en tres parametros circadianos: estabilidad interdiaria, variabilidad
intradiaria y la amplitud relativa. CFl se calcul6 como el promedio de estos tres
parametros. En consecuencia, CFI oscila entre 0 (ausencia de ritmicidad circadiana) y 1
(ritmo circadiano robusto).

-Inmunoglobulina A (IgA): es una inmunoglobulina dominante de las superficies
mucosas, pero también esta presente en el plasma. Su funcion fisioldgica principal es la
defensa de las superficies mucosas contra la infeccion. El efecto antiinflamatorio de la
IgA desempefia un papel crucial en la fisiologia y en la prevencion del dafio tisular en
multiples enfermedades autoinmunes e inflamatorias en adultos.

-Jet lag social: sindrome que ocurre cuando el reloj bioldgico de nuestro cuerpo y

nuestros horarios sociales no coinciden. Se refiere a la diferencia entre el centro del



suefio de los dias no laborables y los laborables. Cuando esta diferencia es mayor a 2h
se considera que existe jet lag social.

-L10: promedio de las diez horas consecutivas de valores minimos del ritmo de
temperatura y su hora TL10.

-TL5: promedio de las cinco horas consecutivas de valores minimos del ritmo de
actividad y posicion y su hora TL5.

-M10: promedio de las diez horas consecutivas de valores maximos del ritmo de
actividad y posicion y su hora TM10.

-M5: promedio de las cinco horas consecutivas de valores méximos del ritmo de
temperatura y su hora TM5.

-Mesor: valor medio del ritmo ajustado a una funcién coseno que por lo general
coincide con la media.

-Nucleo supraquiasmatico (NSQ): también Ilamado reloj central, esta formado por un
conjunto de neuronas situadas en el hipotdlamo, y se encarga de regular los ciclos
circadianos y el control de la secrecion de melatonina. Es el principal reloj bioldgico
interno o marcapasos en los mamiferos.

-Factor de crecimiento nervioso (NGF): es una proteina presente en el sistema
nervioso y otros sistemas del cuerpo humano, necesaria para la supervivencia y
desarrollo de las neuronas en el periodo embrionario.

-Porcentaje del ritmo (PR): porcentaje de varianza de datos explicado por la funcion
sinusoidal. Valores més altos de este parametro significan una curva mas sinusoidal.
-Profundidad de suefio (%0): promedio de las cinco horas de minimos valores del TAP.
La profundidad del suefio es méas elevada cuando los valores de TAP son mas bajos. Se
expresa en tanto por ciento.

-Proteina C reactiva (PCR): es una proteina de fase aguda y sus valores aumentan
dramaticamente durante los procesos inflamatorios que ocurren en el cuerpo. Este
incremento se debe a un aumento en la concentracion plasmatica de IL-6, que es
producida por macréfagos, células endoteliales y linfocitos T y adipocitos.

-Proteina-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1 / CCL2): quimiocinas clave que
regula la migracion y la infiltracion de monocitos/macréfagos. Surge en respuesta a la
inflamacion.

-Rayleigh: evalla la distribucion de la acrofase dentro de un periodo de 24 horas. Esta
prueba proporciona un vector r con su origen en el centro de una circunferencia de radio

igual a uno. La longitud del vector r (entre 0 y 1) es proporcional al grado de



homogeneidad de fase durante el periodo analizado y puede considerarse como una
medida de la estabilidad de fase del ritmo durante los 7 dias sucesivos.

-Ritmos circadianos: procesos que ocurren o funcionan en ciclos de aproximadamente
24 horas.

-Sincronizador: estimulo capaz de restablecer un marcapasos 0 sincronizar una
oscilacion con el medio ambiente.

-TM5: Hora media de las cinco horas de maximo valor de un ritmo. Se utiliza como
marcador de fase para el ritmo de temperatura.

-TM10: hora media de las diez horas de minimo valor de un ritmo. Se utiliza como
marcador de fase para el ritmo de actividad.

-Variabilidad intradiaria (1V): fragmentacion del ritmo. Sus valores oscilan entre 0 y
2. Cuanto mas se acergue al valor 0 la onda es perfectamente sinusoidal y el ritmo es
menos fragmentado.

-Zeitgebers: sefiales ambientales ritmicas capaces de modificar la duracion del ciclo o
periodo al que oscila el reloj enddgeno y que en su conjunto se actian como entradas al

reloj.
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Introduccion

1.Cronobiologia

1.1. ¢ Qué es la cronobiologia?

La vida puede entenderse como un fendmeno ritmico. Cuando estudiamos cualquier
actividad vital relacionada con el tiempo, nos encontramos con oscilaciones que indican
que estas actividades no siempre se desarrollan de manera continua. Esto es debido a
que los organismos Vvivos presentan un gran namero de procesos periodicos y previsible
que se denominan ritmos biologicos (1). Los ritmos bioldgicos se definen como
oscilaciones de las variables bioldgicas en intervalos regulares de tiempo. Gracias a la
correcta oscilacion ciclica de estos ritmos, los organismos pueden predecir y anticiparse
a los cambios medioambientales, asi como adaptar temporalmente sus funciones

conductuales y fisiologicas a estos cambios (1).

La ciencia que estudia todos estos fendmenos periddicos o ritmos bioldgicos que
se producen en los seres vivos se denomina Cronobiologia (“kronos” de tiempo, “bios”

de vida y “logos” de estudio) (2).

Los ritmos biolégicos se pueden clasificar en funcién del tiempo en el que
transcurre su periodo, asi aquellos con un periodo proximo a 24h se denominan
circadianos, aquellos con un periodo de menos de 24h se denominan ultradianos y los
que presentan un periodo de mas de 24h, infradianos (3). En la presente tesis doctoral
nos centraremos en el estudio de los ritmos circadianos (del latin circa, que significa

‘alrededor de’ y dies, que significa ‘dia’).

El primer informe especifico de un ritmo bioldgico fue proporcionado por el
astronomo francés Jean Jacques d'Ortous De Marian en 1729 (4), quien estudio los
movimientos foliculares de la planta Mimosa pudica. En sus experimentos, logrd
demostrar que las hojas seguian oscilando siguiendo el ritmo circadiano incluso en una
oscuridad permanente. La importancia de este trabajo es que De Marian demostré por
primera vez que existian unos ritmos bioldgicos en la naturaleza, en este caso en la
funcién del movimiento de las hojas, y ademas que estos ritmos biolégicos eran

enddgenos, es decir, que ocurrian incluso fuera de la influencia del ambiente en este
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caso del efecto de la luz solar. Al mismo tiempo, mostr6 que era un ritmo que se repetia

cada 24h y por tanto circadiano. Con este estudio nacio la ciencia de la cronobiologia.

Los primeros datos relacionados con los ritmos circadianos se remontan al siglo
XVII1, tal y como demuestra Linneo, que dibujo un reloj floral en funcion de la hora de
la maxima apertura de las flores en su jardin. Sin embargo, la cronobiologia, entendida
como ciencia es relativamente nueva, y no fue hasta mediados del siglo XX cuando
emergio como un nuevo campo. Algunos de los primeros estudios se realizaron por el
ecologista Colin S. Pittendrigh (5) en la mosca de la fruta Drosophila. Colin, gracias al
estudio de los ritmos bioldgicos en este insecto, asent6 los principios basicos en los que

se basa la cronobiologia moderna.

A partir de entonces esta nueva ciencia ha ido alcanzando reconocimiento entre
profesionales sanitarios, investigadores y poco a poco entre la poblacion en general
hasta el punto que en 2017, se concedi6 el Premio Nobel de Medicina a los
investigadores que sentaron las bases cientificas del reloj bioldgico. Los investigadores
estadounidenses Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash y Michael W. Young consiguieron
este reconocimiento por sus descubrimientos en los mecanismos moleculares que
controlan el ritmo circadiano (6). Desde entonces, el concepto del “tiempo” es
reconocido en la fisiologia, en la ciencia y en la medicina. La eleccién del «<momento

correcto» es relevante para alcanzar una adecuada salud (7).

1.2. Organizacion del sistema circadiano

El sistema circadiano es el responsable de la generacion y mantenimiento de los ritmos
circadianos del organismo y de su sincronizacion con el medio ambiente. Sin embargo,
los ritmos de los organismos vivos no son consecuencia pasiva de las condiciones
externas, sino que tienen un origen endogeno (8). Este sistema circadiano en mamiferos
estd compuesto por un reloj bioldgico principal llamado nucleo supraquiasmatico
(NSQ) localizado en el hipotdlamo, que tiene capacidad intrinseca de oscilar
funcionando como un marcapasos central (9). La actividad del NSQ es suficiente para
que aparezcan los ritmos circadianos. Aun asi, es necesario que este reloj esté
adecuadamente sincronizado con el medio que le rodea. Para ello, el NSQ presenta unas

vias de entrada de la informacion desde los receptores que captan las sefiales externas y
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unas vias de salida dirigidas a los sistemas fisiologicos responsables de manifestar los
ritmos bioldgicos del individuo (9).

Las sefiales ambientales ritmicas capaces de modificar el reloj endogeno actdan
como “entradas” al reloj (10). Entre estos sincronizadores, el mas importante es el ciclo
de luz-oscuridad, pero ademas, los horario de las comidas y la actividad fisica también
actan como sincronizadores del sistema circadiano, principalmente de los dérganos

periféricos.

Y es que el marcapasos central no es el Gnico reloj que posee el organismo, ya
que, subordinados a él, existen multitud de osciladores periféricos en practicamente
todos los 6rganos y células del cuerpo (11). El corazon, higado y pancreas, entre otros,
presentan sus propios relojes, capaces de funcionar de forma auténoma mediante la
expresion circadiana de sus «genes reloj», aunque modulados y sincronizados por el
reloj central (12). De especial importancia son los relojes hepatico y cardiaco, que a su
vez pueden sincronizarse con sefiales externas, tales como el horario de alimentacién

(ingesta/ayuno) o el ejercicio fisico (actividad/reposo), respectivamente (9).

ENTRADAS SALIDAS

Actividad
Luz/Oscuridad

| Via nerviosa
)| TGFa, EGF
| Prokineticina 2
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Contactos
Sociales
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Glucocorticoides

L Simpatico
Ejercicio Fisico Parasimpético .
Afectivo
o\
Dy
Alimentacién \ Conductual

OSCILADORES PERIFERICOS

Rev Esp Geriatr Gerontol. 2012;47:168-73

Figural. Organizacion del sistema circadiano. Modificado de Garaulet M, et al (13)
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Por otra parte, no podemos olvidar el descubrimiento por parte de nuestro grupo
de investigacion de la presencia de un reloj en el tejido adiposo, demostrando que es
capaz de sincronizarse independientemente del NSQ (14) . La Figura 1 representa un
esquema del funcionamiento y los principales componentes del sistema circadiano en el

humano.

Hoy en dia se sabe que el funcionamiento del reloj central y de los periféricos
estd basado en la expresion e inhibicion de una serie de genes llamados genes reloj, y de
la generacion de proteinas que derivan de estos genes. En cada una de las células del
organismo existe un reloj molecular basado en una serie de bucles de retroalimentacion
positiva y negativa que dan lugar a ritmos de expresion génica (15). Este es un sistema
muy complejo que sigue esclareciéndose en la actualidad. Hasta el momento, los genes
reloj mas estudiados son Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Bmall, RevErby Clock. Los
genes Clock y Bmall, actian como elementos positivos, es decir activadores del reloj, y
los genes Per (Perl, Per2 y Per3) y los criptocromos (Cryl y Cry2), como elementos
negativos, es decir, inhibidores del reloj. Dichos genes reloj codifican una serie de
proteinas que generan mecanismos de autorregulacion (16) que hacen que en general

estos ritmos bioldgicos tengan una duracién de aproximadamente 24h.

2. ¢Queé es el cronotipo? Y ¢como se evalua?

El resultado fenotipico de este reloj circadiano resulta en el cronotipo del individuo, que
se entiende como una caracteristica que ayuda a determinar la preferencia circadiana del
sujeto (16, 17). Las diferencias entre el horario endégeno de un individuo y la hora local
externa dan como resultado cronotipos que van desde matutinos (cronotipo temprano)
hasta vespertinos (cronotipo tardio), pasando por un cronotipo intermedio también
Ilamado indefinido (18). Los cronotipos tempranos tienden a funcionar mejor en la

mafiana, mientras que los cronotipos tardios funcionan mejor en la noche (18).

Los estudios realizados en poblacion adulta apuntan a que el cronotipo
vespertino o tardio, o también llamado nocturno, se asocia con complicaciones de salud
incluyendo baja actividad fisica, corta duracion de suefio y mayor jet lag social (19). Sin

embargo, los resultados siguen siendo contradictorios (20), y hacen falta nuevas
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investigaciones que determinen el cronotipo de manera objetiva. Ademas, los estudios
se han realizado principalmente en individuos adultos y en edades tempranas, como
nifios en edad preescolar, adolescentes o adultos jovenes, sin embargo, en nifios de edad
escolar la contribucion del cronotipo al riesgo metabdlico sigue siendo una cuestion por

resolver.

La mayoria de estos estudios que se han realizado en adultos se han hecho
mediante cuestionarios, por lo que la determinacion del cronotipo de un individuo suele
ser subjetiva (21), mientras que las herramientas objetivas capaces de capturar el
cronotipo de una forma simple, continua y no invasiva en condiciones de vida libre, son
escasas y en nifios casi inexistentes. Estudios recientes han encontrado una asociacién
entre el cuestionario de cronotipo de Munich (uno de los cuestionarios mas usados para
determinar el cronotipo del individuo, y que es de facil determinacion en nifios) y la
actimetria (medicién de actividad durante un tiempo prolongado, normalmente una
semana, gque se esta utilizando para evaluar objetivamente el cronotipo del individuo)
(22). Sin embargo, los datos de los ritmos de 24h recogidos por el actimetro, aunque
presentan muchas ventajas ya que permiten la recogida de datos en condiciones de vida
libre del individuo, y de manera no invasiva, pueden estar afectados por factores

ambientales, retirada de dispositivo, etc., y pueden ser no fiables.

A la hora de determinar el cronotipo del individuo, las técnicas mas utilizadas en

la actualidad en investigacion son las que se exponen a continuacion:

2.1. Cronotipo subjetivo

Se basa en la obtencién del cronotipo a través del uso de cuestionarios que clasifican al
sujeto segun su tipologia circadiana. Las técnicas mas utilizadas han sido el cuestionario
matutino-vespertino (Moning-Evening Questionnaire (MEQ)) y el cuestionario de
Munich (MCTQ). Cada instrumento evalia un aspecto diferente del cronotipo. Se
considera que MEQ evalla las preferencias de tiempo y horarios del comportamiento
del individuo durante las 24 horas de un dia; mientras que el MCTQ determina el
cronotipo tras calcular la fase o centro del suefio para los dias libres y de trabajo. Una

revision previa sugiere que MCTQ es el mejor instrumento para evaluar la fase de suefio
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por lo que es util en investigaciones que se ocupan de la desincronizacion entre las

conductas del individuo, su reloj interno, y el ambiente que le rodea.

El cuestionario de Munich (MCTQ) consta de 17 preguntas simples sobre el
comportamiento del ciclo suefio y vigilia. Estas preguntas abordan la hora de acostarse,
y hora de levantarse por separado para dias laborables y dias libres (17). Ademas, existe
una version reducida para nifios. EI MCTQ usa el centro del suefio de los dias libres y
los dias de trabajo para evaluar el cronotipo (17). Se ha descubierto que el centro del
suefio es uno de los més precisos marcadores para la fase circadiana, definida como la
hora en el que ritmo alcanza su maximo valor (23). La eleccién para usar el centro del
suefio dias libres y de trabajo fue debido a las diferencias entre el reloj bioldgico y el

social.

El cuestionario matutino-vespertino (Moning-Evening Questionnaire (MEQ))
consta de una escala de 19 items desarrollada por Horne y Ostberg, con la que se
obtiene una puntuacion que clasifica al sujeto en matutino, indefinido o vespertino.
Estudios en adultos han utilizado este cuestionario para identificar el cronotipo del
individuo y ver su asociacion con diversas patologias. Este tipo de cuestionarios se
utiliza para valorar las caracteristicas del cronotipo que cambian en situaciones
especificas, por ejemplo tras un cambio de edad, tras una intervencion, o tras un cambio
de vida (24).

2.2. Cronotipo objetivo

Las técnicas objetivas nacen por la necesidad de encontrar herramientas mas fiables, no
invasivas, faciles de obtener y que no interfieran en la vida del sujeto. Entre ellas las que

mas estan siendo utilizadas actualmente por los investigadores son:

a) Inicio de la subida de melatonina con luz tenue (Dim Light Melatonin Onset
(DLMO))

El Dim Light Melatonin Onset (DLMO) es una herramienta para medir la fase
circadiana, es decir, el momento en que los valores de melatonina ascienden y

mantienen sus concentraciones superiores a un umbral determinado que suele estimarse
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en 5 pg/ml (25). Se realiza en condiciones de luz tenue ya que la luz intensa es capaz de
suprimir la secrecion de melatonina. Un nimero sustancial de estudios ha demostrado
que, dentro de este perfil ritmico, el inicio de la secrecion de melatonina en condiciones
de luz tenue o DLMO es el marcador més preciso para evaluar la fase del marcapasos

circadiano (26).

Sin embargo, esta técnica no es utilizada de forma usual como marcador
circadiano debido a varios factores que impiden su implantacién. Entre ellas destacamos
que la recoleccion de muestras debe realizarse durante un minimo de 5 horas, en las
horas previas al inicio habitual del suefio, lo que conlleva un esfuerzo considerable por
parte de los participantes y es costoso pues se suelen analizar por cada individuo un

total de 10 muestras de melatonina (cada media hora) (27).

b) Actimetria

La actimetria tiene como objetivo evaluar la actividad y la posicién del sujeto. Es un
método simple y no invasivo. Consiste en la obtencion de un registro prolongado de
datos mediante el empleo de un dispositivo denominado actimetro, que registra y
almacena informacién sobre el movimiento y la posicion corporal. La monitorizacién se
basa en cuantificar los movimientos realizados por el sujeto mediante medidas de la
aceleracion resultante de dichos movimientos. A partir de la informacion proporcionada
por el actimetro, obtenemos dos variables: actividad motora (A) y posicién del cuerpo
(P). La representacion grafica del patron de 24h de actividad y posicion en adultos, se
caracteriza por presentar valores bajos durante la noche (descanso) y valores mas

elevados durante el dia (vigilia) en adultos (Figura 2).
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Figura 2. Ritmo de 24h de actividad y posicién en adultos. Datos tomados del Departamento de Fisiologia de la
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El rapido desarrollo de dispositivos por la industria ha proporcionado una
medicion facil y objetiva de los ritmos de actividad de 24 h en condiciones de vida libre
lo que ha hecho que los actimetros estén siendo utilizados frecuentemente tanto en la
poblacién adulta (28), adolescente (29) e infantil (30) como marcador de alteraciones en

el sistema circadiano y su posible asociacion con la enfermedad.

En esta busqueda de biomarcadores de la salud circadiana, se han desarrollado
algoritmos que cuantifican la robustez, la fase y la estabilidad de los ritmos de
actividad/reposo. Entre ellos, el modelo cosinor paramétrico y el modelo no paramétrico
son dos enfoques matematicos que se utilizan en la actualidad y que son capaces de

captar anormalidades en los ritmos de actividad/reposo asociadas con obesidad (31, 32).

¢) Temperatura corporal

La temperatura corporal se puede considerar como una salida del reloj circadiano y se
utiliza en cronobiologia como un marcador del estado general del sistema circadiano
(33).

La temperatura corporal, medida de forma “central”, ha demostrado ser un
marcador adecuado de los ritmos circadianos del individuo, sin embargo, su medicion
continua no siempre es posible en la practica diaria, pues requiere la ingesta de una
capsula termometro, cuyas mediciones cambian en funcion de la velocidad de transito
intestinal, que varia segun los individuos, o el uso de una sonda rectal durante 24h, lo
que solo es posible en complicados experimentos de laboratorio en condiciones
controladas, con lo que no son representativas de la vida real del individuo (34, 35).
Una aproximacion podria ser la medicion de la temperatura periférica en la mufieca, o la
medicion de la temperatura distal, mediante el uso de dos dispositivos separados en el
cuerpo, que midan la diferencia de temperatura entre ellos y permitan asi eliminar el
efecto de la temperatura ambiental (36, 37). Se considera, con algunas salvedades, que
el ritmo circadiano de temperatura corporal central y periférica son inversos, por lo que
el maximo valor de un ritmo podria corresponderse con el minimo para el otro (38),
aunque no debemos olvidar que la temperatura periférica, resulta también de la
disipacion por la piel de la temperatura central, por lo que a veces sus valores elevados

son consecuencia también de un incremento de temperatura central. Para evaluar el

10
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ritmo de temperatura periférica en adultos se ha utilizado un sensor de temperatura
denominado ibutton (39) (Thermochron iButton DS1921H, Dallas, Maxim, Dallas, T).
Este dispositivo también se ha usado para evaluar la temperatura periférica en

adolescentes (40) y en nifios (41).

La representacion grafica del patron circadiano de temperatura periférica en
adultos medido en la mufieca (Figura 3), se caracteriza por presentar una elevacion de
los valores de temperatura por la noche, con un patron estable en forma de meseta
durante el suefio nocturno con altas temperaturas y un descenso pronunciado de la
misma al despertar. Por la mafiana permanecerd estable con valores bajos de
temperatura y con una elevacion en las horas posteriores asociada a la siesta, y
coincidente con el periodo postprandial. Por ultimo, se produce una zona del maximo
del despertar que corresponde a los valores minimos temperatura y que prepara para el
suefio, ya que a partir de esta caida, la temperatura volvera a subir nuevamente con la
entrada de la noche. En nifios no se conoce cudl es el patron de temperatura periférica
durante 24h, y puede que difiera con el del adulto, tanto en horas de suefio como de

vigilia.
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Figura 3. Ritmo de 24h de temperatura periférica en adultos. Datos tomados del Departamento de

Fisiologia de la Universidad de Murcia. Grupo de Nutricion.
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d) TAP (Temperatura, actividad y Posicion).

La temperatura, actividad y posicion, en si mismas presentan cualidades diferentes a la
hora de captar la salud circadiana, o el suefio. Se entiende que la temperatura periférica
tiene un caracter mas enddgeno o fisioldgico, mientras que la actimetria y la posicién
captan en mayor medida las conductas del individuo. Ademas, ninguno de ellos por si
solo estd exento de problemas, como son los factores de enmascaramiento a la hora de
captar la temperatura periférica, cuando existen temperaturas ambientales elevadas, o
fallos en el dispositivo a la hora de captar el movimiento. Para tratar de superar estas
barreras metodoldgicas, Ortiz-Tudela y col. (42) propusieron la integracion de estas tres
variables en una sola que evaluara el estado del sistema circadiano humano en
condiciones normales de vida, a esta variable integradora le denominaron TAP ya que
combina la temperatura de la mufieca (T), la actividad fisica (A) y la posicion (P) y ha
demostrado ser un método adecuado para evaluar el cronotipo del individuo, el estado

del sistema circadiano y las caracteristicas del suefio en adultos.

Algunos de los problemas que presenta la actimetria, ademas de los fallos en su
funcionamiento es que, a la hora medir el centro del suefio, tiende a subestimar el
tiempo de vigilia y por tanto a sobreestimar el suefio (43). Ademas, con el actimetro no
es posible saber cuando los sujetos se quitan sus dispositivos (44). La utilizacion
conjunta de la actimetria con la temperatura periférica puede ser muy util ya que esta
ultima se considera como un buen marcador de suefio (45). Un reciente documento de
consenso respaldado por el Instituto Nacional del Corazén, Pulmones y Sangre, el
Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la Sociedad de Investigacion del Suefio
(45), ha declarado que la temperatura periférica es un método novedoso y no invasivo

para medir la hora de la fase circadiana y los estados de suefio y vigilia.

En comparacion con la actimetria convencional, se ha demostrado que el TAP es
clinicamente superior en la evaluacion objetiva del suefio (44). Mejora la sensibilidad, la
especificidad y la precision en comparacién con la actividad, la posicion o la
temperatura corporal, por separado y minimiza los efectos de enmascaramiento (42).
TAP ha sido validado en adultos sanos y enfermos (46) con determinaciones de
melatonina con luz tenue (DLMO) y con polisomnografia. También ha sido utilizado

12
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como herramienta para determinar el cronotipo enddgeno (heredable) y la salud
circadiana en gemelos (47).
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Figura 4. Ritmo de 24h de la variable integradora TAP en adultos. Datos tomados del Departamento de

Fisiologia de la Universidad de Murcia. Grupo de Nutricién.

La Figura 4 muestra el ritmo diario de la variable TAP en adultos valores bajos
de TAP implican la coexistencia de baja actividad, posicién horizontal y alta
temperatura. Este método sencillo y no invasivo, permite la evaluacién del estado
circadiano en condiciones de vida libre (48).

e) Cortisol

El cortisol es la hormona circadiana por excelencia, es decir sus concentraciones van
variando a lo largo de dia y se considera un marcador del funcionamiento del reloj
central. La gran ventaja de su determinacion es que, aunque hay que hacer diferentes
medidas a lo largo del dia, se pueden realizar en saliva y por tanto de manera no

invasiva.

El cortisol también se conoce como la hormona del estrés. Sin embargo, tiene
muchas mas funciones, incluidos efectos reguladores importantes en todo el organismo,
incluido el cerebro. También presenta un impacto en la regulacién de energia y en los

procesos metabolicos y en el funcionamiento del sistema inmune e inflamatorio, entre
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otros (49). El cortisol se considera un marcador adecuado para la evaluacion de la salud
cronobioldgica, debido a que presenta un patrén circadiano robusto que alcanza su
maximo a la hora del despertar y va disminuyendo a lo largo del dia, por lo que por la
noche sus valores suelen ser menores. Es por ello que en cronobiologia interesa
determinar al menos el cortisol al despertar y al final del dia. Un ritmo con poco cambio

0 aplanado, se considera como marcador de cronodisrupcion.

A la hora de utilizar los ritmos de cortisol como un marcador del sistema
circadiano, no debemos olvidar que puede verse afectado por factores externos como los
horarios de ingesta de alimentos (50), la presencia de situaciones estresantes, la
exposicion a la luz en determinados momentos del dia (51) o situaciones patoldgicas

como la obesidad (52).

Estudios previos han relacionado el cronotipo del sujeto con los valores de
cortisol. Se ha estudiado la relacién entre cronotipo y el patron durante 24h del cortisol
en mujeres trabajadoras (53). También se ha evaluado la asociacion entre el cronotipo,
la temperatura de la piel y los valores de cortisol (54) y la relacion del cronotipo
vespertino con el aumento del cortisol (55) entre otros.

f) Melatonina

Otra hormona muy utilizada en cronobiologia es la melatonina, también Ilamada
hormona de la noche, que se libera en la glandula pineal como respuesta simpaética a la
accion del ndcleo supraquiasmatico. La melatonina es el marcador circadiano por
excelencia, sobre todo el inicio de su secrecion DLMO, por lo que sus valores deberan
presentarse elevados por la noche y bajos por el dia. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que su actividad estd condicionada por agentes ambientales como la luz (56),

consumo de estimulantes como la cafeina (57), algunos farmacos (58) etc.

La secrecion de melatonina se relaciona con el suefio, coincide con una caida de
temperatura corporal central y con una disminucion en el grado de excitacion y en el
rendimiento del individuo (59). Estudios previos han confirmado que las

concentraciones de melatonina son un buen marcador del cronotipo (60). Ademas en
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adolescentes con sobrepeso y obesidad se han evaluado las concentraciones de
melatonina para valorar el suefio (61). También se han determinado sus valores en nifios
pequefios (62), sin embargo, en nifios sanos de edad escolar, los estudios que miden la

concentracion de melatonina como marcador del cronotipo, son escasos.

3. Sincronizadores externos del reloj interno

Se denominan zeitgebers a los estimulos externos o sefiales ambientales ritmicas
capaces de modificar la duracién del ciclo o periodo al que oscila el reloj endégeno. En
su conjunto actian como “entradas” al reloj, (10). Entre estos sincronizadores, el mas
importante es el ciclo de luz-oscuridad. Ademas, el horario de las comidas
(ingesta/ayuno) y la actividad fisica (actividad/reposo), también actian como
sincronizadores del sistema circadiano, pero su efecto se realiza sobre relojes periféricos
que se encuentran en otros 0rganos y tejidos, y que a su vez se comunican y sincronizan

por el reloj central.

3.1. La hora de la comida como sincronizador

Sabemos que un horario de comidas inusual puede producir una alteracion del sistema
circadiano y puede tener consecuencias sobre la salud del individuo. Diversos trabajos
de investigacion muestran una relacion entre el momento de la alimentacion y la

regulacion del peso corporal (63).

Los retrasos en la ingesta de los alimentos y del suefio se han relacionado con la
alteraciones metabdlicas y de obesidad (64, 65). En adultos, una alimentacién tardia se
ha asociado con hiperglucemia (66), intolerancia a la glucosa (67) y mayor riesgo
cardio-metabdlico (68). Un horario tardio en la comida o cena también se ha
relacionado con peores patrones de suefio (68) y con irse a la cama mas tarde en adultos
(69).

Nuestro grupo de investigacién demostrd en el afio 2013 que el momento de la

comida principal del dia, que es la comida del mediodia en Espafia, era predictivo de la
pérdida de peso (70). En 420 pacientes que seguian un programa de pérdida de peso
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durante 22 semanas, aquellos pacientes que comieron antes de las 15:00h de la tarde
perdieron méas peso que los que comieron después de las 15:00h de la tarde. Resultados
parecidos se obtuvieron en una poblacion sometida a cirugia bariatrica (70) aquellos
pacientes que comian antes de las 15:00h perdian un 80% de su exceso de peso durante
los 6 meses después de la operacion, y ademas mantenian el peso perdido durante los 6
afios posteriores, mientras que aquellos pacientes que comian habitualmente tarde en la
comida principal del mediodia (después de las 15:00 h) perdieron menos s6lo un 40%
de su exceso de peso durante los 6 meses iniciales, y recuperaron el peso perdido
durante los 6 afios de seguimiento. Estos resultados muestran que la hora de la comida
es importante a la hora de perder peso no sélo cuando se sigue un tratamiento dietético,
sino también tras un método mas drastico y que se supone menos conductual como es la
cirugia de obesidad. Ademas una reciente revision recopila datos sobre la importancia
de los horarios de desayuno, comida y cena, ya que horarios tardios de ingesta de
alimentos se han asociado con alteraciones en el metabolismo, un aumento de la grasa

corporal (65) y factores relacionados con la obesidad (71).

De la misma manera, un tema de actualidad es el papel que tiene una cena
tardia sobre nuestra salud. Es preciso recordar que la melatonina empieza a aumentar
sus valores conforme nos vamos acercando a la noche, como ya hemos visto. Estudios
recientes muestran que cuando se cena tarde y ademas se presenta un determinado
polimorfismo del receptor de la melatonina (MTNR1B), que se asocia con un aumento
de la funcion del receptor de melatonina, se produce una reduccion de la tolerancia a la

glucosa, pudiendo a la larga generar problemas de diabetes u obesidad (67).

3.2. La actividad fisica como sincronizador

La actividad fisica desde el punto de vista cronobioldgico, se puede entender, tal y como
hemos explicado en apartados anteriores, como una salida del reloj interno, que nos
permite la evaluacién de la salud circadiana del individuo. Sin embargo, la actividad
fisica también se puede considerar como una “entrada” al sistema circadiano, y por
tanto como un sincronizador. Los horarios de actividad fisica tienen un papel relevante
en el sistema circadiano, por lo que un horario inadecuado de actividad puede dar lugar

a efectos negativos en la salud del individuo (72).
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Un estudio por parte de nuestro equipo de investigacion demostro que el mismo
ejercicio realizado en diferentes momentos del dia presenta un efecto diferente sobre
nuestro sistema circadiano (72). En este estudio, una muestra de mujeres deportistas que
jugaban al rugby fue sometida a realizar el ejercicio a diferentes horas del dia. Cuando
las rugbistas realizaban el ejercicio por la mafana, la temperatura corporal periférica
presentaba un ritmo diario mejorado respecto a la semana control. Sin embargo, cuando

lo realizaban por la noche, presentaba alteraciones en el ritmo de temperatura.

El ciclo de actividad/reposo, engloba todas las actividades que se llevan acabo a
lo largo del dia, como la actividad fisica, abarcando también la duracién y regularidad
del suefio. La investigacion centrada en las alteraciones del ritmo de actividad/reposo, se
ha llevado a cabo principalmente en adultos o en poblaciones con muestras pequefias
(73-76). Pocos estudios han estudiado este tema en adolescentes, y los que lo han hecho,
han evaluado escasos aspectos relacionados con los ciclos de actividad/reposo (29, 77).
Por lo que se necesario adoptar un enfoque mas integral para identificar los parametros
de la actividad que estan asociadas con obesidad y alteraciones metabdlicas en
poblaciones pediatricas.

3.3. La luz como sincronizador

La luz es el principal sincronizador externo del reloj biologico. Los ciclos de luz-
oscuridad pueden poner en hora este reloj y cuando no son adecuados pueden producir
alteraciones del mismo. La luz entra por el 0jo y a través del tracto retinohipotalamico
(TRH), una ruta no visual basada en las células ganglionares que estan provistas del

pigmento melanopsina, ejerce su accién sobre el NSQ (78).

Un buen estado circadiano se caracteriza por una adecuada exposicion a los
cambios de luz-oscuridad. En general se recomienda una elevada exposicion a la luz
durante el dia y una baja exposicién durante la noche. Hoy en dia sabemos que la
iluminacion artificial nocturna con luz blanca desencadena la inhibicion de melatonina,
ya que esta es una hormona fotosensible, lo que puede conllevar un retraso en la hora

del suefio o producir insonmio.
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Estudios previos recogen la importancia de una adecuada exposicién a la luz.
Tanto en intensidad, en tipo de luz, como en horario. Investigaciones recientes en nifios
sugieren que la luz blanca, tiene un mayor impacto sobre la melatonina que las luces
mas amarillas o rojizas, e inhibe el aumento de la somnolencia durante la noche (79).
También se ha estudiado el efecto de la luz en nifios con hiperactividad (80), como
agente sincronizador en terapias sobre alteraciones del ciclo suefio-vigilia (81). Basados
en estos conceptos se estan mejorando los dispositivos electrénicos, tanto los teléfonos
moviles como las pantallas de ordenador para que regulen el tipo y la intensidad de luz
utilizada en funcion de las horas del dia, y para que no emitan luz blanca por las noche y
asi evitar la cronodisrupcion (82) entre otros.

En la literatura también hay estudios que han abordado el efecto de la luz en
relacion con el cronotipo. Los adolescentes que viven en zonas urbanas y expuestos a
luz artificial blanca durante la noche tienen un cronotipo méas vespertino, evaluado por
el cuestionario de Munich (MCTQ) y cuestionario matutino-vespertino (MEQ),
comparado con aquellos que viven en entornos mas rurales. Ademas, la luz por la
mafiana se ha utilizado como terapia para adelantar los horarios de suefio en pacientes
con alteraciones de la fase suefio-vigilia (83) y méas recientemente para tratar el jet lag
social (84).

4. Cronodisrupcion: obesidad y salud cardiometabolica

4.1. Cronodisrupcién

La cronodisrupcion se define como la ruptura de la sincronizacion entre los ritmos
circadianos internos y los ciclos de 24 horas medioambientales (85). La alteracion de
estos ritmos circadianos puede impulsar el desarrollo de diferentes tipos de patologias
(86). Una perturbacion del orden temporal interno de los ritmos circadianos fisioldgicos,

bioquimicos y de conducta puede dar lugar a una situacion de cronodisrupcion.
Actualmente estd habiendo un aumento de alteraciones circadianas en nifios de

edad escolar, debido a la luz artificial, los medios digitales, los horarios escolares
exigentes y las actividades extraescolares (87-89). El sistema circadiano desempefia un
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papel importante en la regulacién del ciclo suefio-vigilia que puede desencadenar
alteraciones metabolicas perjudiciales para la salud. Estos datos estan respaldados por
investigaciones en adultos donde se expone una fuerte asociacion entre trabajadores por

turnos, cronotipos tardios y jet lag social con la obesidad (90-92).

Ademas, los estudios experimentales demuestran que las alteraciones en el
sistema circadiano producen un elevado apetito y un metabolismo energético alterado
en adultos sanos (93, 94). De la misma manera que ocurre en adultos, se sospecha que la
cronodisrupcion puede dar como resultado la presencia de enfermedades o alteraciones
también a edades méas tempranas en relacion con diferentes areas de la salud (95).

Ciertos estudios ya han sido capaces de demostrar la relacion entre la

cronodisrupcion y el deterioro de salud en nifios y adultos:

a) Una de las causas de la cronodisrupcion esta relacionada con la privacién de
suefio o con el momento en el que este ocurre. Estudios recientes muestran que
alteraciones en el ciclo suefio/vigilia pueden provocar problemas de salud tales
como mayor morbilidad cardiovascular (96) o mayor riesgo cardiometabdlico
(97). Ademas una reduccion de la duracion del suefio ha sido asociada con un
aumento de la obesidad tanto en estudios transversales (98) como longitudinales
(99) en nifios y adultos. Una duracion insuficiente de suefio también se ha
asociado con diabetes tipo Il (98), riesgo de pre-hipertension e hipertension
(100), sintomas gastrointestinales (101), resistencia a la insulina y aumento del
riesgo metabolico (100) en poblaciones infantiles. Ademas otros estudios
aseguran que la mala calidad del suefio durante la infancia, parece estar asociada
con sobrepeso/obesidad siendo esta asociacion independiente de la duracion
(102).

b) Por otro lado, conocer los horarios de suefio entre semana y los fines de
semana también es importante, por el denominado jet lag social. El jet lag social
se define como la diferencia entre los centros del suefio de semana y de los fines
de semana. Es una medida que muestra la interrupcion circadiana crénica
causada por la discrepancia entre nuestros relojes internos y habitos sociales. Se

considera que se tiene jet lag social cuando la diferencia del centro del suefio
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entre semana y fin de semana es mayor a 2h ya que estudios recientes han
sugerido que jet lag tiene un impacto negativo en la salud fisica y mental de los
nifios con edad escolar. Entre sus consecuencias, los nifios que presentan jet lag
social muestran mayores signos de depresion (103) y menor rendimiento
académico (104). Estudios previos han encontrado que los individuos adultos
que sufren de obesidad presentan mayor jet lag social (105). Igualmente, en
estudios en nifios, aquellos que presentaron mayor jet lag social mostraron

porcentajes de grasa corporal mas elevados (106).

c) La hora, la intensidad y la duracion de la exposicion a la luz artificial.
Estudios previos confirman que la excesiva exposicion a la luz artificial por la
noche es un factor que contribuye al exceso de grasa corporal en humanos (107).
De la misma forma, en la sociedad moderna, la luz artificial nocturna altera el
sistema circadiano generando problemas de salud como el cancer y obesidad
(108, 109). Por otro lado, algunos estudios han demostrado la relacién entre
problemas de suefio en nifios y uso de medios tecnolégicos como ver la
television, jugar al ordenador o utilizar el teléfono movil por la noche (110,
111). La luz blanca que incide en los nifios procedente de los aparatos
electronicos es capaz de suprimir la melatonina, provocando cronodisrupcion y

problemas asociados como ya hemos visto (apartado de melatonina 2f).

d) La hora de alimentarnos puede afectar en gran medida el peso corporal y
conlleva alteraciones asociadas. Fueron los trabajos en ratones del profesor
Turek (63), en los gque se le daba una dieta hipergrasa y se observaba que cuando
esta dieta se les daba a una hora inadecuada, que era durante el dia en estos
animales nocturnos, los ratones engordaban més que cuando la ingesta se
realizaba a la hora habitual (durante la noche). Este trabajo abrié la puerta a
nuevas investigaciones en humanos que muestran que comer a horas
inadecuadas en humanos, como sucede en los trabajadores por turnos o en
cenadores tardios se asocia con un mayor riesgo de obesidad, diabetes y
enfermedades cardiovasculares (112) en adultos.

e) Horarios inadecuados en actividad fisica o la falta de cambios en esta

actividad, es decir una actividad sedentaria continua (113) es otro factor de
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cronodisrupcion ya comentado (apartado 3.2. La actividad fisica como

sincronizador)-

4.2. Obesidad

Tal y como se describe a lo largo de este proyecto de tesis doctoral, la cronodisrupcion
se asocia tanto en nifilos como en adultos con la obesidad. Esta patologia ocupa en la
actualidad uno de los mayores problemas de salud publica a nivel mundial y se ha

convertido en una epidemia (114).

Se pronostica que el numero de nifios obesos a nivel mundial alcanzara los 250
millones en 2030, frente a los 150 millones actuales. Solo uno de cada 10 paises tiene
un 50% de posibilidades de alcanzar el objetivo propuesto por la Organizacién Mundial
de la Salud de no aumentar la obesidad infantil entre 2010 y 2025 (115).

En Espafa el 35% de los menores entre ocho y dieciséis afios tienen exceso de
peso y un 20,7% de ellos sufren sobrepeso, y un 14,2% obesidad (Figura 5). La
importancia reside en que la infancia es un periodo critico en el desarrollo y la

persistencia de la obesidad y en las comorbilidades relacionadas en la edad adulta (111).

Figura 5. Mapa mundial de la obesidad infantil 2019.

21



Tesis doctoral Nuria Martinez Lozano

La obesidad es entendida como el resultado de un balance calérico positivo, es
decir, un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, siendo la ingesta mayor que
el gasto (116). Ademas, la obesidad es una enfermedad de origen multifactorial. Es el
resultado de una interaccion compleja de factores genéticos, hormonales, nutricionales,

de actividad fisica, ambientales fisicos y sociales.

Durante mucho tiempo las investigaciones para combatir la obesidad han estado
centradas en la ingesta calorica de los alimentos. En un principio iban destinadas el
hacia el control del consumo de energia y en el reparto de macronutrientes en la dieta,
después se centraron en el tipo de alimento o grupos de alimentos y los factores
ambientales que determinaba su eleccién. Sin embargo, en la actualidad ha cobrado
fuerza el “momento” de la ingesta de alimentos como factor relevante contribuyente al
desarrollo de la obesidad, ademas recientemente también se estan teniendo en cuenta a
la hora de prevenir o tratar la obesidad el momento, duracion o intensidad de otros

sincronizadores externos, ya nombrados, como son la luz y la actividad fisica.

4.3. Salud cardiometabdlica

Junto con la obesidad, y a veces como consecuencia de ella, existen otras enfermedades
metabdlicas comunes en adultos que pueden resultar de procesos patolégicos cronicos y
que a veces comienzan en etapas tempranas de la vida. Ejemplos de estas enfermedades
metabolicas en el adulto son el sindrome metabodlico, las alteraciones en lipidos
plasmaticos y presion arterial, asi como fallos en el control de la glucemia. Una
deteccion a tiempo de los factores de riesgo en el nifio permitird hacer cambios
tempranos en sus habitos y asi prevenir desarrollos posteriores de enfermedades
metabolicas (117).

El exceso de grasa corporal en edades tempranas es un marcador de aumento del
riesgo cardiometabdlico en adolescentes y adultos. Varios estudios longitudinales
confirman la asociacion de la obesidad infantil con la persistencia de la obesidad en
edades posteriores y en edad adulta y con el desarrollo futuro de enfermedades
cardiovasculares, diabetes y un mayor riesgo de cancer (118). Ademas de los
marcadores clasicos de salud cardiometabolica, existen biomarcadores inflamatorios

que participan en diferentes funciones bioldgicas, incluyendo inmunidad, sensibilidad a
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la insulina, apetito, metabolismo lipidico, funcién vascular, etc. (119). Entre ellos
encontramos la proteina C reactiva (PCR), la interleuquina-8 (IL-8), el factor de
necrosis tumoral (TNF-a) y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), etc.

que suelen estar elevados con la obesidad.

En poblaciones adultas, estos biomarcadores inflamatorios se han asociado con
la cronodisrupcion (120, 121), y estudios de intervencion han mostrado que cuando se
induce experimentalmente una cronodisrupcion se produce un aumento de las
concentraciones plasméticas de estos marcadores proinflamatorios en adultos sanos
(122). Ademés, la inflamacion sistémica de bajo grado es una caracteristica de la
obesidad y esta puede estar provocada por la alteracion de los ritmos circadianos (2).
Sin embargo, se desconoce si la alteracion circadiana se asocia con un aumento de los
marcadores proinflamatorios en nifios de edad escolar y si dicha asociacion esta
mediada por el indice de masa corporal (IMC).

5. El uso de saliva para la determinacion de la salud cardiometabodlica:

biomarcadores de inflamacién

Tradicionalmente, para la obtencion y el andlisis de los biomarcadores inflamatorios se
han utilizado métodos invasivos como la extraccion de sangre. Sin embargo, se esta
comenzando a desarrollar una metodologia no invasiva como es la deteccién de estos
marcadores en saliva, como alternativa a la extraccion sangre, porque puede reducir el
estrés asociado a la extraccion de sangre y por tanto aumentar las tasas de participacion,
el nimero de muestras y asi evitar los sesgos poblacionales relacionados con el estrés.
Ademas, partir de este fluido, junto con los biomarcadores inflamatorios, se pueden
determinar ritmos diarios de marcadores circadianos y establecer asi su asociacion con

problemas potenciales de salud infantil.

Ademas, la saliva es facil, economica y segura de recolectar, aun asi, contiene
una variedad de compuestos moleculares y bacterianos que pueden cambiar con
patologias bucales y sistémicas, y que hay que tener en cuenta a la hora de interpretar
los resultados (123).
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Estos biomarcadores pueden ingresar a la saliva por sintesis y secrecién por las
glandulas salivales o por difusion pasiva o ultrafiltracién de la sangre. Este proceso
fisioldgico puede provocar un retraso en los cambios de concentraciones en la saliva
con respecto al suero (124) lo que explica que en algunos casos los biomarcadores

determinados en saliva no se correlacionen significativamente con aquellos en suero.

En nifos, los biomarcadores salivales se han evaluado en diferentes estudios
relacionados con la salud bucal (125), riesgo de enfermedad metabdlica (126, 127),
sensibilidad al sabor (128) entre otros. Estos estudios han contribuido a que hoy en dia
se considere la saliva es una fuente valiosa de biomarcadores para la evaluacion objetiva
de salud y bienestar en los mas pequefios. Sin embargo, sorprendentemente el uso de
saliva es aln escaso en estudios epidemiologicos, en parte porque faltan estudios
globales centrados en la evaluacion de multiples analitos y su correlacion con suero, o
por la falta de informacion sobre si estos analitos en saliva pueden capturar cambios

metabolicos relacionados con el IMC, la composicion de la dieta y la actividad fisica.

6. Cronobiologia en nifios

Desde hace unos afios se sabe que, ya en las Ultimas diez semanas de la gestacion, el
nifilo empieza a presentar oscilaciones circadianas enddgenas (129). Aun asi, todavia
predominan los ritmos circadianos de la madre sobre el feto, de manera que desde el
tercer trimestre del embarazo y durante las primeras semanas tras el nacimiento, la
influencia materna sincroniza con el medio ambiente el sistema circadiano inmaduro del
feto y del lactante (129).

El ser humano nace con unos ritmos poco desarrollados debido a la inmadurez
de los sistemas neuroldgicos. Tras el nacimiento, los ritmos son predominantemente
ultradianos. Es durante las doce primeras semanas de vida cuando los ritmos circadianos
del lactante adquieren su mayor desarrollo (130), y es a partir de los 6 meses de edad
cuando se genera un ritmo circadiano completo, por lo que se considera que ya existe un

sistema circadiano maduro (131).

Con los primeros afios de vida, el nifio ya es méas independiente y su sistema

circadiano se ird sincronizando con los factores ambientales que le rodea como son los
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ciclos de luz-oscuridad, actividad-reposo, ingesta-ayuno, etc., sin olvidar la influencia

materna.

La entrada del nifio al colegio es un factor importante en el desarrollo y
mantenimiento de un buen estado circadiano del nifio. Los horarios de colegio marcan la
hora de inicio del dia del nifio, los horarios de comida, los horarios de actividad fisica,
etc. Mientras que, por el dia, el nifio estd sometido a los horarios establecidos por los
padres y obligaciones, por la noche, el nifio podra ser un poco mas libre en la eleccién

de sus actividades.

La evaluacion de la salud circadiana se ha limitado principalmente a la
poblacién adulta. Diversas investigaciones han afrontado el estudio sobre la salud
circadiana en lactantes (129), nifios preescolares (132), adolescentes (133), sin embargo,

los estudios de nifios de edad escolar aun son muy escasos.

Uno de los principales desafios en la cronobiologia moderna al estudiar el
cronotipo del nifio es implementar técnicas objetivas y no invasivas que evaluen la salud
circadiana en condiciones de vida libre. Las técnicas invasivas pueden perturbar el
estado del nifio provocando una situacion de estrés, lo que podria alterar los resultados.
Tradicionalmente se han utilizado cuestionarios como el cuestionario de Munich
(MCTQ) o el cuestionario matutino-vespertino (MEQ) adaptados a la poblacion infantil
para la determinacion de su tipologia circadiana. En nifios el cuestionario matutino-
vespertino (MEQ) fue usado para detectar problemas de suefio ya que puntuaciones muy
altas del MEQ se asociaron con déficit de suefio (134). El cuestionario MCTQ también
se ha utilizado para detectar problemas relacionados con el suefio en nifios de edad
preescolar (131) y en edades posteriores como la edad escolar y la adolescencia,
mostrando que ya en la infancia empiezan los horarios de suefio tardios y no en la
adolescencia como se creia (135) por lo que las consecuencias del retraso del suefio

deben ya ser valoradas en nifios escolares.

Ademas, los estudios de cronotipo en nifios muestran una asociacion entre el
cronotipo nocturno y un menor rendimiento académico en nifios de edad escolar (136)
por lo que se ha propuesto que para aumentar el rendimiento académico, los horarios de

los exdmenes se establezcan segun el cronotipo del nifio (137). Sin embargo, los
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estudios que investigan sobre el cronotipo en nifios de edad escolar son escasos y los

que lo relacionan con alteraciones metabdlicas son casi inexistentes.

Recientemente, el cronotipo en nifios se ha evaluado de forma objetiva por
medio de la actimetria (138). También se ha utilizado esta técnica para valorar el suefio
en nifos preescolares (133), de edad escolar (139) y en adolescentes (140) sanos.
Aunque también se ha utilizado en nifios con enfermedad, como es el caso de
metodologia para la epilexia (139), hiperactividad (141) obesidad, asi como alteraciones

en la conductas alimentaria en nifios y adolescentes.

Otro método objetivo utilizado en nifios es la evaluacion de la temperatura
periférica que ha sido medida en lactantes (142), nifios (40) y adolescentes (143). Se ha
registrado el ritmo de temperatura periférica en nifios de edad escolar para observar las
alteraciones del suefio (144). Sin embargo, pocos estudios han utilizado el ritmo de
temperatura como un marcador de salud circadiana y han estudiado la relacion con otras

patologias en nifios de edad escolar. Por esta razon se hace necesario su profundizacion.

El cortisol y melatonina son dos hormonas circadianas que han sido utilizadas
como marcadores del sistema circadiano en adultos. La melatonina también se ha usado
en nifios de edad escolar para evaluar su inhibicion inducida por la luz blanca (79), en
desordenes del suefio (145) o en relacién al estudio de sus valores dependiendo si los
nifios iban al colegio por la mafiana o por la tarde (134) entre otros. Ademas esta
hormona ha sido utilizada como marcador para evaluar el cronotipo en nifios pequefios
(146). En cuanto al cortisol como hormona circadiana se ha valorado su papel en nifios
de edad escolar en relacion al estrés (147), a sus valores en presencia de obesidad (148)
y a las variaciones sus concentraciones dependiendo si los nifios iban al colegio por la
mafiana o por la tarde (134), pero no se ha utilizado hasta ahora como marcador

circadiano en nifos.

Ademas, nunca se han valorado la salud circadiana del nifio a través de la

variable integradora TAP (Temperatura, Actividad y Posicion).

Por otro lado, al plantear esta tesis doctoral queremos dar respuesta a una serie

de interrogantes en relacion a la funcion ejercida por los sincronizadores del sistema
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circadiano (la hora de la comida, de actividad y la luz) y sus consecuencias en la
obesidad y en la salud cardiovascular del nifio.

Respecto a la hora de la comida, los estudios sobre el efecto del horario de la
cena son escasos en la poblacion infantil y los que recogen su importancia son
contradictorios (149, 150). En los nifios, cenar tarde se ha relacionado con un aumento
del IMC (149), pero hay discrepancia entre estudios. Por ejemplo, no se detectaron
ninguna asociacion entre la cena tardia y la obesidad en una poblacion de nifios del
Reino Unido (150). Ademas, no se han realizado estudios sobre la alimentacién tardia y
la obesidad que incluyan marcadores inflamatorios y pardmetros relacionados con el

sistema circadiano en nifios de edad escolar.

En cuanto a la actividad fisica como sincronizador externo y su asociacion con la
cronodisrupcion, solo encontramos algunos estudios en adolescentes (29). Entre ellos
destaca un estudio que muestra codmo los adolescentes mas obesos presentaban mayores
valores de fragmentacion del ritmo de actividad, el cual es un signo de cronodisrupcién
(29). Aungue este estudio se realiz6 mediante el uso de actimetros Gnicamente por el
dia., y no se ha comprobado estudiando el ritmo completo de actimetria durante las 24h.

En lo que se refiere al uso de saliva para la determinacion de biomarcadores del
riesgo cardiometabolico e inflamacién (127), podrian ser de gran utilidad para estudiar
la asociacién entre alteraciones circadianas en nifios de edad escolar y enfermedades
metabolicas. Estudios previos han evaluado biomarcadores de riesgo cardiovascular y
del estado metabdlico en nifios preplberes (151). A esta edad existen algunos estudios
que han valorado las concentraciones de PCR (152), IL6 (124) IL 8 (153), TNF-a (154),
etc, en relacion con la obesidad. Sin embargo, se desconoce la posible relacion entre los
biomarcadores inflamatorios y los sincronizadores del sistema circadiano como son los

horarios de comida y de actividad fisica.
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Objetivos

I. Estado actual y objetivo general

La evaluacion de la salud circadiana se ha limitado hasta ahora a la poblacién adulta.
Los trabajos sobre cronobiologia infantil han empezado a emerger, pero todavia hay
muy pocos que aborden este campo. Diversas investigaciones han afrontado el estudio
sobre la salud circadiana de adolescentes y nifios preescolares, sin embargo, las

investigaciones de nifios de edad escolar ain son escasos.

Con el presente trabajo se pretende caracterizar el cronotipo en nifios de edad
escolar mediante técnicas objetivas ya utilizadas en adultos, que permitan evaluar de

forma conjunta la salud circadiana del nifio.

Una vez caracterizado objetivamente el cronotipo del nifio, pretendemos dar
respuesta a una serie de interrogantes sobre la posible asociacién entre la salud
circadiana en nifios de edad escolar y el grado de sobrepeso y obesidad, asi como la
relacion con biomarcadores de riesgo metab6lico y de inflamacién determinados en

saliva.

También estamos interesados en evaluar los habitos de vida de los nifios, en
especial aquellos relacionados con el sistema circadiano. Principalmente nos interesa
estudiar aquellos que actGan como sincronizadores externos de los ritmos enddgenos,
como son 1) los habitos de ingesta y ayuno, en especial el horario de las cenas, que es
cuando el nifio tiene mayor libertad de eleccién. 2) Los habitos de actividad y reposo
durante las 24h del dia, incluyendo las horas de suefio. 3) Los cambios de luz y

oscuridad, para detectar si hay exposicion a luz nocturna.

Para ello evaluaremos los ritmos a lo largo de las 24 horas del dia y durante 7
dias, y de esta manera determinaremos si estos ritmos son o no adecuados para la salud
circadiana del nifio y si las alteraciones en estos ritmos se asocian con obesidad o con

diferentes biomarcadores de inflamacién o riesgo cardiometabélico
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2. Objetivos

Objetivo 1: Desarrollar un indice o “score” circadiano que, mediante la combinacién de
herramientas no invasivas, sea capaz de detectar el funcionamiento circadiano en nifios
de edad escolar. También se pretende explorar las diferencias circadianas entre nifios y

nifias y de estos con una poblacion adulta.

Objetivo 2: Valorar el uso de la saliva como herramienta no invasiva en nifios de edad
escolar para la determinacion de biomarcadores inflamatorios y de riesgo cardiovascular
que nos permita detectar los cambios metabolicos asociados con el indice de masa
corporal (IMC), las caracteristicas dietéticas (ingesta y composicién) y la actividad

fisica.

Objetivo 3: Evaluar el cronotipo del nifio por medio de técnicas objetivas como la
variable integradora TAP (Temperatura, Actividad y Posicion) y estudiar su posible
relacién con el jet lag social, la exposicion a luz nocturna, y las alteraciones del suefio,

asi como su relacion con las notas académicas y el riesgo metabolico.

Objetivo 4: Averiguar si la hora de la cena influye en la obesidad y en la salud
cardiometabdlica del nifio en edad escolar.

Objetivo 5: Estudiar la posible asociacion entre las caracteristicas del ritmo de
actividad/reposo y la obesidad, asi como con diversos biomarcadores inflamatorios de

salud cardiometabdlica.

Objetivo 6: Averiguar si el “score” circadiano desarrollado en el objetivo 1 es capaz de

detectar enfermedades tales como la obesidad.

32



Alexandra (9 afos, izquierda) y Jessica (8 afos, derecha) Lewis, Altadena, CA, EE. UU.
Fotografiadas el 21 de febrero de 2016, rodeadas de su alimentacion habitual. Daily
Bread, serie fotografica de Gregg Segal. Link: https://www.greggsegal.com/P-
Projects/Daily-Bread/22/thumbs

MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

1. Material y métodos comunes a todos los objetivos

1.1. Poblacién de estudio

Cuatrocientos treinta y dos nifios sanos de 8 a 12 afios fueron reclutados de tres escuelas
del area mediterranea de Espafia entre octubre de 2014 y junio de 2016 (Poblacién
ONTIME-Jr) (ClinicalTrials.gov ID: NCT02895282). Dos escuelas urbanas, una
publica y otra privada, y una escuela publica rural fueron elegidas para proporcionar una
muestra representativa de la poblacién en esta zona de Espafia. La duracion del estudio
en cada nifio fue de 7 dias. La aprobacion de este proyecto fue obtenida por el Comité
de Etica de la Universidad de Murcia. A los padres se les proporciond un
consentimiento por escrito para la participacién de cada nifio en el presente estudio.
Todos los procedimientos realizados en esta investigacion, la cual trata con participantes
humanos, estaba de acuerdo con los estdndares éticos del Comité de Investigacion
Institucional y Nacional, con la Declaracién de Helsinki de 1964 y con sus enmiendas

posteriores o estandares éticos comparables.

1.2. Mediciones antropométricas y composicion corporal

Las medidas antropométricas se recogieron el primer dia de la semana de estudio. El
peso corporal se valord en sujetos descalzos usando ropa ligera mediante una balanza
digital con una presion de 0.1 kg. La altura se determind utilizando un estadiémetro
portatil (rango, 0.14-2.10). Los sujetos se colocaron en posicion vertical, relajados y con
la cabeza en el plano de Frankfort. Estos datos fueron utilizados para el célculo del
indice de masa corporal (IMC) de acuerdo con la formula: peso (kg) / altura® (m?). La
grasa corporal total fue determinada por impedancia bioeléctrica, utilizando el equipo
TANITA TBF-300 (Tanita Corporation of America, Arlington Heights, IL). La

circunferencia de la cintura se midié en el area mas estrecha del tronco.
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1.3. Herramientas circadianas en la poblacion infantil

a) Cuestionarios de alimentacion y suefio

Los nifios junto a sus padres completaron diarios adaptados a su grupo de edad (155). El
cuestionario de ingesta de alimentos (registro dietético de 7 dias) incluye: horarios de
las comidas, tipo y cantidad de alimentos. El diario de suefio incluye: a) suefio nocturno
(hora de acostarse, nimero de despertares durante el suefio, duracion del suefio y hora

de levantarse); b) horario y duracion de siestas (156).

b) Cronotipo subjetivo

Se utilizé una version espafiola apropiada para la edad del cuestionario de Munich
(MCTQ) (17). Se calculd el centro del suefio de los dias de colegio y el de los dias de
fin de semana. El jet lag social se definié como la diferencia entre el centro del suefio de
fin de semana (MSF) y el centro del suefio de los dias de colegio (MSW); (Jet lag social

= MSF-MSW). El nifio presentaria jet lag social si esta diferencia es superiora 2h.

c¢) Cortisol y melatonina

- Cortisol. Las muestras de saliva para la determinacion del cortisol en saliva se
recolectaron en la poblacién de nifios utilizando el sistema de Salivete (Sarstedt,
Barcelona, Espafia) el domingo de la semana de estudio para ser recogidas el lunes
(157). Las muestras de cortisol salival se recogieron antes de desayunar a las 09:00h de
la mafiana, antes de la comida del mediodia a las 14:00h y a las 23:00h de la noche,
después de la cena. Los salivetes se envolvieron en papel de aluminio y se conservaron
en la nevera a una temperatura de alrededor de 4°C, hasta su recogida el dia siguiente.
Dichos salivetes se centrifugaron para la obtencion de la saliva, la cual se repartio en
alicuotas de 500 ul en criotubos para su posterior congelacion y almacenamiento a -
80°C hasta su analisis. Las concentraciones salivales de cortisol se midieron mediante
radioinmunoensayo (RIA) (IZASA, Barcelona, Espafia). Se calculd el ratio

mafiana/noche, ya que es considerado como un marcador de cronodisrupcion (158).

- Melatonina. Las muestras de saliva para la determinacion de melatonina se

recolectaron el mismo dia que la recogida de muestras para el cortisol, utilizando el
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sistema Salivete (Sarstedt, Barcelona, Espafia). Dichas muestras se recogieron justo
antes de comer a las 14:00h del medio dia y a la 01:00h de la madrugada. Los salivetes
se envolvieron en papel de aluminio y se conservaron en la nevera a una temperatura de
alrededor de 4°C hasta su recogida Las muestras de saliva se centrifugaron y se
repartieron en alicuotas de 500 pl en criotubos para su posterior congelacion y
almacenamiento a -80°C hasta su andlisis. Las concentraciones de melatonina salival se

midieron mediante radioinmunoensayo (RIA) (IBL, Alemania).

d) Medida de la temperatura corporal periférica, actividad fisica y posicion
corporal.

Los nifios usaron durante 7 dias de estudio un reloj de pulsera colocado en la mano no
dominante. Ademas, debian quitarse el reloj solamente para ducharse o si tenian alguna

actividad acuatica. Este reloj de pulsera integra dos sensores diferentes:

a) Sensor de temperatura: El ritmo de la temperatura periférica de la mufieca se evalud
durante 7 dias de forma continua usando un sensor de temperatura (Thermochron
iButton DS1921H, Dallas, Maxim, Dallas, TX, EE,UU) que se programé para recopilar
informacion cada 5 min con una sensibilidad de 0.125°C. Se coloc6 en la mufieca sobre
la arteria radial de la mano no dominante, como se describi6 previamente por Sarabia et
al, (39). La informacion almacenada en el iButton se transfirio a través de un adaptador
(DS1402D-DRS8, Dallas, Maxim) a un ordenador. Para mitigar el enmascaramiento
provocado por la temperatura ambiental, el estudio se realiz6 entre octubre y mayo,

evitando las extremas temperaturas ambientales tipicas del sur de Espafia en verano.

b) Actimetro: Los ritmos de actividad/reposo y de posicion del cuerpo se evaluaron
durante los mismos 7 dias. Para ello, se utilizo un sensor de aceleracion HOBO Pendant
UA UA-004-64 (Onset Computer, Bourne, MA, EE.UU) que estaba programado para
registrar datos cada 30 segundos. La informacion almacenada en el actimetro se
transfirié a través de un adaptador Optico USB (MAN-BASE-U-4, HOBO, Onset
Computer) a un ordenador utilizando el software proporcionado por el fabricante
(HOBOware v. 2,2). A partir de la informacion proporcionada por el actimetro se

definieron dos variables: actividad motora (A) y posicion corporal (P). En primer lugar,
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la actividad se calcul6 como grados de cambio en la posicion de los ejes X, Y y Z con
respecto al tiempo de muestreo anterior, como se describe por Ortiz-Tudela et al, (42)
En segundo lugar, P se calculé como el angulo entre el eje X del actimetro y el plano
horizontal, siendo el valor 0° cuando el brazo estaba en posicidn horizontal y 90° cuando

estaba verticalmente.

e) Variable integradora TAP (Temperatura, Actividad y Posicion) y suefio

Las medidas de la temperatura de la periférica, actividad motora y posicion del cuerpo
fueron finalmente integradas en una variable Illamada TAP validada por Ortiz-Tudela et
al (42). Para calcular la variable integradora TAP, primero se normalizaron las variables
de temperatura, actividad y posicion calculando los percentiles 95 y 5 para cada
variable. Los valores de temperatura periférica se invirtieron ya que los valores de
actividad y posicion eran opuestos, de modo que los valores méaximos para las tres
variables concurrieron a la misma hora del dia. Después se calcul6 la media de las 3
variables normalizadas, donde O correspondia al reposo y suefio y 1 a actividad en
movimiento. Mas tarde se calculé un umbral individualizado a partir de la distribucion
de frecuencias del TAP, para el analisis individualizado de los patrones de suefio. Se
calific6 como suefio cuando TAP estaba por debajo de un umbral predeterminado,
previamente validado por polisomnografia (48). EI tiempo en movimiento, fue definido
como el tiempo en que se detectd un movimiento en cualquiera de los tres ejes, y se

utiliz6 para discriminar entre los estados de suefio y vigilia.

Para caracterizar las variables de temperatura, actividad, posicion y TAP,

calculamos sus parametros usando métodos parametricos y no paramétricos:

a) Se aplico el analisis de Cosinor para calcular: minimo; mesor, amplitud, acrofase,
porcentaje de ritmicidad y rayleigh (ver glosario).

b) Se realizaron anéalisis no paramétricos para calcular: estabilidad interdiaria,
variabilidad intradia y amplitud relativa. El indice de funcion circadiana (CFI) se
calculo como el promedio de estos tres parametros (ver glosario). M5y su hora

(TM5) y M10 y su hora (TM10) también fueron calculados.

38



Material y Métodos

Todos los parametros ritmicos se obtuvieron utilizando un integrado paquete
para andlisis de series temporales Kroniwizard (https://kronowizard.um.es/kronowizard)
(Laboratorio de Cronobiologia, Universidad de Murcia, Espafa, 2015). Estos datos se
procesaron para eliminar mediciones erréneas, como las producidas por la eliminacion

temporal del sensor en el momento de la ducha.

2. Material y métodos especificos segun los objetivos

2.1. Poblacion adulta (Objetivo 1)

Se compararon ciertos parametros de la poblacion infantil con una poblacién adulta

compuesta por 177 mujeres sanas de la misma zona mediterranea.

2.2. Medicion de la luz (Objetivo 1y 3)

La exposicion a la luz se midi6é Unicamente en una submuestra de la poblacion (n=122),
porque decidimos analizar la variable de luz cuando el estudio habia comenzado. Dicho
registro se realizé a través de un luxémetro colgante HOBO UA-002- (Onset Computer,
Bourne, Massachusetts, USA.). Se program6 el dispositivo para recopilar la
informacion de luz cada 30s durante los 7 dias del estudio. A los nifios se les informo
que debian llevar el luxémetro como un colgante sobre su ropa y que podian dejarlo en

una mesita de noche cuando se fueran a la cama.

2.3. Cronotipo objetivo (Objetivo 3)

La acrofase del TAP determinada por el analisis de Cosinor se utiliz6 como un
biomarcador objetivo del cronotipo individual. Los cronotipos vespertino, indefinido y
matutino se clasificaron de acuerdo con los tertiles de la acrofase (valores mas altos para

los vespertinos).

2.4. Clasificacion en cenadores tardios (LDE) y tempranos (EDE) (Objetivo 4)

De un total de 432 nifios, 397 completaron el registro dietético de 7 dias que incluia
cantidades y horarios de comida. Estos nifios se clasificaron en dos grupos segun la

mediana de la hora de la cena, 21:07 hh:mm. Los nifios que cenaron antes de las 21:07
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hh:mm fueron considerados cenadores tempranos (EDE), mientras que los que cenaron
después de las 21:07 hh: mm fueron cenadores tardios (LDE).

2.5. Biomarcadores en saliva y suero (Objetivo 2, 3,4y 5)

La saliva para la determinacion de biomarcadores (n = 129), se recogio a través de un
pequefio hisopo de algoddn dentro de un salivete (Salivette; Sarstedt, Barcelona,
Espafia), que posteriormente se centrifugd. Se recogieron muestras por la mafiana en
ayunas. Todas las muestras se mantuvieron refrigeradas a 4 °C, hasta su entrega al
laboratorio y luego se almacenaron a -80 °C hasta ser analizadas como en el caso de las

muestras de cortisol y melatonina.

Ademas de la recoleccién de saliva, se obtuvieron muestras de suero por la
mafiana en ayunas en una submuestra de 79 nifios a través de una extraccion de sangre.
Las muestras de suero se almacenaron -80 °C hasta el momento de su anélisis. Sélo se
extrajeron sangre aquellos nifios que asistieron a una revision pediatrica rutinaria y se

interesaron por la participacion en el estudio.

La glucosa se determind por un método basado en hexoquinasa (Beckman
Coulter Ireland Inc., Irlanda). Los triglicéridos fueron cuantificados por un método
basado en una serie de reacciones enzimaticas acopladas (Beckman Coulter Ireland Inc.,
Irlanda). Los dos parametros fueron analizados por un analizador bioquimico
automatizado (Olympus AU600, Olympus Diagnostica GmbH, Friburgo, Alemania).
Las interleuquinas (IL) 1B, IL-6, IL-8, insulina, leptina, proteina 1 quimioatrayente de
monocitos (MCP-1), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento del
hepatocito (HGF) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) se analizaron utilizando kits
comerciales (MILLIPLEX MAP Human Adipokine Magnetic Bead Panel 2 e Endocrine
Multiplex Assay; Life Science, Darmstadt, Germany) segun las indicaciones del
fabricante. La proteina C reactiva (PCR) se analiz6 utilizando un kit comercial
(MILLIPLEX MAP Human e PCR Assay; Life Science, Darmstadt, Germany) segun
las indicaciones del fabricante. Los valores se calcularon en funcion de una curva
estdndar construida para el ensayo. La evaluacion del modelo homeostatico de
resistencia a la insulina, el indice (HOMA-IR) se calculé de acuerdo con la formula:

insulina (microU / L) glucosa en ayunas (159).
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2.6. Notas académicas (Objetivo 4)

Se recogieron las notas académicas de una subpoblacion (n=92). Las calificaciones para
cada materia se determinaron por las evaluaciones obtenidas durante el curso
academico. Las notas académicas que fueron evaluadas son lengua castellana y
literatura, matematicas, ciencias naturales, ciencias sociales, inglés, francés, educacion
artistica, educacion fisica y religion catdlica. Se calcul6 la calificacion media de todas

las materias.

3. Analisis estadisticos

Todos los anélisis estadisticos se realizaron con SPSS version 20.0 (SPSS, Chicago,
lllinois, EE. UU.). Los valores de P<0.05 se consideraron estadisticamente
significativos. Los analisis estadisticos realizados los podemos clasificar en funcion del

objetivo a conseguir:

e Para la consecucién de objetivo 1:

Calculo del Score Circadiano:

Para cada participante, se obtuvo un score que incluia variables relacionadas con el
sistema circadiano donde cada una de esas variables se le asignaba un peso o carga. Para
este proposito, y como primer paso, se ejecutd un analisis factorial. Esta metodologia
determina si una gran cantidad de biomarcadores del sistema circadiano, podria ser
reemplazado por un menor nimero de patrones o factores subyacentes y saber como

contribuyeron a explicar el proceso general de la funcion del sistema circadiano.

El analisis factorial busca patrones o factores que tienen valores mayores que
uno. Para este analisis, se utilizd el método de rotacion ortogonal. Las cargas de los
factores rotados (patrén) son los coeficientes del factor después del proceso de rotacién
y muestran el grado en que la variable dada se representa en un factor particular. El
analisis factorial se aplicd a todas aquellas variables que han sido previamente
demostradas de ser buenos marcadores del estado del sistema circadiano en estudios

previos y que comprenden todas las variables descritas anteriormente.
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La Tabla 1 muestra el resultado del andlisis factorial. Se obtuvo cinco patrones
que representaron ~ 50% de la varianza. Asi, diferentes combinaciones de estos factores
podrian generar el 50% de la informacidn total del sistema circadiano. Las cargas para
los cinco factores principales se muestran en la Tabla 1. Los factores 1 y 2 explican ~
28% de varianza, la carga més alta y positivamente vino determinado por las
caracteristicas diarias ritmo de TAP, mientras que el factor 3 explicaba ~ 10% de la
varianza, correspondiente a la carga del cortisol. Los factores 4 y 5 explicaron ~ 13% de
la varianza y corresponden a la carga de los horarios de ingesta de alimentos (desayuno
y cena). Estos cinco factores del andlisis factorial fueron consideraron para determinar
el score circadiano total, Tabla 2.

Para cada participante, la puntuacion del Factor 1 se calculé multiplicando el
valor de CFI del TAP por la carga (0.96); ademas, el valor de la amplitud del TAP por
su carga (0.96) y el valor del porcentaje de ritmicidad (PR) por su carga (0.92); y asi
sucesivamente para incluir todas las caracteristicas del ritmo diario de TAP presente en
el primer factor (Tabla 2). Se realizaron calculos similares para las puntuaciones de los
cinco factores. Para obtener un score circadiano final, realizamos la media ponderada de
los primeros cinco factores (multiplicada por el % de varianza de cada factor) usando la

siguiente ecuacion.

Score circadiano final = (score F1 *% varianza F1) + (score F2 *% varianza F2) +

(score F3 *% varianza F3) + (score F4 *% varianza F4) + (score F5 *% de varianza F5)

Un score circadiano similar se ha utilizado y validado previamente en una
poblacién adulta (70 mujeres) de la misma area mediterranea para capturar el estado de

su sistema circadiano (158).
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Tabla 1. Analisis factorial de los biomarcadores en el sistema circadiano.

Cargas de las variables por factores

Factores F1 F2 F3 F4 F5

TAP CFI (AU) 0.96

TAP Amplitud (AU) 0.96

TAP PR (AU) 0.92

TAP IS (AU) 0.92

TAP AR (AU) 0.89

TAP mesor (AU) 0.95

TAP medio (AU) 0.95

Cortisol 23:00h (nmol/L) 0.91

Ratio cortisol dia/noche -0.89

Cortisol 14:00h (nmol/L) 0.71

Inicio hora de la cena (hh:mm) 0.95
Final hora de la cena (hh:mm)) 0.93
Inicio hora del desayuno

(hh:mm)

Final hora del desayuno

(hh:mm)

% Variabilidad total 16.96 10.42 8.42 7.86 6.12

0.95

0.92

TAP: variable integradora que combina datos de temperatura, actividad y posicién, Unidades
Avrbitrarias: AU, Indice de funcionalidad circadiano: CFl, porcentaje de ritmicidad: PR, estabilidad
interdiaria: IS and amplitud relativa: AR.

Discriminar la funcién circadiana entre nifias y nifos.

Los datos circadianos obtenidos derivados de las herramientas no invasivas se
compararon entre nifias y nifios mediante la prueba t de Student. Ademas, se realizd un
analisis discriminante (160) para determinar si las caracteristicas circadianas podrian
clasificar de manera fiable diferencias en funcion del sexo. En este estudio, las variables
circadianas fueron tratadas como predictores. Las pruebas univariantes fueron entonces
calculadas para determinar la importancia de cada variable independiente en la
formacion de las funciones discriminantes. Examinando los valores de Lambda de Wilk
para cada uno de los predictores, se determind cuanto de importante era la variable
independiente para la funcion discriminante. Valores mas pequefios representan mayor

importancia.

Comparacion de los patrones de temperatura de la muifeca entre nifios y adultos

Las variables relacionadas con el sistema circadiano obtenidas a partir de ritmos de 24h
de la temperatura y el patrén diario entre nifios y adultos se compararon por la prueba t
de Student.
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e Para la consecucion de objetivo 2:

Como los datos no pasaron la prueba de normalidad, se utilizo la prueba de correlacion
de Spearman para comparar las concentraciones salivales y séricas de los biomarcadores
estudiados y se realizaron correlaciones de Pearson entre los biomarcadores con el IMC,
la composicion de la dieta y actividad fisica. Se uso la prueba U de Mann-Whitney para
comparar las concentraciones de biomarcadores séricos y salivales entre nifios y nifias y
los biomarcadores salivales entre nifios con peso normal y sobrepeso/obesos. Los nifios

fueron categorizados en peso normal y sobrepeso/obesidad segun el sexo y la edad.

Los puntos de corte de IMC propuestos se realizaron a través de International
Obesity Task Force (161). Se usdé una prueba de correlacion parcial para las
correlaciones entre biomarcadores salivales y composicion dietética y entre
biomarcadores salivales y actividad fisica ambos ajustados por el IMC. Biomarcadores
unicos y comunes al IMC, variables de la composicion de la dieta y actividad fisica se
representaron graficamente a través del diagrama de Venn
(http://funrich.org/index.html) (162).

e Para la consecucién de objetivo 3:

Se realizd un analisis estadistico ANOVA para determinar las diferencias entre los nifios
matutinos, indefinidos y vespertinos ajustados por sexo, edad, raza y curso académico.
Ademas, se realizaron correlaciones de Pearson entre la acrofase TAP y las
caracteristicas circadianas y parametros metabdlicos. Los biomarcadores en saliva y

suero se transformaron en logaritmos.
e Para la consecucion de objetivo 4:
En primer lugar, los nifios fueron dicotomizados entre cenadores tempranos (EDE) y

cenadores tardios (LDE) para la hora de la cena utilizando los valores de la mediana de

la poblacion como punto de corte, informacion proporcionada anteriormente.
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Material y Métodos

El andlisis estadistico descriptivo incluyé el céalculo de la media y la desviacion
estandar (DE) para variables continuas. Las diferencias entre LDE y EDE se analizaron
mediante una prueba univariante ajustada por sexo, escuela, edad y curso académico.
Los biomarcadores salivales no siguieron una distribucién normal, por lo que se
utilizaron con pruebas no paramétricas y se presentaron como medianas y percentiles

5% y 95%. El ratio cortisol salival mafiana-noche fue transformado en logaritmo.

e Para la consecucion de objetivo 5:

Realizamos un analisis descriptivo en el que comparamos las caracteristicas generales
de los participantes de acuerdo con sus categorias de IMC (peso normal vs.
sobrepeso/obesidad) utilizando pruebas de chi-cuadrado para variables categéricas o
pruebas de Kruskal-Wallis para variables continuas. En la asociacion entre diferentes
parametros de ritmo de actividad/reposo y el IMC, examinamos las asociaciones entre el
aumento de una unidad de desviacion estandar (DE) en cada pardmetro de ritmo de
actividad y el IMC utilizando modelos de regresion lineal.

Los marcadores inflamatorios se transformaron utilizando el logaritmo natural para
todos los anélisis, y se expresaron como el cambio porcentual por el aumento de 1
unidad de DE en cada pardmetro del ritmo de actividad. Los modelos con IMC, IgA o
PCR se ajustaron por edad, sexo, colegio y curso. Los modelos con IL8, IL1b, TNFa 0
MCP1, se ajustaron por edad, sexo y curso, ya que esas medidas solo estaban

disponibles en una submuestra.

Para examinar si la influencia de las caracteristicas del ritmo de actividad/reposo era
independiente o variaba segun la duracion del suefio y la actividad, ajustamos por la
duracion total del suefio y la actividad media diaria en modelos multivariables.

Completamos los andlisis estadisticos utilizando R 3.5.1.
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e Para la consecucion de objetivo 6:

La poblacion se clasifico segin su grado de obesidad en nifios con normopeso,
sobrepeso y obesidad descrito previamente. La regresion lineal se utilizé para evaluar
las asociaciones entre las variables relacionadas con el sistema circadiano y el indice de
masa corporal (IMC) o la masa de grasa corporal (%). Los andlisis se ajustaron por raza,
edad, colegio y sexo. Ademas, aplicamos los modelos de regresion logistica
multinomial para estimar los odds ratios (OR) y los CI (intervalo de confianza) del 95%
en las variables relacionadas con el sistema circadiano. Para comparar los patrones de
temperatura periférica y las variables relacionadas con el circadiano entre nifios con

peso normal, sobrepeso y obesidad, se utilizo el analisis ANOVA.
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Resultados

Los resultados obtenidos para cada objetivo propuesto se describen a continuacion:

1. Resultados especificos para el objetivo 1

Hemos desarrollado un indice o “score” circadiano que, mediante la combinacion de
herramientas no invasivas, ha sido capaz de detectar el funcionamiento circadiano en
nifios de edad escolar. También hemos determinado las diferencias circadianas entre
nifios y nifias y comparado con una poblacion adulta. Estos resultados se han obtenido

en una subpoblacién de 248 nifios de la poblacion total que fue de 432 nifios.

A continuacion, se muestra la tasa de participacion y porcentaje de éxito que se

obtuvo a la hora de determinar el score circadiano.

En la Tabla 3 se observa Tabla 3. Ratio de participacion y éxito de cada

. variable aplicada.
que los colegios urbanos

_ n=248 Exito (%)
tuvieron la mayor tasa de i
] Para cada colegio
articipacion (urbano 65-
particip ( Pablico (4rea urbana) 168/176 (95)
0, 0,
95% vs. rural 41%). Los Publico (area rural) 63/155 (41)
Sensores circadianos, Privado (area urbana) 17/26 (65)
funcionaron adecuadamente Sensores circadianos
y registraron los 7 dias en Temperatura 237 (96)
un 96% de los nifios para la Actimetro 241 (97)
temperatura periférica, en Luxometro™ 20 (100)
un 97% para la actimetriay ~ Muestras de saliva
en un 100% de los nifios a Melatonina 01:00h 178 (72)
N Melatonina 14:00h 230 (93)
los que se les midié la luz
i Cortisol 09:00h 218 (88)
con el luxometro (n=20) )
g | Cortisol 14:00h 227 (92)
Las muestras de cortisol a .
Cortisol 23:00h 224 (90)
las 14:00h fueron las mas Cuesti :
uestionarios
faciles de obtener (92%), Registro dietético de 7 dias 227 (92)
mientras  que  tuvimos Diario de suefio 240 (97)
mayores dificultades para Diario de actividad 234 (94)
recoger las muestras de MCTQ 241 (97)

melatonina a la 01:00h de la *n=20, MCTQ: Cuestionario de Munich.
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madrugada (72%). Las tasas de finalizacion de los cuestionarios fueron mas altas para
MCTQ (97%) y mas bajas para el registro dietético de 7 dias (92%) (Tabla 3).

Score circadiano

Los datos obtenidos de cada una de las técnicas no invasivas utilizadas se estudiaron
mediante un andlisis factorial (anélisis de componentes principales) que identifico cinco
factores independientes que explicaron el 50% de la varianza total (Tablas 1y 2). La
mayoria de las variables ubicadas en el primer factor se derivaron a partir del ritmo TAP
de 24h. EI CFI se posicion6 en el primer lugar, lo que resalta su importancia en la
determinacion del score circadiano. El score circadiano presentd una gran variabilidad

en la muestra estudiada siendo esta de 542 a 1555.

Diferencias respecto al sexo en la funcién circadiana

El score circadiano fue significativamente mayor en nifias que en nifios (Tabla 4). La
variable integradora TAP resultd ser sensible a la deteccion de las diferencias entre
sexos en cuanto a las caracteristicas circadianas, mostrando un mejor CFI en nifias que
en nifios (Tabla 4). Todos los parametros del TAP cuyo aumento demuestra una mejor
salud circadiana, tales como la estabilidad interdiaria, la amplitud, la amplitud relativa,
el rayleigh y el porcentaje de ritmicidad, fueron mayores en nifias que en nifios (Tabla
4).

La Figura 6 representa los ritmos de 24 horas (evaluados durante 7 dias) de la
temperatura periférica, la actividad y posicion de la poblacién estudiada. Tal y como se
observa, las nifias presentaron temperaturas significativamente mas altas que los nifios,
especialmente entre las 00:20 y las 07:10 h (P<0.05) (Figura 6A) y tuvieron un
aumento significativo en M5 (P<0.05). Las nifias también mostraron un minimo de

temperatura significativamente mayor en comparacion con los nifios (P<0.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Diferencias entre nifios y nifias en las variables circadianas.

Total Nifios Nifas

DE DE DE P-value
N = 248 N =125 N =123
Variables circadianas
Score circadiano 1188 165 1159 173 1216 153 0.012
TAP
Media (AU) 0.43 0.03 0.43 0.04 0.44 0.02 0.001
Mesor (AU) 0.43 0.03 0.43 0.04 0.44 0.02 0.001
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IS (AU) 0.59 0.10
Amplitud (AU) 0.26 0.04
Rayleigh (AU) 0.89 0.19
PR 42 10
M10 (AU) 0.62 0.04
AR (AU) 0.59 0.09
CFl 0.66 0.06
Temperatura

Minimo (°C) 30.14 0.84
M5 (°C) 34.44 0.85
Actividad

Media (°/min) 47.27 5.96
Mesor (°/min) 47.32 5.97
Amplitud (°/min) 39.30 6.20
v 0.86 0.06
PR 22.05 5.12
M10 (°/min) 75.25 9.62
AR (°/min) 0.85 0.44
CFl 0.60 0.04
Posicion

v 0.93 0.18
TM10 (h) 16:26 2:28
CFl 0.35 0.06
Concentraciones de cortisol (nmol/l)
09:00h 14.22 6.17
14:00h 7.16 3.70
23:00h 4.20 3.09
Mafiana-noche ratio* 0.91 0.31
Mafiana/noche ratio* 0.66 0.46
Concentraciones de melatonina (pa/ml)
14:00h 7.97 7.25
1:00h 30.11 22.90
Noche-dia ratio* 1.22 0.40
Noche/dia ratio* 0.58 0.31
Composicién de la dieta

Energia (kcal) 2054 391
Proteinas (g) 73 15
Carbohidratos (g) 223 58
Lipidos (g) 101 23
Energia (kcal/kg) 56.43 16.92
Proteinas (g/kg) 1.98 0.61
Carbohidratos (g/kg) 6.13 217
Lipidos (g/kg) 2.78 0.90
Horarios de comida (hh:mm)

Hora del desayuno 8:30 0:24
Hora de la comida 14:28 0:19

0.58
0.25
0.86
40
0.60
0.58
0.65

30.02
34.32

46.07
46.15
37.93
0.87
20.90
73.12
0.84
0.59

0.88
16:06
0.36

13.92
7.37
441
0.87
0.59

8.22
31.44
1.22
0.58

2135
76
231
104
57.96
2.05
6.29
2.83

8:26
14:27

0.11
0.04
0.22
11
0.04
0.09
0.07

0.75
0.84

6.09
6.07
6.46
0.06
5.17
9.92
0.04
0.04

0.18
2:37
0.06

6.51
3.24
2.93
0.34
0.42

8.33
26.70
0.40
0.33

381
16
57
27

16.62

0.58

2.18

0.96

0:24
0:19

0.61
0.27
091

0.63
0.61
0.67

30.26
34.57

48.45
48.48
40.67
0.85
23.18
77.36
0.86
0.61

0.97
16:45
0.34

14.52
6.97
3.99
0.95
0.73

1.72
28.80
1.22
0.58

1973
69
214
98
54.90
1.93
5.96
2.73

8:34
14:29

Resultados

0.09
0.04
0.15
9
0.03
0.08
0.06

0.90
0.84

5.62
5.66
5.63
0.06
4.84
8.87
0.04
0.04

0.16
2:15
0.06

5.84
4.10
3.24
0.27
0.49

6.02
18.50
0.38
0.29

386
13
58
18

17.14

0.63

2.15

0.84

0:24
0:19

0.012
<0.001
0.023
0.002
<0.001
0.044
0.011

0.028
0.021

0.002
0.002
0.001
0.007
<0.001
0.001
0.001
0.003

0.001
0.040
0.022

0.458
0.396
0.298
0.033
0.025

0.593
0.374
0.981
0.847

0.002
0.001
0.028
0.058
0.176
0.142
0.248
0.432

0.011
0.367
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Hora de la cena 21:03 0:31 21:03 0:31 21:04 0:31 0.721
Diario de suefio (hh:mm)
Hora de irse a la cama 22:35 0:44 22:32 0:42 22:37 0:46 0.389

Hora de levantarse 8:10 0:24 8:08 0:22 8:12 0:27 0.273
Duracion del suefio 9:27 0:31 9:27 0:38 9:26 0:43 0.731
MCTQ (hh:mm) 3:58 0:39 3:50 0:36 4:05 0:40 0.003

Jet Lag Social (hh:mm) 0:49 0:28 0:44 0:28 0:54 0:28 0.008

Los datos se expresaron como media + DE (DE: desviacion estandar), * (log). Unidades arbitrarias: AU;
IS: estabilidad interdiaria; IV: variabilidad intradiaria; PR: porcentaje de ritmicidad; M5: promedio de las
cinco horas consecutivas de valores maximos y su hora (TM5); M10: promedio de las diez horas
consecutivas de valores maximos y su hora (TM10); AR: amplitud relativa; y CFI: indice de
funcionalidad circadiana; MCTQ: Cuestionario de Munich.

Respecto a los resultados obtenidos por la actimetria, en general las nifias presentaron
un nivel de actividad mayor que los nifios (°/min) (media, mesor, M10), principalmente
en las horas de la tarde, de 16:00h a 21:30h (Figura 6B), menor fragmentacion del
ritmo (segun lo evaluado por la variabilidad intradiaria) y mejor funcion circadiana

(CFI) (P<0.05) (Tabla 4).
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Figura 6. Patrones diarios de temperatura, actividad, posicion y TAP en nifios y nifias. Cada
curva representa los patrones diarios registrados durante un periodo de siete dias. Las figuras 6A, 6B, 6C
y 6D representan las diferencias entre nifios y nifias. La figura 6E muestra las diferencias entre nifios y

adultos. La linea superior representa las horas en que el patrén difiere significativamente (P<0.05).
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Por otro lado, las nifias tuvieron un ratio de cortisol mafiana/noche
significativamente mas alto que nifios, lo que muestra una mayor amplitud del ritmo
(P<0.05) (Tabla 4). Sin embargo, las chicas desayunaron mas tarde y presentaron un
cronotipo mas nocturno que los nifios, con el centro del suefio mas retrasado (15
minutos) segun lo determinado por el MCTQ (P=0.003). Ademas, el jet lag social fue
mayor en nifias (0:54) que en nifios (0:44) (hh:mm) (P=0.008). El analisis discriminante
mostré que el 77% de los nifios estudiados se clasifico correctamente en su grupo de
sexo cuando se utilizaron las siguientes medidas: amplitud del TAP, dos variables
derivadas de la actividad (media y variabilidad intradiaria) y el ratio del cortisol

mafana/noche.

Los nifios mostraron un patrén de temperatura diferente y una mejor funcidn

circadiana gue los adultos

En los nifios estudiados, la curva de temperatura periférica exhibié un patrén biféasico en
el suefio que no estaba presente en adultos (Figura 6E). Ademas, los nifios mostraron
valores significativamente mas altos que los adultos para los siguientes parametros del
ritmo de temperatura: a) amplitud; b) porcentaje de ritmicidad; y c) CFI, lo que
demuestra una mayor calidad del ritmo (Tabla 5). Se obtuvieron valores menores en
nifios para la fragmentacion del ritmo que en adultos (P<0.05). Ademas, los nifios
presentaron un ritmo adelantado respecto a los adultos, con la acrofase de ~ 1 h antes

que los adultos (Tabla 5).

Tabla 5. Diferencias significativas entre los nifios en edad escolar y la poblacion adulta en las
variables relacionadas con la temperatura circadiana.

Adultos DE Nifios DE p-value
N =177 N =248
Variables de temperatura
circadiana
Mesor (°C) 33.70 0.71 33.25 0.94 0.001
Amplitud (°C) 0.93 0.50 1.09 0.55 0.002
Acrofase (hh:mm) 4:54 4:51 3:48 2:49 0.004
PR 19.28 12.58 23.30 15.43 0.004
v 0.20 0.09 0.10 0.04 0.001
CFlI 0.45 0.06 0.47 0.06 0.001

Todos los indices fueron expresados como media + DE (DE: desviacion estandar). PR: Porcentaje de
ritmicidad; IV: Variabilidad intradiaria; and CFI: indice de funcionalidad circadiano.
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2. Resultados especificos para el objetivo 2

Hemos utilizado la saliva como herramienta no invasiva en nifios de edad escolar, para
la determinacion de biomarcadores inflamatorios y de riesgo cardiovascular. Esta
determinacion es capaz de detectar cambios metabolicos asociados con el indice de
masa corporal (IMC), las caracteristicas dietéticas (ingesta y composicion) y la
actividad fisica. Estos resultados se han obtenido en una subpoblacién de 129 nifios de

la poblacion total que fue de 432 nifios.

Caracteristicas generales de los nifios con muestras de saliva

Las caracteristicas de la poblacion estudiada para la consecucidn de este objetivo se
describen en la Tabla 6. No se detectaron diferencias significativas entre nifias y nifios
en términos de edad, altura, peso e IMC. Sin embargo, las ingestas de energia (P<0.05)

y de proteinas (P<0.01) fueron significativamente mayores en nifios que en nifias.

Tabla 6. Caracteristicas generales de los nifios estudiados para el objetivo 2.

Total (n=129) Nifios (n=69) Nifias (n=60)

Mediana 25% 75% Mediana 25% 75% Mediana (2,/(5) 75% p*
Edad (a) 11 10 11 11 10 12 11 10 11 0.858
Medidas antropométricas
IMC(kg/m?) 18.6 16.7 22.5 18.8 166 23.6 18.1 16.8 21.3 0.275
Altura (cm) 152 143 156 1515 1445 157 152 142 156 0.251
Peso (kg) 44 35.5 52.4 444 35.6 56.3 43.1 35.1 49.8 0.152
Composicion de la dieta
Energia (kcal/day) 1933.2 1605.4 2244.4 2053.2 1722 2311 1897.4 1545 2144.1 0.027
Proteinas (g/day) 69 58.8 82.6 73.6 60.7 871 631 55.8 74.3 0.002
E;%g‘)’,;"dratos 2167 1786 2502 2217 1892 2591 2033 1653 2348  0.085
Lipidos (g/day) 92.5 45.9 168.6 93.6 725 114.7 86.7 71.8 101.6 0.234
Actividad/reposo
Actividad media 45.6 412 482 443 396 476 465 426 487 0077

(°/min)

*Prueba Mann-Whitney U entre nifios y nifias. Los datos en negrita resaltan la significacion estadistica
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Saliva vs. suero

En la Tabla 7 se representan los datos descriptivos de los diferentes biomarcadores
medidos en suero y saliva. Los nifios mostraron mayores concentraciones de glucosa
sérica y de TNF-o en comparacion con las nifias (P<0.05 y P<0.001, respectivamente).
La prueba de correlacion de Spearman reveld una correlacion positiva entre PCR sérica
y salival (Tabla 8). Cuando se analizaron las correlaciones para cada sexo por separado,
se detectaron asociaciones positivas entre suero y saliva de PCR tanto en nifios como en
nifias, mientras que la insulina se correlaciond positiva y significativamente entre suero

y saliva solo en nifias (Tabla 8).

Saliva vs. IMC

Se observo una asociacion positiva y significativa entre el IMC y la PCR salival
(P<0.001) y la insulina (P=0.010) (Tabla 9). En la poblacion total, el IMC se
correlaciono positivamente con la PCR y la insulina. Cuando se tuvo en cuenta el sexo,
el IMC se asocio con la PCR en ambos sexos y con la insulina solo en las nifias. Los
nifios con sobrepeso/obesidad tuvieron 2.6, 2.8 y 2.6 veces mayores concentraciones de
insulina, PCR e IL1p en saliva respectivamente, que los nifios con peso normal (Tabla
10).
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Tabla 8. Prueba de correlacion de Spearman entre biomarcadores séricos y salivales en todos
los nifios incluidos, y nifios y nifias por separado.

Total (n=129) Nifios (n=69) Nifias (n=60)

Variable r P r P r P
Glucosa (mg/dL) 0.175 0.160 0.081 0.651 0.314 0.080
Insulina (pg/mL) 0.221 0.072 -0.045 0.798 0.442 0.011
Triglicéridos (mg/dL) -0.225 0.069 -0.210 0.233 -0.225 0.215
Leptina (pg/mL) 0.119 0.335 0.053 0.764 0.168 0.351
PCR (ng/mL) 0.770 <0.001 0.805 <0.001 0.775 <0.001
IL1B (pg/mL) 0.015 0.902 0.107 0.547 -0.091 0.615
IL6 (pg/mL) 0.051 0.682 -0.014 0.934 0.027 0.882
IL8 (pg/mL) 0.112 0.374 0.285 0.107 -0.007 0.968
TNFa (pg/mL) -0.007 0.954 -0.052 0.772 -0.268 0.131
MCP1 (pg/mL) 0.120 0.328  0.203 0.242 0.215 0.229
NGF (pg/mL) 0.000 0.999 -0.276 0.109 0.310 0.080
HOMA-IR 0.028 0.823 -0.164 0.346 0.192 0.291

Los datos en negrita resaltan la significacion estadistica.

Tabla 9. Prueba de correlacion de Spearman entre el IMC y los biomarcadores salivales en

todos los nifios, y en nifios y nifias por separado.

. . Total (n=129) Nifios (n=69) Nifas (n=60)
Biomarcadores salivales
P R P r P

Glucosa (mg/dL) 0.078 0.381 0.090 0.460 0.101 0.443
Insulina (pg/mL) 0.225 0.010 0.160 0.185 0.346  0.007
Triglicéridos (mg/dL) -0.157  0.209 -0.153 0.387 -0.171  0.348
Leptina (pg/mL) 0.109 0.378 0.032 0.854 0.232 0.194
PCR (ng/mL) 0.415 <0.001 0.513 <0.001 0.265  0.039
IL1pB (pg/mL) 0.178 0.149 0.168 0.342 0.227  0.204
IL6 (pg/mL) 0.068  0.445 0.015 0.902 0.105  0.423
IL8 (pg/mL) 0.026  0.837 -0.018  0.921 0.109  0.552
TNFa (pg/mL) 0.005 0.970 -0.039  0.826 0.097 0.592
MCP1 (pg/mL) 0.017 0.890 0.048 0.783 0.021 0.907
NGF (pg/mL) -0.007  0.939 -0.126  0.298 0.133  0.308
HOMA-IR 0.140 0.183 0.013 0.934 0.311  0.035

Los datos en negrita resaltan la significacion estadistica.

Saliva vs. composicion de la dieta

Se obtuvieron asociaciones significativas entre glucosa salival, insulina, PCR, IL,
TNFa, NGF y HOMA-IR y la composicion dietética (Tabla 11). En nifios, todos los
biomarcadores salivales evaluados (con excepcion de triglicéridos y HOMA-IR),

mostraron asociaciones significativas con al menos una variable de la composicion
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dietética, mientras que, en nifias, los triglicéridos salivales y los siguientes marcadores
de inflamacién IL6, IL8, MCP1 y NGF no mostraron relacion con ninguna de las
variables de la dieta evaluadas. Cuando los datos se ajustaron por el IMC, la
significacion se mantuvo para la insulina salival, IL1B, IL6 y para el TNFa aunque se

detectaron diferencias entre sexos.

Saliva vs. actividad fisica

La actividad fisica méxima se correlacion6 de manera significativa e inversa con la
glucosa, insulina, MCP1 y HOMA-IR para la poblacion total, y para los nifios (Tabla
12). La actividad fisica media se correlacion6 de forma inversa con la glucosa, insulina,
IL-6, MCP1 y NGF en la total poblacién y en nifios. Mientras que, en las nifas, la
actividad fisica media se correlaciono inversamente con la insulina. Cuando los datos
fueron ajustados por el IMC, las significaciones con la actividad fisica se mantuvieron
para MCP1 y NGF, solo en nifios.

En la Figura 7 se representa en un diagrama de Venn aquellos biomarcadores
salivales que presentaron asociaciones significativas con el IMC, composicion de la
dieta y con la actividad fisica de manera independiente, o cuyas asociaciones se
compartieron entre dos o entre los tres de los componentes estudiados a la vez. De todos
los biomarcadores salivales estudiados, la insulina fue el Unico biomarcador que se
relaciond con los tres componentes a la vez: positivamente con IMC y negativamente
con la composicion de la dieta y la actividad fisica. La PCR y la IL1p se relacionaron
ambas positivamente con el IMC y la composicién de la dieta. La composicion de la
dieta compartia con la actividad fisica la asociacion con la IL6 (de manera positiva con
energia, grasas, carbohidratos e ingesta de acidos grasos saturados y negativa con la
ingesta de colesterol y actividad fisica media en nifios) y una correlacion negativa con el
NGF y la glucosa.

Actividad fisica

Figura 7. Diagrama de Venn que

MCP1
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Tabla 12. Prueba de correlacion de Spearman entre biomarcadores salivales y actividad fisica

en todos los nifios, y nifios y nifias por separado.

Total (n=129) Nifios (n=69) Nifias (n=60)
Biomarcadores  Maximo Media Maximo Media Maximo Media
salivales actividad actividad actividad actividad actividad actividad
fisica fisica fisica fisica fisica fisica
r P r P r P r P r P r P
Glucosa
(mgidL) -0.189 0040 -0.194 0035 -0281 0026 -0291 0021 -0.124 0367 -0.188 0.170
Insulina (pg/mL) -0.290 0.001  -0.308 0.001 -0.396 0.001 -0.338 0006 -0.192 0.161 -0.352 0.008
(Tr:g/'('ﬁ_e)”dos 0.083 0537 0033 0803 -0107 0573 -0.069 0.716 0298 0124  0.154 0.433
Leptina (pg/mL) -0.176 0.178  -0.139 0.288 -0.337 0.064 -0.332 0.068 -0.063 0744 -0.057 0.767
PCR (ng/mL)  -0.058 0.531 0003 0972 -0.118 0361 -0.125 0333  0.053 0.696  0.226 0.094
IL1B (pg/mL)  -0.042 0749 -0083 0526 -0.033 0.859 -0.129 0.490 -0.002 0991 -0.009 0.962
IL6 (pg/mL) -0.180 0051 -0.223 0015 -0238 0061 -0.267 0.035 -0.063 0.646 -0.118 0.391
IL8 (pg/mL) 0239 0073 0178 0185 0132 0496 0187 0332 0332 0085 0180 0.360
TNFa (pg/mL)  0.089 0502  0.047 0726 0.188 0320 0267 0153 0123 0525 -0.059 0.761
MCP1 (pg/mL) -0.255 0.049 -0.311 0016 -0.496 0.005 -0499 0004 -0.156 0.420 -0.298 0.116
NGF (pg/mL)  -0.119 0.196 -0.208 0.023 -0.151 0234 -0.257 0.041 -0.102 0456 -0.146 0.283
HOMA-IR -0.266 0014 -0.195 0076 -0.401 0009 -0299 0055 -0.187 0236 -0.248 0.113

Los datos en negrita resaltan la significacion estadistica (bilateral)
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3. Resultados especificos para el objetivo 3

Evaluamos el cronotipo del nifio por medio de técnicas objetivas como la variable
integradora TAP (Temperatura, actividad y Posicion) y estudiamos su posible relacion
con el jet lag social, la exposicion a luz nocturna, y las alteraciones del suefio, asi como

su relacién con las notas académicas y el riesgo metabolico.

TAP como marcador de cronotipo

Nuestros resultados obtenidos con el TAP muestran que los ritmos de 24h registrados
durante siete dias (Figura 8A) diferian entre los tres cronotipos clasificados
objetivamente por la acrofase del TAP (matutino, indefinido y vespertino). Los
cronotipos vespertinos mostraron un patrén mas retrasado con valores mas bajos en la
mafiana y mas altos en la noche (P<0.05). Del mismo modo, el cronotipo subjetivo
derivado del cuestionario de Munich y el registro dietético de 7 dias, es decir, la hora
central del suefio y el punto medio de la ingesta de alimentos, también se retrasaron
significativamente en los cronotipos nocturnos en comparacién con los cronotipos
matutinos. Los cronotipos subjetivos y objetivos se correlacionaron significativamente
entre si (r = 0.225; P<0.001). Como se esperaba, los valores de melatonina en la saliva a
la 01:00h fueron mas bajos en los nifios vespertinos que en los matutinos (P<0.05)
(Tabla 13). La melatonina disminuy6 en 3.43 (CI 95%: 5.963 a 0.902) pg/ml por cada
hora que de retraso en el cronotipo nocturno (P=0.008). Estos datos sugieren que la
acrofase del TAP clasificaba correctamente los tres cronotipos independientes.
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Figura 8. Patrones diarios de 8A) TAP, 8B) temperatura, 8C) actividad, 8D) posicidn, 8E) suefio y 8F)
exposicion a la luz en nifios de cronotipo matutino, indefinido y vespertino, registrados durante un
periodo de siete dias. La linea superior representa las horas en las que el patron difiere significativamente
(P<0.05).

Los cronotipos nocturnos presentaron valores méas elevados de temperatura
corporal por la mafiana, lo que indica una mayor mas somnolencia durante esas horas
que los otros dos cronotipos, y valores mas bajos en la noche, lo que corresponde a un
aumento de vigilia (Figura 8B). Por el contrario, los nifios nocturnos presentaron
valores mas bajos de actividad fisica y posicion durante las primeras horas de la mafiana
y valores mas elevados durante la noche (P<0.05) (Figuras 8C y 8D). En general, la
actividad fisica durante el dia fue menor en los vespertinos o nocturnos en comparacion
con los indefinidos y matutinos (P<0.05) (Figura 8C, Tabla 13).
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Caracteristicas del suefio

La duracion habitual del suefio en los nifios estudiados fue de 9.30 £+ 0.76 h. El seis por
ciento de los nifios tenian una duracion del suefio corta (inferior a 8h) y el 12%
presentaban jet lag social, es decir mas de 2h de diferencia entre los centros del suefio
de entre semana y fin de semana. Los patrones diarios de suefio de todos los nifios, en
funcion de su cronotipo se representan en la Figura 8E. Los cronotipos nocturnos
presentaron un retraso en el suefio con valores més altos de somnolencia durante el dia,
principalmente durante las primeras horas hasta las 16:00h de la tarde (P<0.05). Los
nifios vespertinos tuvieron una duracion de suefio mas corta y la proporcion de nifios
que tuvo un suefio insuficiente fue 4 veces mayor entre los cronotipos vespertinos que

entre los matutinos (Tabla 13).

En general los nifios vespertinos tuvieron peor suefio que los matutinos con un
indice de funcionalidad circadiana del suefio (P=0.007), una amplitud relativa
(P=0.007) y una estabilidad interdiaria (P=0.006) menor. La profundidad del suefio y el

contraste dia-noche también fueron menores en los nifios vespertinos (Figura 9).
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Figura 9. Diferencias entre matutinos, indefinidos y vespertinos en las caracteristicas del suefio y los
habitos regulares. Los diferentes superindices representan diferencias significativas (P<0.05
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Tabla 13. Diferencias entre el cronotipo matutino, indefinido y vespertino en las variables relacionadas con el
sistema circadiano y el rendimiento académico.

Cronotipo individual

Matutino Indefinido Vespertino P(1) P(2) r(3) P
(n=141) (n=141) (n=144)

Nifias (%) 48.6 44.7 58.3 0.059 0.082*
Obesidad (%) 10 7.9 13.9 0.152
Caracteriticas Media + DE Media + DE Media + DE
Edad (afios) 10+ 1.18a 10+ 1.21a 10+ 1.34a 0.623 0.789  0.068 0.164

Marcadores del

cronotipo

Evaluacidn objetiva
TAP acrofase 14:26 £ 00:19a  15:08 £ 00:10b  15:54 £ 00:25¢  <0.001 <0.001
(hh:mm)
Melatonina 01:00h 29.88 £21.26a 25.03+13.97b  24.79+17.14b 0.030 0.029 -0.124 0.013
(pg/ml)
Evaluacion subjetiva
MCTQ (hh:mm) 3:50 £ 0:37a 4:03 + 0:36b 4:12 + 0:44c <0.001 <0.001 0.225 <0.001
Punto medio de 14:56 + 0:16a 15:03 £ 0:20b 15:11 + 0:22c <0.001 <0.001 0.319 <0.001
ingesta de alimentos
(hh:mm)
Actividad diurna 206.32 + 206.73 £25.69a 198.06 +28.17b 0.015 0.004 -0.151 0.002
(%) 28.87a
Haébitos regulares 91.49+15.00a 93.38+154la 85.85+18.42b <0.001 0.001 0.339 0.000
(%)
Exposicion a la luz
Luz acrofase (hh:mm)  13:55 + 0:22a 14:20 £ 0:20b 14:43 + 0:24c <0.001 <0.001 0.677 <0.001
Luz durante el dia 2.20 £ 0.45ab 2.35+0.21a 2.12+0.10b 0.033 0.036 -0.163 0.072
(log lux)
Luz antes de ira la 0.29+£0.19a 0.35+0.19ab 0.42+0.19b 0.022 0.042 0.285 0.002
cama (log lux)
Variables de suefio
Duracion
Duracion suefio 9:29 + 0:38a 9:20 + 0:35ab 9:11 + 0:42b 0.001 0.004 -0.169 0.001
(hh:mm)
Durmientes cortos (n 3(1) 4(1) 14(4) 0.003
(%))
indice de 0.82 £ 0.08a 0.84 £ 0.05b 0.81+£0.10a 0.007 0.003 -0.080 0.099
Funcionalidad
Circadiana (CFI)
Amplitud relativa 0.96 £ 0.11ab 0.99 £ 0.03a 0.94 £ 0.16b 0.007 0.004 -0.144 0.003
(AR)
Estabilidad interdiaria  0.67 £ 0.14a 0.71+£0.12b 0.66 £ 0.15a 0.006 0.004 -0.061 0.212
(1S)
Caracteristicas del
suefio
Hora central del 3:20+ 1:14a 3:30 £ 1:10a 4:13+1:07b <0.001 <0.001 0.356 <0.001
suefio (hh:mm)
Profundidad del 82.30+£12.94a 80.33+18.72ab 76.76 £23.25b  0.044 0.035 -0.128 0.008
suefio (%)
Contraste dia-noche 90.41+13.83ab 91.78 +12.35a  88.02 £ 15.77b 0.074 0.060 -0.150 0.002

(%)
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Jet lag social

Jet lag social (hh:mm)  1:12 + 0:40a 1:19 + 0:38ab 1:29 + 0:45b 0.003 0.010 0.167 0.001
Jet lag social (% de 3.2 3.7 6.3 0.001

nifios)

Notas académicas

Nota de educacion 5.96 £ 1.48a 6.69 +1.20b 6.84 + 1.08b 0.024 0.027 0.264 0.011
artistica

Nota media 7.71+1.29a 7.63+1.34a 7.70+1.11a 0.244 0.388 0.172 0.097

(1) Diferencias entre cronotipos (ANOVA); (2) Diferencias entre cronotipos (ANOVA) ajustadas por sexo, edad, raza 'y
curso académico. * Diferencias entre cronotipos (ANOVA) ajustadas por edad, raza, curso académico; (3) Correlacion
entre la acrofase del TAP y las variables del sistema circadiano. MCTQ: Cuestionario de Munich Jet lag social = MSF -
MSW> 2h.

Exposicion a la luz

El patron de luz se retrasd 05

. i~ P=0.022
aproximadamente 1 hora en los nifios

vespertinos (acrofase). La intensidad ab

0.4
total de la luz fue menor durante el dia
y mayor durante la noche en los nifios
0.2
mas nocturnos que en los méas diurnos

(Figura 8F). La acrofase de la luz se

0.0

retrasdé 0.85 (CI 95%:_0.41 a 1.29) en
los cronotipo  vespertinos (TAP
acrofase) (P=0.001). La intensidad de

Matutino Indefinido  Vespertino

Luz 2 horas antes deirse a la cama (loglux)

Figura 10. Diferencias en la luz 2 horas antes del momento de irse a
la luz 2h antes de irse a la cama, €S |3 cama en matutinos, indefinidos y vespertinos. Los diferentes

decir, en el momento en que la  superindices representan diferencias significativas (P<0.05).
melatonina comienza a secretarse, fue
un 75% mayor en los cronotipos

nocturnos que en los matutinos (Figura 10).

Jet lag social
Las diferencias entre los centros del suefio de los dias de colegio y los del fin de semana

fueron 17 minutos mayor en los vespertinos que en los matutinos (Tabla 13). Ademas,
los cronotipos vespertinos experimentaron el jet lag social con el doble de frecuencia

que los matutinos, 6% y 3%, respectivamente (P=0.001).
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Obesidad y riesgo metabolico
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El cronotipo vespertino se asocié con un IMC mayor y con biomarcadores de riesgo

metabolico méas altos, como son los valores de glucosa, insulina, colesterol y

triglicéridos (Tabla 14 y Figura 11). Un retraso de 1h en el cronotipo se relacion6 con

un aumento de 0.56 en el IMC (P=0.036). La significacion se mantuvo al ajustar por el

IMC, lo que sugiere que el riesgo metabolico era independiente del grado de obesidad.
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Figura 11. Diferencias en los valores de triglicéridos de nifios con cronotipo matutino, indefinido y

vespertino. Los diferentes superindices representan diferencias significativas (P<0.05).

Rendimiento académico

Los cronotipos nocturnos tuvieron calificaciones mas altas en educacion artistica que

los otros cronotipos (P=0.027) (Tabla 13). No hubo diferencias significativas en otras

calificaciones académicas.

Tabla 14. Correlaciones entre la acrofase del TAP y los parametros metabélicos.

n r P- P1)- B SEM  P-
value  value value
Colesterol suero (mg/dl) 73 0311 0.007 0.008 0.043 0.016 0.007
Triglicéridos suero (mg/dl) 73 0313 0.008 0.001 0.074 0.027 0.008
Insulina saliva (UI/mL) 125 0.242 0.007 0.001 0195 0.071 0.007
Glucosa saliva (mg/dl) 126 0.250 0.005 0.002 0472 0.166 0.005
IMC (kg/m?) 424 0.099 0.041 0578 0.282  0.041
Grasa corporal en nifias (%)* 174 0.168 0.027 0.238 1.748 0.784  0.027

(1) Ajustado por IMC. * Los nifios no mostraron diferencias significativas. Los biomarcadores en saliva y

suero se transformaron en Iogaritmos.
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4. Resultados especificos para el objetivo 4

Averiguamos si la hora de la cena influia en la obesidad y en la salud cardiometabdlica
del nifio en edad escolar. Estos resultados se han obtenido en una subpoblacion de 397
nifios de la poblacion total que fue de 432 nifios. Los nifios incluidos en este objetivo
son aquellos que completaron el registro dietético de 7 dias. Las caracteristicas
generales de los participantes, los horarios de la ingesta de alimentos y la distribucién
de la ingesta energética entre las comidas se resumen en la Tabla 15. y la ingesta
energética de la cena constituyo el 28% de la energia total del dia en el conjunto de la
poblacién. Los nifios se clasificaron en LDE (cenadores tardios) y EDE (cenadores
tempranos) Los nifios se clasificaron en cenadores tardios y en tempranos segun la
mediana (21:07h).

No se encontraron diferencias significativas en la distribucion de la ingesta de
energia en las comidas principales entre LDE y EDE, a excepcion de la energia ingerida
durante el desayuno que fue significativamente menor en los LDE que en los EDE
(P=0.002) (Figura 12A). Los LDE también tuvieron valores mas bajos de cortisol en la
mafana (P=0.016) (Figura 12B) y una disminucion significativa en el ratio de cortisol
mafiana-noche(P=0.037).
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Figura 12. Distribucion de la ingesta de energia entre las comidas (12A) y el patron diario de cortisol
[antes del desayuno (09:00 hh:mm), antes de la comida (14:00 hh:mm), después de la cena (23:00
hh:mm)] (12B) en cenadores tardios (LDE) y cenadores tempranos (EDE).
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Tabla 15. Caracteristicas generales de los nifios que completaron el registro dietético.

ONTIME-Jr

Media DE
Caracteristicas generales
N 397
Nifas (%) 50
Sobrepeso u obesidad (%) 32.90
Obesidad (%) 11
Edad (afios) 10 1.2
Peso (kg) 4142 12.24
Altura (m) 1.45 0.10
IMC (kg/m?) 19.36  3.95
Grasa corporal (%) 21.19 753
Cintura (cm) 65.44  9.88
Horario de ingesta de comidas
Desayuno (hh:mm) 08:33  0:27
Comida (hh:mm) 14:24  0:19
Cena (hh:mm) 21:07 0:31
Punto medio de ingesta (hh:mm) 15:03 0:22
Hora de irse a la cama (hh:mm) 22:49  0:39
Hora de levantarse (hh:mm) 08:13 0:29
Consumo de comida
Desayuno (% de energia diaria) 17.25 641
Almuerzo (%de energia diaria) 10.57 4.23
Comida (%(de energia diaria) 32.62 5.96
Merienda (%de energia diaria) 12.05 550
Cena (%de energia diaria) 27.72  6.36

Tabla 16. Diferencias en el IMC y la circunferencia de la cintura entre los

cenadores tardios (LDE) y los cenadores tempranos (EDE).

ONTIME-Jr

EDE Po

Media EEM
Edad (afios) 10 1.2 0.159
IMC (kg/m?) 18.68 0.26  0.019
Cintura (cm) 63.69 0.73 0.011
Sobrepeso/Obesidad (%) 39.7 0.006
Nifias (%) 47.5 0.158

¢ Ajustado por sexo, colegio, edad y curso académico.

Nuria Martinez Lozano
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Los nifios que cenaron tarde (LDE) tuvieron un IMC y una circunferencia de
cintura mas elevados (Tabla 16) y en este grupo de cenadores tardios hubo mayor
proporcion de nifios con sobrepeso/obesidad (60%) que en el grupo de cenadores
tempranos (EDE) (39%) (P<0.05) [OR=2.1, (Cl:1.33,3.31)]. Los cenadores mas tardios
también tuvieron valores significativamente mas altos de PCR e IL6 que los que
cenaron mas temprano, mientras que no se encontraron diferencias en otros marcadores

inflamatorios y cardiometabolicos (Tabla 17).

Tabla 17. Diferencias en los marcadores inflamatorios de la saliva entre los cenadores tardios (LDE) y los
cenadores tempranos (EDE).

TOTAL LDE EDE

Mediana 5% 95% Mediana 5% 95% Mediana 5% 95% P
Marcadores
inflamatorios
Glucosa mg/dL 3.60 0.04 58.65 2.90 0.04 70.25 4.90 0.04 58.50 0.352
Insulina pg/mL 12.06 3.80 107.09 9.81 3.80 169.74 12.06 3.80 103.34 0.413
Trigllicéridos
mg/dL 1.32 0.68 24.02 1.19 0.68 43.09 1.70 0.68 24.71 0.691
Leptina pg/mL 20.13 19.00 22.00 20.13 19.00 22.85 19.00 19.00 22.47 0.861
PCR ng/mL 3.22 0.16 42.73 4.35 0.17 42.73 1.80 0.15 44.32 0.009
IL1B pg/mL 10.35 1.16 125.29 14.16 1.67 13530 9.79 1.22 123.10 0.173
IL6 pg/mL 0.88 040 7.06 1.09 040 9.85 0.88 040 6.78 0.036
IL8 pg/mL 40.07 4.62 299.38 40.66 5.08 309.26  40.07 6.14 322.02 0.708
TNFo pg/mL 0.66 0.32 4.76 0.66 0.31 5.09 0.66 0.32 3.85 0.876
MCP1 pg/mL 44.64 12.12 222.09 44.64 15.38 331.14 41.29 8.37 21651 0.802
NGF pg/mL 0.49 0.33 0.67 0.49 0.33 0.79 0.49 0.32 0.63 0.877
HOMA 0.38 0.02 9.90 0.40 0.02 17.73 0.18 0.03 9.15 0.448
Cortisol dialhoche 03 447 138 098 046 136 100 052 144  0.037*

ratio (nmol/L)

El contenido energético de la cena y la distribucion de macronutrientes fue
similar entre LDE y EDE. Sin embargo, la duracion de la cena fue mas corta entre los
cenadores tardios (Tabla 18). Ademas, los LDE presentaron un cronotipo mas nocturno

con un centro de suefio posterior y una duracién de suefio mas corta que los EDE.

Los resultados de la temperatura periférica de la mufieca mostraron un retraso de
la fase de ~ 30 min, entre los LDE en comparacion con EDE (Acrofase para LDE =
03:42 £ 00:05; hh:mm y EDE = 03:16 + 00:05; hh:mm; P=0.002) y una disminucién
significativa en la amplitud relativa del ritmo de temperatura (LDE = 0.028 + 0.001;
(AU) y EDE =0.030 £ 0.001 (AU), P=0.039) (Figura 13).
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Tabla 18. Diferencias entre los cenadores tardios (LDE) y los cenadores tempranos
(EDE) en el cronotipo, duracién del suefio y caracteristicas de la cena.

ONTIME-Jr

LDE EDE

n=197 n=200

Media EEM Media EEM P¢
Energia total consumida (MJ/day) 833 013 860 012 0.141
Punto medio de ingesta 15:17 00:12 14:52 00:12 <0.001
Duracion de la cena (h) 047 0.01 050 0.01 0.043
Duracion del suefio subjetivo (h) 918 0.04 945 0.04 <0.001
Cronotipo (MCTQ) (hh:mm) 4:.09 0:02 355 0:02 0.001
Vespertinos (%) 421 28.1 0.004
Actividad media (°/min) 46.32 0.43 46.73 0.42 0.503

¢ Ajustado por sexo, escuelas, edad y curso académico

Ademas, los valores de temperatura periférica diferian entre LDE y EDE en la
mafiana (de 09:30 a 11:00 hh:mm y de 11:30 a 12:00 hh:mm) y en la tarde (16:00 a
17:30 hh:mm) (Figura 13). Después de la cena, en las horas postprandiales (3h), los
LDE tuvieron un retraso de 20 min en el aumento de la temperatura (P=0.005) y valores
de temperatura mas bajos (LDE=33.29+0.07°C; y EDE=33.57+0.07°C; P=0.005) que
los EDE (Figura 13).
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5. Resultados especificos para el objetivo 5

En este objetivo estudiamos la posible asociacion entre las caracteristicas del ritmo de
actividad/reposo con el IMC y los marcadores inflamatorios relacionados con la
obesidad. La muestra analizada en este caso incluy6 a 202 nifios y 209 nifias con edad
media (DE) de 10 (1.25) afios. Un tercio de los participantes tenian sobrepeso u
obesidad. Si bien la mayoria de las caracteristicas generales no difirieron
significativamente entre las categorias de IMC, los participantes con sobrepeso/obesidad
en comparacion con aquellos con peso normal tuvieron medidas de actividad diaria méas
bajas (45.3 £ 6.0 vs. 47.0 = 6.1 °/m, respectivamente P=0.002).

Los parametros del ritmo de actividad/reposo en unidades de desviacion estandar
(DE) fueron estandarizados para aplicar analisis multivariante en cada caso (Tablas 19
y 20). Encontramos que la amplitud relativa (AR) y el CFI se asociaron inversamente
con el IMC en el modelo de regresién ajustado por edad, sexo, colegio y curso, mientras
que la fragmentacion (IV) se asocié positivamente con el IMC (P=0.006, P=0.008 y
P=0.04, respectivamente). Especificamente, por el aumento de 1 unidad de la DE en la
AR, que indica un ritmo de actividad/reposo mas robusto (menor actividad durante la
noche y mayor actividad durante el dia), hubo una disminucion de -0.53 kg/m? (IC 95%:
-0.9, -0.15) en el IMC. Se observd una disminucion similar en el IMC con un aumento
de 1 DE en el CFI (-0.53 [IC 95% -0.92, -0.14] kg/m?).

El aumento en 1 unidad de la DE en la fragmentacion (1V) del ritmo de actividad
(mayor frecuencia de las transiciones entre reposo y actividad), se asocié con un
aumento de 0.39 kg/m? (IC 95%: 0,01, 0,77) en el IMC. Cuando se ajusté ademas por la
duracion del suefio y la actividad diaria, la significacion se mantuvo. Solo la asociacién
de la fragmentacion (IV) con IMC disminuy0 después de ajustar por la duracion del

suefo.

Ademas, en una submuestra de 121 nifios que proporcionaron muestras de saliva
analizamos los marcadores inflamatorios, y los resultados se presentan en la Tabla 20 y
Suplementarias 1, 2, 3, 4, 5, y 6. Encontramos que los marcadores inflamatorios se

asociaron con multiples parametros de actividad fisica. Entre ellos, los valores de PCR
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se asociaron inversamente con la AR del ritmo de actividad/reposo en los que el
aumento de 1 unidad de la DE de la AR se relacion6 con una disminucion de -33.2%
(IC 95%: -48.4%, -13.6%; P=0.002) en los valores de PCR. La significacion se

mantuvo cuando se ajusto por la duracion de suefio y actividad diaria.

Tabla 19. Asociaciones con el indice de masa corporal por el aumento de 1 unidad de
desviacion estandar en los parametros de actividad/reposo.

Coeficiente beta (intervalo de confianza 95%0); P-valor

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Mesor -0.35(-0.75,0.05)  -0.54 (-0.96, -0.12) 1.19 (-0.96, 3.34)
P=0.087 P=0.01 P=0.28
0.17 (-0.2, 0.55) 0.2 (-0.18, 0.57) 0.21 (-0.17, 0.58)
Acrofase P=0.36 P=0.31 P=0.28
Amplitud realtiva -0.53 (-0.9, -0.15) -0.41 (-0.82, 0) -0.52 (-0.9, -0.15)
(AR) P=0.006 P=0.049 P=0.006
Estabilidad -0.27 (-0.65, 0.1) -0.23 (-0.62, 0.15) -0.13 (-0.55, 0.3)
interdiaria (1S) P=0.155 P=0.23 P=0.55
Variabilidad 0.39 (0.01, 0.77) 0.37 (-0.02, 0.75) 0.42 (0.05, 0.8)
intradiaria (1V) P=0.04 P=0.065 P=0.03
M10 -0.18 (-0.55, 0.19) -0.04 (-0.41, 0.34) -0.14 (-0.51, 0.23)
P=0.34 P=0.84 P=0.46
L5 0.16 (-0.2, 0.53) 0.15 (-0.21, 0.51) 0.16 (-0.21, 0.52)
P=0.38 P=0.42 P=0.40
-0.53 (-0.92, -
CFI 0.14) -0.44 (-0.85, -0.04) -0.45 (-0.86, -0.05)

P=0.008 P=0.03 P=0.03

(Modelo 1) Ajustado por edad, sexo, colegio y curso. (Modelo 2) Modelo 1 + duracién del
suefio. (Modelo 3) Modelo 1 + actividad diaria.

Los valores de IL8 e ILIP se asociaron significativamente con la actividad
media durante las 5 horas de menor actividad L5, un aumento de 1 unidad de DE en L5
se correlaciond con un aumento del 33.9% (IC 95%: 5.9%, 69.1%; P=0.02) en IL8 y del
43.9% (IC 95%: 6.4 %, 94.7%, P = 0.02) en IL1P. Es importante destacar que la
asociacion de L5 con la IL8 fue independiente de la duracion del suefio, la actividad
diaria y el IMC (en todos los casos P<0.05). Mientras que la asociacion de L5 y IL1J
fue independiente de la actividad diaria y el IMC (P<0.05), pero no para la duracion del
suefio (P=0.1). EI mesor del ritmo de actividad diaria se asoci6 inversamente con la IgA
y MCP1, y el aumento de 1 unidad de DE en este mesor se asocié con una disminucion
-23.2% (IC 95%: -40.1%, -1.4%, P=0.04) y -30.7% (IC 95%: -44.1%, -14.1 %,
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P=0.001) en las concentraciones de IgA y MCP1, respectivamente. Ademas, la
estabilidad interdiaria del ritmo (IS) y la fragmentacion del ritmo (IV) también se
asociaron con una disminucion en las concentraciones en saliva de la MCP1 (-33.0% [-
50.0, -10.3], P=0.01 y -228% (-37%, -5.3%), P=0.01, respectivamente),
independientemente de la duracién del suefio e IMC.
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6. Resultados especificos para el objetivo 6

Hemos evaluado si el “score” circadiano desarrollado en el objetivo 1 era capaz de
detectar enfermedades tales como la obesidad. Las caracteristicas generales y los

parametros metabdlicos para la consecucion de este objetivo se resumen en la Tabla 21.

Tabla 21. Caracteristicas de la poblacion estudiada para el objetivo 6.

Total n=432 No obesos n=290 Obesos n=142 P-value

Edad (afios) 10.18 £ 1.25 10.08 £1.14 9.91+1.46 0.248
Peso (kg) 4142 +£12.24 36.40 £ 8.04 51.64 £ 12.98 0.001
Altura (cm) 145 +10.37 144 +10.38 146 +£10.21 0.030
IMC 19.36 + 3.95 17.24 +1.96 23.69+3.41 0.001
Grasa corporal (%) 21.19+7.53 17.85+£5.12 29.33+£6.11 0.001
Cintura (cm) 65.44 + 9.89 61.20 £ 6.57 75.40 £ 9.23 <0.001
Glucosa (mg/dL)* 83.44+9.12 84.70 £ 11.59 82.37 £ 6.22 0.280
Insulina (pg/mL)* 445,07 £293.48  279.10 +£ 138.25 566.12 + 274.91  <0.001
Triglicéridos (mg/dL)*  80.50 + 30.89 67.08 £ 19.90 92.25 + 34.74 <0.001

Colesterol (mg/dL)* 169.03 = 33.75 173.72 £ 39.31 164.43 + 27.95 0.243

Datos antropométricos y metabélicos (medias * desviacion estandar). (*) n=79

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas en altura, peso, IMC, grasa
corporal (%), circunferencia de la cintura, insulina y triglicéridos entre grupos de nifios

no obesos y obesos.

Score circadiano y obesidad

Los nifios con obesidad 1300 1
presentaron  valores  del

score circadiano mas bajos P<0.001
(media + DE, 1033.40 +
222.59), seguidos de los
nifios con sobrepeso (media
+ DE, 1116.82 £ 172.41) y
los nifios con peso normal
(media + DE, 1178.56 +
181. 53) (P<0.001), Figura 100
14Ay Tabla 22.

1200

1100

Score circadiano (puntuacion)

Normopeso Sobrepeso Obesidad

Figura 14A. Score circadiano en nifios con normopeso, sobrepeso y obesidad
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Tabla 22. Asociacién de las variables circadianas con el IMC y masa de grasa.

IMC MASA GRASA (%0)?

B SEM  P-value P-value
Parametros circadianos
Score circadiano -14.143 2.28 <0.001 0.011
Temperatura (°C)
Media (°C) 0.057 0.011 <0.001 0.091
Amplitud -0.025 0.006 <0.001 0.019
PR -0.537 0.181 0.003 0.144
IS - 0.007 0.002 <0.001 0.160
AR -0.001 0.001 <0.001 0.012
M5 (°C) 0.033 0.011 0.002 0.586
TM5 (h) - 0.066 0.030 0.032 0.030
CFI -0.003 0.001 <0.001 0.137
Actividad (°/min)
Media (°/min) -0.227 0.074 0.002 0.077
Amplitud -0.404 0.074 <0.001 0.009
Acrofase (h) 0.018 0.009 0.044 0.107
Rayleigh -0.010 0.002 <0.001 0.104
PR -0.319 0.061 <0.001 0.028
IS - 0.002 0.001 0.046 0.897
v 0.002 0.001 0.043 0.249
AR - 0.002 0.001 0.001 0.729
M10 (°/min) -0.526 0.117 <0.001 0.020
CFlI - 0.002 0.001 0.001 0.926
Posicion (°)
Mesor (°) -0.122 0.040 0.002 0.122
Amplitud -0.116 0.037 0.002 0.002
PR -0.123 0.049 0.012 0.003
M10 (°) -0.21 0.048 <0.001 0.003
TAP (AU)
Media (AU) -0.001 0.001 0.009 0.028
Amplitud (AU) - 0.002 0.001 <0.001 0.035
Rayleigh -0.008 0.002 0.002 0.382
PR -0.603 0.115 <0.001 0.032
IS -0.005 0.001 <0.001 0.390
v 0.003 0.001 0.004 0.001
AR -0.002 0.001 0.035 0.589
M10 (AU) -0.003 0.001 <0.001 0.001
CFI -0.003 0.001 <0.001 0.071
Cortisol 14:00h (nmol/l) -0.100 0.047 0.035 0.038
Hora de irse a la cama (h) 0.017 0.008 0.041 0.180
Duracion del suefio (h) -0.020 0.008 0.016 0.080
Hora de la cena (h) 0.010 0.007 0.152 0.015
MCTQ 0.004 0.009 0.654 0.007°
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Abreviaturas: indice de masa corporal: IMC, porcentaje de ritmo: PR, estabilidad interdiaria: IS,
variabilidad intradia: 1V, amplitud relativa: AR, M5 y su correspondiente temporizacién TM5, M10 e
indice de funcion circadiana: CFI. Unidades arbitrarias (AU), Cuestionario de Munich: MCTQ. Los
valores de P en negrita indican diferencias estadisticas significativas (P <0.05). Ajustado por raza, edad,

centro de estudio y sexo. a) n = 346 b) Ajustado por raza, edad y afio escolar.

Herramientas circadianas y obesidad

Ciertos parametros circadianos mostraron una asociacion significativa con la obesidad.
La amplitud relativa (AR), la estabilidad interdiaria (IS) y el CFl del ritmo de
temperatura fueron significativamente méas bajos a medida que aumentd el grado de
obesidad (Figura 14B-D).

Se encontraron resultados similares con respecto a los pardmetros del ritmo de
actividad, los cuales disminuyeron con la obesidad. Concretamente, el CFl en la
actividad fue menor en los nifios mas obesos (Figura 14E). Ademas, estos nifios con
mayor IMC mostraron valores mas elevados de fragmentacion del ritmo de actividad
(IV) (P=0.043) y una acrofase més tardia (P=0.044).

En la variable integradora TAP, pardmetros como mesor (P=0.009), amplitud
(P<0.001), rayleigh (P=0.002), porcentaje de ritmicidad (P<0.001), amplitud relativa
(P=0.035), CFI (P<0.001), entre otros, fueron mas bajos a medida que aumento el IMC.
Ademas, nuestros resultados mostraron que la fragmentacion de TAP también fue

mayor (P=0.001) en nifios con un IMC y con un porcentaje de grasa mas altos.
Por otro lado, obtuvimos una asociaciéon negativa entre el cortisol a las 14:00h
con el IMC (P=0.035) y la grasa corporal (P=0.038). Ademas, la mayoria de los nifios

nocturnos, segun MCTQ, presentaban mayores valores de grasa corporal (Tabla 22).

Salud circadiana, conductas y alteraciones metabdlicas.

Nuestros datos mostraron que los nifios que tenian una mejor salud circadiana tenian
0.34 veces menos probabilidades de ser obesos ((P<0.001), Figura 15. Ademas, los
nifios con elevada salud circadiana tenian una probabilidad 0.40 veces menor de tener

una mayor circunferencia de cintura que aquellos que tenian una salud circadiana baja.
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Por otro lado, en términos de suefio, encontramos que los nifios con elevada
salud circadiana tenian una probabilidad de 0.11, 0.22 y 0.47 veces menor de presentar
un menor contraste dia-noche, una menor profundidad de suefio y una duracion del
suefilo mas corta, respectivamente, que los que tenian una baja salud circadiana.
También presentaban 2.62 veces méas probabilidades de acostarse antes que los nifios

con menor salud circadiana (P=0.042).

En cuanto a la ingesta de alimentos, los nifios con elevada salud circadiana
presentaron una probabilidad 1.52 veces mayor de cenar mas temprano que los nifios
con una salud circadiana mas baja. Por otro lado, aquellos nifios con una elevada salud

circadiana tenian 0.27 menos probabilidad de tener una actividad fisica media més baja

(Figura 15).

Reqularidad del suefio y obesidad.

Un ritmo de suefio més estable es un marcador
de salud circadiana. En la Figura 16, estan
representados dos nifios durante cuatro dias,
cuya regularidad en el ritmo del suefio era
diferente. El nifio de peso normal con mas
regularidad en el suefio se representd en la
Figura 16A y la Figura 16B representa un nifio

obeso con baja regularidad.

Patrones diarios de temperatura periférica en

nifios con peso normal, sobrepeso y obesidad.

Los grupos exhibieron patrones de temperatura
periférica diarios similares, caracterizados por
altas temperaturas periféricas a medida que
aumenta la obesidad. La curva de temperatura
exhibi6 un patron bifasico en las horas del suefio
en todos los nifios (Figura 17A). Los nifios

obesos estaban mas somnolientos por la mafiana

16A)

] \ WIWM
I ;;h sl

MMMW Wim Y

Flgure 16. Representacmn de Ia regularldad en eI rltmo
del suefio de dos nifios durante 4 dias. La temperatura
periférica se representa en rojo, la actividad en azul, la
posicién en verde y el suefio en naranja. La Figura 16A
corresponde a un nifio de peso normal con una alta
estabilidad durante los 4 dias, el suefio de cada dia cabe
en el mismo rectangulo; La Figura 16B representa a un
nifio obeso con baja regularidad, el suefio de cada dia es
en un rectangulo diferente.



Resultados

y tenian un pico postprandial mas bajo lo que indica una salud circadiana menor
(P<0.005).

Como se muestra en la Figura 17B, se encontraron diferencias significativas
entre los diferentes grupos en la zona del maximo despertar. Concretamente, en nifios
obesos, se observa que esta &rea era mucho menos marcada, lo que conduciria a un

retraso en la hora de acostarse.
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DISCUSION






Discusion
1. Discusion general

Los resultados de la presente tesis doctoral demuestran la importancia del estudio de la
salud circadiana en nifios de edad escolar a través de técnicas no invasivas y en

condiciones normales de vida del nifio.

La relacion presente entre la baja salud circadiana, el mayor grado de obesidad,
el aumento de factores inflamatorios y la peor salud cardiometabolica pone de
manifiesto la importancia de la caracterizacion circadiana del nifio como medida
preventiva o paliativa de complicaciones de la salud. Es de especial interés incluir
estudios basados en herramientas cronobiologicas no invasivas desde un enfoque

integral para el paciente pediétrico.

En el presente trabajo se propone un protocolo para la determinacion de la salud
circadiana mediante técnicas no invasivas y faciles de aplicar. Ademas, hemos
desarrollado un nuevo score circadiano capaz de evaluar la salud circadiana y detectar
posibles alteraciones. Entre las medidas relacionadas con la funcién circadiana, la
variable integradora TAP se propone como la técnica mas adecuada y fiable para
determinar las caracteristicas del sistema circadiano. Este nuevo score circadiano
muestra que los nifios presentan una peor salud circadiana que las nifias y los adultos
peor que los nifios en su conjunto. Este ultimo hallazgo estd en concordancia con
estudios previos que aseguran que con el envejecimiento la salud circadiana se va
deteriorando (163).

En nuestras investigaciones demostramos la existencia de una asociacion entre
suero y saliva en biomarcadores como la proteina C reactiva (PCR) e la insulina, aunque
esta Ultima es significativa s6lo en nifias. También pudimos comprobar que los
biomarcadores en saliva pueden capturar diferencias en el grado de obesidad o IMC, en
los habitos alimentarios y caracteristicas nutricionales de la dieta y en el nivel de
actividad fisica en los nifios en edad escolar. Por lo tanto, nuestro trabajo muestra que la
saliva es una herramienta Gtil, no invasiva (al no necesitar realizar extraccion de sangre)
y ademas evita el estrés metabolico asociado a la puncion, por lo que presenta ciertas

ventajas sobre la sangre para evaluar marcadores metabdlicos de inflamacién
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relacionados con el IMC y en el estilo de vida. Sin embargo, son necesarias nuevas

investigaciones para validar esta técnica en poblaciones mas numerosas.

La aplicacion de técnicas no invasivas y objetivas como es la determinacion del
ritmo de 24h de la temperatura periférica, la actividad fisica y la posicion, y la variable
integradora TAP, ha permitido la evaluacion del cronotipo y se ha correlacionado con
medidas subjetivas como el cuestionario de Munich (MCTQ). A través del TAP
observamos que los nifios con cronotipo vespertino presentaron mayores alteraciones
circadianas, metabolicas y mayor jet lag social, asi como una duracién de suefio menor,

y peores caracteristicas del suefio que aquellos con cronotipos matutinos o indefinidos.

Por otra parte, los horarios de comida y de actividad fisica, dos de los
sincronizadores externos mas importantes de los relojes periféricos, se asociaron con
obesidad. Los resultados de la presente tesis doctoral confirman los hallazgos en adultos
que indican que una alimentacion tardia y alteraciones en el ritmo de actividad/reposo
hacia una menor amplitud, mayor fragmentacion y en general hacia un menor indice de
Funcionalidad Circadiana o CIF, se asocian con un incremento del peso corporal y
aumento de inflamacién. Los nifios que realizaban de forma habitual una cena tardia
presentaron mayor IMC vy valores aumentados de diferentes biomarcadores
cardiometabdlicos y de inflamacion como la PCR e IL6. Ademas, alteraciones en los
ritmos de actividad se asociaron con un aumento de concentraciones en saliva de PCR,

IL8 e IL1p en los nifios de edad escolar.

El desarrollo del score circadiano nos ha permitido evaluar el sistema circadiano
en la poblacion de nifios de edad escolar y hemos podido comprobar que un menores
valores de este score, indicativos de una peor salud circadiana se asocian con un mayor
grado de obesidad. La importancia de este score circadiano reside en que su evaluacion
en edades tempranas nos puede permitir realizar cambios en los habitos de horarios de
los nifios hacia una disminucion del riesgo de sobrepeso. La obesidad pediatrica se ha
multiplicado por diez en las ultimas cuatro décadas. Sin embargo, la prevencion y el
tratamiento de la obesidad en los nifios siguen siendo un desafio y es necesario
encontrar nuevas areas de actuacion, como puede ser el estudio cronobiol6gico del nifio
y la intervencion en cambios de habitos de vida para la mejora de la salud circadiana, y

como consecuencia la disminucion del sobrepeso.
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Todos estos resultados en su conjunto demuestran la importancia del estudio de
las caracteristicas cronobioldgicas del nifio, ya a edades tempranas. Su relacion con
alteraciones metabdlicas, circadianas y enfermedades como la obesidad, hacen de este
campo un interesante mundo donde investigar. Se propone el uso de técnicas
cronobioldgicas no invasivas como la determinacion de los ritmos diarios de la
temperatura corporal o de actimetria, la medicion en saliva de cortisol o melatonina a
diferentes horas del dia junto con los registros de horarios de comida entre otros, ya que
son capaces de detectar el estado cronobioldgico del nifio por lo que deben incluirse en
un enfoque integral para el paciente pediatrico. Estas técnicas junto con la
determinacion de biomarcadores inflamatorios analizados a través de la saliva, permitira
el estudio de salud cronobiolégica y cardiometabolica del nifio, sin necesidad de recurrir
a la extraccién de muestras de sangre, que es un factor de estrés para el nifio de edad

escolar.

2. Sobre el desarrollo de un score circadiano en la poblacion de nifios

Uno de los propositos de esta tesis doctoral fue desarrollar un score capaz de evaluar la
funcién circadiana en nifios de edad escolar tras combinar herramientas no invasivas
previamente validadas en adultos. Entre las medidas circadianas utilizadas, nuestros
resultados obtenidos del andlisis factorial mostraron que la variable integradora TAP en
su conjunto y en particular el CIF (indice de Funcionalidad Circadiana) fue la més
adecuada para determinar las caracteristicas del sistema circadiano en nifios en edad
escolar ya que aparecio en el primer factor y en la primera posicién, lo que demuestra
que era la que explicaba la mayor variabilidad en la poblacion estudiada. EI Score
obtenido, tras multiplicar cada variable dentro de su factor por su peso en el analisis
(eigenvalue), fue significativamente mayor en nifias que en nifios lo que sugiere una la

mejor funcion circadiana entre las nifias.

Hemos construido la primera y mas completa base de datos de nifios en edad
escolar para evaluar la funcién circadiana (ONTIME-Jr) que incluye datos relacionados
con el estado circadiano, obtenidos por mdaltiples herramientas circadianas como

cuestionarios de alimentacidn y suefio, cuestionarios sobre el cronotipo, concentraciones
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de melatonina y cortisol por medio de muestras salivales, dos sensores de murfieca
diferentes para probar la variable integradora TAP (42, 156) y un luxémetro colgado
alrededor el cuello. El interés de estas técnicas es que no son invasivas y han sido
disefiadas para evaluar la funcién circadiana sin afectar las condiciones normales de

vida del nifio.

Estudios previos centrados en la evaluacion del sistema circadiano fueron
realizados principalmente en adultos y ademas utilizaban algun marcador circadiano de
manera individual como por ejemplo, el cronotipo a través de cuestionarios (17),
concentraciones salivales de melatonina y cortisol, patrones de suefio (134), temperatura
de la piel (40) o ritmos de actividad a través de actimetros (29) pero que sepamos, todas
estas herramientas no invasivas nunca se habian usado globalmente en la misma

poblacion de nifios.

Los resultados de la presente tesis doctoral muestran que la variable integradora
TAP y el ratio de cortisol dia/noche son las variables que explican mejor la variabilidad
de la muestra con respecto a las caracteristicas relacionadas con el sistema circadiano,
segun lo determinado por un andlisis factorial. De acuerdo con nuestro resultados,
estudios previos realizados en adultos sugieren que la variable integradora TAP es mas
fiable y se ve menos afectada por agentes ambientales que el uso de la temperatura

periférica o de la actividad por separado (42).

De las caracteristicas del TAP, el indice de funcion circadiana CFI se encontro
en la primera posicion y en el primer factor del analisis. Este indice (CFI) resume la
regularidad y fragmentacion del ritmo, y proporciona informacion sobre el sistema
circadiano facilitando la evaluacion objetiva de la cronodisrupcion en estos nifios (42).
Valores altos de CFI indican ritmos mas regulares dia a dia, como lo demuestra a) la
mayor estabilidad interdiaria; b) los altos valores de rayleigh, con la fase méas estable
entre los dias; y c) la mayor amplitud del ritmo lo que indica una mayor diferencia entre
los valores de mafiana y noche. El indice de funcion circadiana fue significativamente
mayor en nifias que en nifios, lo que sugiere que las nifias presentaban una mejor
funcién circadiana, hallazgo confirmado por el recién desarrollado score circadiano que

también fue mayor en nifias que en nifios. En comparacién con una poblacién control de
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sujetos adultos de la misma area mediterranea, los datos sugieren una mejor funcién

circadiana en nifios en edad escolar que en adultos.

Otra técnica utilizada en el protocolo actual fue la medida del cortisol salival.
Las nifias presentaban un ratio mafiana/noche méas elevado que los nifios, lo que indica
un perfil mas saludable (52). El cortisol es un corticosteroide que presenta un ritmo
circadiano marcado. Estudios previos realizados en adultos han mostrado una
disminucion similar en la amplitud del cortisol en hombres en relacion a las mujeres

(164), por lo que estos resultados podrian ser inherentes al sexo.

Sin embargo, no podemos descartar la hipdtesis de que la diferente amplitud del
cortisol en nifios en comparacion con nifias esté relacionada con un mayor deterioro
circadiano (52). En adultos, una disminucion de la amplitud diaria en el patron de
cortisol se ha asociado con obesidad central (caracteristica de los hombres), alteraciones
metabolicas en la presion arterial y alteraciones en la regulacién de la glucosa y lipidos
plasmaticos (120). Son necesarios mas estudios para dilucidar si el ratio cortisol

mafana/noche se asocia con alteraciones metabolicas en nifios.

Diferentes parametros del ritmo de actividad/reposo entre ellos la fragmentacion
del ritmo (1V), que mide la frecuencia de los cambios entre la alta y baja actividad,
mostraron diferencias entre nifias y nifios. Las nifias eran mas activas que los nifios,
como lo demuestran los mayores valores obtenidos en la actividad media y M10.
Adicionalmente, las nifias mostraron un ritmo de actividad menos fragmentado que los
nifios, con valores de variabilidad intradiarios disminuidos. Diversos autores sugieren
que la fragmentacion del ritmo es un indicador de salud en adultos, en los que una
mayor fragmentacion de los ritmos de actividad estd relacionada con un riesgo
aumentado de mortalidad, enfermedad cardiovascular, deterioro cognitivo, sintomas de
depresion y obesidad (165). En adolescentes, la fragmentacion del ritmo de actividad se

ha relacionado también con la obesidad y la adiposidad central (165).

Una de las caracteristicas que definen al cronotipo vespertino es que los sujetos
se encuentran mas activos y con mayor alerta durante la noche, rasgo considerado
propio de la pubertad. Durante la adolescencia se experimenta un retraso en los relojes

circadianos por lo que a estas edades los chicos se acuestan y se levantan mas tarde que
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los nifios més pequefios (165). En el estudio actual, las nifias tenian mayor tendencia a
ser vespertinas que los nifios, segin el MCTQ. Estudios previos sugieren que las nifias
tienden a ser mas vespertinas que los nifios, aunque a esta edad el cronotipo no esta

completamente definido en nifios (166).

Diferencias entre nifios y adultos

El presente estudio sugiere que el ritmo de temperatura periférico difiere entre las etapas
tempranas y posteriores de la vida con una mejor funcién circadiana en nifios que en
adultos de la misma zona mediterranea. Los nifios en edad escolar exhibieron un patron
bifasico en el ritmo temperatura durante el suefio mientras que los adultos presentaban
un patrén monofasico (167). La duracion del suefio méas larga en estos nifios en
comparacion con adultos podrian explicar las diferencias (168) ya que se han mostrado
patrones bifasicos similares en adultos que alargan el suefio de 7 a 11 horas por dia
(168).

Al comparar los pardmetros obtenidos en ritmo de la temperatura entre nifios y
adultos obtuvimos ritmos menos fragmentados y con mayor amplitud y porcentaje de
ritmicidad en nifios que en adultos. Una amplitud del ritmo de temperatura disminuida
ha sido relacionada previamente con el envejecimiento. El indice de funcionalidad
circadiana también fue mayor en nifios que en adultos, lo que sugiere un ritmo
circadiano méas saludable. Nuestros datos concuerdan con estudios anteriores que
indican que el envejecimiento esta asociado con deterioro progresivo de los ritmos

circadianos (163).

Del trabajo actual, se pueden sugerir varias recomendaciones para futuros

estudios en poblaciones similares de nifios:

a) Utilizar un disefio de reloj de pulsera méas seguro y resistente al agua. En el estudio
actual se colocaron los sensores en unos relojes de pulsera especialmente disefiados para
ser usados de forma segura y comoda. Sin embargo, cuando los nifios jugaban algunos
de los dispositivos fallaban por movimientos bruscos (4%) y en algunos actimetros
(3%) entraba en los dispositivos vapor de agua, provocado por sudor.

b) Reemplazar el registro dietético de 7 dias por una herramienta mas simple, por

ejemplo, una aplicacion movil.
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c) Otros estudios deberian investigar el papel de la melatonina en el funcionamiento del
sistema circadiano en nifios. En el estudio actual, la melatonina no pudo capturar
variabilidad circadiana o evaluar las diferencias entre nifias y nifios, como se describio
anteriormente (134). Sin embargo, esto podria ser debido a la baja tasa de recoleccién
de muestras. De hecho, las muestras de melatonina a la 01:00h fueron dificil de obtener
y en varios casos se recolectd una cantidad insuficiente de saliva (28%). Este hallazgo
necesita ser explorado en una poblacion méas grande y con un mayor nimero de
muestras.

d) Decidimos analizar la exposicion a la luz, cuando el estudio ya habia comenzado, por
este motivo fueron incluidos un menor ndmero de nifios en los analisis la de esta
variable. Por tanto, para hacer cualquier conclusion vélida sobre esta medida, es

necesario ampliar la muestra.

En resumen, hemos sido capaces de desarrollar un nuevo score circadiano a través de
medidas no invasivas, como la variable integradora TAP, mediciones de cortisol en
saliva, etc, que parece ser fiable para evaluar el sistema circadiano en nifios en edad
escolar en condiciones de vida normales. Ademas, encontramos que las nifias
presentaban una mejor salud circadiana que los nifios y que estos en su conjunto,

mostraban una mejor salud circadiana que los adultos.

3. Sobre el uso de la saliva como herramienta no invasiva para la

evaluacion de biomarcadores metabdlicos e inflamatorios en nifios

Asociaciones entre saliva y suero

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral confirman el uso de la saliva
como fuente de biomarcadores metabdlicos e inflamatorios relacionados con el IMC,
habitos dietéticos y actividad fisica en nifios en edad escolar y destaca la importancia de
considerar el sexo en este tipo de estudios. Entre los biomarcadores evaluados, se
observo una asociacion entre la saliva y el suero para la PCR de la poblacién estudiada.
De acuerdo con nuestros resultados, la asociacion positiva de la PCR entre los dos

biofluidos también se ha reportd por diferentes autores en neonatos (169), adolescentes
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(141) y adultos (170). La PCR es una importante proteina utilizada para evaluar el
estado de inflamacion en fase aguda. Ademas, la PCR se utiliza como marcador para el
prondstico de un gran namero de patologias (171). Aungue parece que la PCR salival
presenta valores semejantes a la sérica, se necesitan mas estudios para confirmar su

utilidad clinica en nifios.

La insulina salival mostro una tendencia a correlacionarse con la de suero,
siendo esta asociacion significativa en nifias, pero no en nifios. Aunque, ya se ha
descrito previamente la existencia de esta asociacion entre los valores de insulina en
suero y saliva, existe cierta divergencia en la literatura relacionada con este tema (126),
ya que, al analizar perfiles individuales, se han observado discrepancias entre el
momento y la magnitud de los cambios de insulina en los dos biofluidos (172). La
presencia de insulina en saliva se ha explicado por dos hipdtesis principales: la primera
sugiere que las glandulas salivales sintetizan y secretan insulina (173, 174), mientras
que la segunda indica que la insulina entra en la saliva desde sangre por ultrafiltracion
(175). Sin embargo, ninguno de ellos explicaria las diferencias encontradas en el
presente trabajo entre nifios y nifias. Deberian, por tanto, realizarse otros estudios que
evallen con mas detalle los mecanismos por los que la insulina entra en la saliva y su
posible relacion con el sexo. Sin embargo, nuestros datos sugieren que en las nifias, las

concentraciones de insulina en saliva se asocian con las de suero.

Marcadores de obesidad en nifios

Cuando se analizaron los marcadores salivales en relacion con el IMC, encontramos
asociaciones positivas entre este indice de obesidad y la PCR y la insulina. En nifios con
sobrepeso/obesidad la PCR, insulina e IL1J mostraron concentraciones 3 veces mas
altas en comparacion con los nifios que presentaban normopeso. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en estudios previos en nifios (126, 176) en los que se
detectaron asociaciones entre el aumento de estos biomarcadores y la resistencia a la

insulina, asi como con otras patologias cardiovasculares.

Marcadores de ingesta en nifios
Por otro lado, cuando analizamos la ingesta dietética de nuestros chicos, encontramos
asociaciones significativas entre las caracteristicas de la dieta y algunos biomarcadores

proinflamatorios salivales tales como la PCR, la IL, el TNF y la insulina. Tras estas
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observaciones concluimos que el uso de saliva en vez de sangre, puede ser un método
facil y no invasivo para estudiar el impacto de los hébitos alimentarios en el
metabolismo en la poblacion infantil. El andlisis de estos biomarcadores salivales podria
ser Util para corregir comportamientos alimentarios inadecuados y establecer otros mas

saludables basados en una dieta mas equilibrada.

Marcadores de estado fisico en nifios

La actividad fisica es uno de los principales factores para la salud fisica, psicologica y
cognitiva en nifios (177). Generalmente se recolectan muestras de suero mediante
puncion, para evaluar el efecto de la actividad fisica sobre el metabolismo y/o el estado
de salud general (177). La novedad de este estudio es que la determinacion de
biomarcadores proinflamatorios en saliva es Gtil para determinar los efectos
beneficiosos de la actividad fisica sobre el metabolismo del nifio. Asi, de resistencia a la
insulina en saliva disminuye en aquellos nifios que realizaron una mayor actividad
fisica. Aungue hubo diferencias entre nifios y nifias ya que en las nifias las asociaciones
entre el grado de actividad fisica y la insulina se presentaron sélo en nifias, mientras que
en los nifios fueron varios los biomarcadores salivales inflamatorios (IL6, MCP1, NGF)
y metabdlicos (glucosa, insulina, HOMA) que se relacionaron con los valores de

actividad fisica.

Las conclusiones de este trabajo es que fueron las caracteristicas de la dieta las
que se asociaron en mayor medida con los biomarcadores salivales. Es cierto que se
podria argumentar que este mayor nimero de asociaciones podria deberse a que se
utilizaron un mayor namero de variables (n = 9) en la composicién de la dieta que en la
actividad fisica (n = 2) e IMC (n = 1); aun asi, estos resultados resaltan el potencial que
tienen los biomarcadores salivales para evaluar los efecto de la ingesta dietética sobre el

estado metabolico del nifo.

Es importante resaltar que solamente se hicieron extracciones de sangre en 79
nifios, aquellos que asistieron a una consulta pediatrica para revisiones rutinarias. Por
ello, en la interpretacion de los resultados, tenemos que tener en cuenta que estos nifios
sufrieron una extraccion de sangre invasiva, situacion que les podria haber causado
ansiedad y estrés y podria repercutir en los valores de los biomarcadores séricos. Sin

embargo, este es el procedimiento comdn utilizado en la préactica clinica y en estudios
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de investigacion donde diferentes biomarcadores son determinados para evaluar el
estado de salud de los nifios. Es cierto que un tamafio de muestra mayor habria
aumentado la potencia estadistica del estudio. No obstante, el tamafio de la muestra del
presente estudio (n=129) tuvo suficiente potencia (>80%) para lograr los objetivos, tal y
como hemos deducido de estudios previos que también analizaron biomarcadores en

saliva y suero, como glucosa y PCR.

En resumen, nuestros resultados profundizan en el andlisis de la saliva como técnica no
invasiva capaz de recoger alteraciones en la salud. Los biomarcadores en la saliva
muestran cambios relacionados con el IMC, la ingesta dietética y la actividad fisica en
nifios. Estos datos indican que el andlisis de biomarcadores en la saliva puede constituir
como una potente herramienta no invasiva y libre de estrés dependiente del sexo, sin

embargo, se hacen necesarios nuevos estudios que confirmen la validez de esta técnica.

4. Sobre el papel del cronotipo evaluado objetivamente en nifios y su
relacion con el riesgo metabdlico, jet lag social, alteraciones del suefio y

notas académicas

La presente tesis doctoral es la primera en utilizar la variable integradora TAP para
evaluar objetivamente el cronotipo en nifios en edad escolar. Los resultados obtenidos
demuestran la asociacion perjudicial entre el cronotipo vespertino y el jet lag social, la
exposicion a luz nocturna, las alteraciones del suefio, asi como su relacion con las notas
académicas y el riesgo metabdlico (valores mas altos de insulina, glucosa, triglicéridos

y colesterol).

En adultos, previamente nuestro grupo y otros han demostrado que la variable
integradora TAP es capaz de capturar el cronotipo enddgeno del individuo (18). TAP
tiene entre sus ventajas que evallUa el cronotipo de forma no invasiva y en condiciones
de vida libre, sin interferir en la rutina del sujeto. Ademas se ha utilizado en adultos para
evaluar el cronotipo individual, su heredabilidad (178) y para estudiar los patrones de
suefio (179) y caracteristicas relacionadas con el sistema circadiano en enfermedades

tales como la obesidad (180) y el Parkinson (44). Cuando el cronotipo se evaluo
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objetivamente por medio de la acrofase del TAP, los marcadores del cronotipo
subjetivo, tales como la hora central del suefio y el punto medio de ingesta, se retrasaron
en los cronotipos vespertinos en comparacion con los cronotipos matutinos. Los valores
de melatonina a la 01:00h fueron significativamente mas bajos en los nifios vespertinos
que en los matutinos, lo que sugiere que la melatonina a esas horas de la noche todavia
no ha alcanzado su méaximo y puede seguir aumentando ya que la hora de acostarse era

en los nifios vespertinos mas tardia.

Los nifios con cronotipo vespertino, a pesar de ser nifios en edad escolar con un
horario marcado, presentaron habitos de vida especificos y diferentes a los nifios
matutinos, principalmente por la noche, cuando los nifios eran libres de elegir y cuando
podian aparecer sus tendencias mas endogenas. El papel de los padres es fundamental
en el adecuado cumplimiento de los horarios de suefio y otras actividades de los nifios,
estudios previos confirman que aquellos nifios cuyos padres no establecen la hora de
acostarse de sus hijos durante la infancia presentan una mayor preferencia por realizar
sus actividades por la noche y ser mas vespertinos, en comparacion con aquellos cuya
hora de acostarse estd marcada por sus progenitores (181). Nuestros resultados muestran
que los nifios vespertinos presentaban mas actividad fisica por la noche, y menos
actividad fisica durante el dia, mientras que mostraban una temperatura corporal mas

alta durante el dia lo que sugiere un aumento de la somnolencia diurna.

La duracién del suefio juega también un papel importante en el desarrollo de
patologias. El suefio es fundamental para mantener una buena salud mental y la falta de
éste se ha asociado con la obesidad (29). Como se esperaba, la duracion del suefio fue
menor en los cronotipos nocturnos que en los diurnos o matutinos. El suefio insuficiente
se ha asociado con una mayor la depresion, menor rendimiento escolar, y un aumento
del riesgo metabolico y de enfermedades tales como la diabetes tipo Il y las

enfermedades cardiometabolicas, entre otras (182).

La "robustez™ del ritmo del suefio esta determinado por varios parametros, como
la amplitud relativa, el indice de funcion circadiana (CFI) (183), la estabilidad
interdiaria y la variabilidad intradiaria. EI CFI proporciona informacion sobre el estado
del sistema circadiano y facilita una evaluacion objetiva de la cronodisrupcion del

individuo (42). En el estudio actual, el CFI del suefio fue menor en los cronotipos
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vespertinos que en los matutinos, lo que sugiere que los cronotipos nocturnos tenian una
peor funcion circadiana del suefio. Ademas, los vespertinos tenian menos profundidad

del suefio, menor contraste dia-noche y habitos mas irregulares.

Valores bajos de CFI representan ritmos de suefio menos regulares dia a dia,
como lo demuestra la menor estabilidad y amplitud del ritmo que presentaron los nifios

vespertinos al ser comparados con los matutinos.

Otro de los factores estudiados en los nifios fue el jet lag social. El jet lag social,
se refiere a las diferencias en el centro del suefio entre los dias de la semana 'y del fin de
semana, normalmente hacia un retraso del centro del suefio durante el fin de semana. Se
entiende que aquellos nifios que presentan un retraso de mas de 2h en este centro del
suefio presentan jet lag social, lo que se ha asociado previamente con alteraciones
psicoldgicas (184) y obesidad (91). Segun la literatura cientifica, en la poblacion adulta,
los individuos vespertinos presentaban mayores valores de jet lag social que los
matutinos. Los resultados de la presente tesis doctoral muestran que en los nifios se
produce una situacién semejante, tal y como se ha demostrado también en estudios

previos en nifios de edad preescolar (185).

La luz es el sincronizador externo mas importante del reloj central endogeno
(186). Los horarios de exposicion a la luz tienen un efecto diferente sobre la fase
circadiana. La exposicion temprana a la luz avanza el ciclo, mientras que la luz tardia
retrasa la fase circadiana (187). En el presente estudio, los resultados del patrén de luz
de 7 dias analizado mostraron que los nifios vespertinos presentaban una acrofase o fase
de luz mas retrasada y menores valores de luz durante el dia que los nifios matutinos.
Ademas, la exposicion a la luz durante las Gltimas dos horas antes de acostarse (es decir,
el momento en que la melatonina comienza a aumentar) fue 3 veces mayor en los
vespertinos que en los matutinos, cuyos valores alcanzaron los 50 lux. Aunque existe
una variacion considerable en la respuesta individual a la luz, se ha demostrado que
intensidades de luz de 30 lux son suficientes para suprimir el 50% de la secrecion de
melatonina (188) y pueden producir un retraso de fase de més de tres horas en el reloj
central (187).
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Ademas, en el presente estudio, en comparacion con los matutinos, los
vespertinos estuvieron menos expuestos a la luz durante la mafana, entre la hora de
levantarse y la hora de ir a la escuela, lo que también puede contribuir a un cronotipo
mas nocturno. Se han reportado hallazgos similares nifios en los primeros afos de edad
(146).

Cronotipo vespertino y sindrome metabolico

Diversos estudios relacionan los horarios tardios con problemas de salud. En adultos, el
cronotipo vespertino se ha asociado con alteraciones psicoldgicas, neuroldgicas,
gastrointestinales, respiratorias y con presencia de diabetes (19). En mujeres, el
cronotipo nocturno también se ha asociado con tasas mas altas de disfuncién
metabolica, enfermedad cardiovascular y con un aumento de peso respecto a mujeres
matutinas (189). Vera y cols demostraron que el cronotipo vespertino se asociaba con el
sindrome metabdlico, resistencia a la insulina y varios factores del estilo de vida que
incluyen peores comportamientos alimentarios, menor actividad fisica e irse a la cama y
levantarse mas tarde (190). Otros estudios también han mostrado que mujeres con
cronotipo vespertino presentan una mayor probabilidad de padecer cancer de mama que
aquellas de cronotipo matutino (191). En este sentido la obesidad también se relaciona
con la tipologia circadiana, los sujetos adultos mas vespertinos presentan mayor IMC,

valores aumentados de cortisol y PCR, que los matutinos (192).

En niflos de edad escolar, estudios previos observaron que cuanto mas
vespertino era el nifio, éste presentaba con mas frecuencia dolores de cabeza, dolor de
estomago y de espalda, mareos y peor salud (193). Los resultados del presente estudio
muestran que los nifios vespertinos tenian un mayor riesgo metabolico que los nifios
matutinos, con valores mas altos de insulina basal, glucosa, triglicéridos y colesterol.
Ademas, los nifios vespertinos tenian un IMC mas alto y también presentaban un mayor
déficit de suefio, menos actividad fisica durante el dia y una alimentacion mas tardia que
los nifios matutinos. Estos hallazgos pueden explicar en parte por qué los cronotipos

nocturnos son mas obesos a estas edades.

En estudios previos, la mafiana se ha relacionado positivamente con la
inteligencia, la conciencia y el aprendizaje (194). Aquellos que presentaban un centro

del suefio més temprano o adelantado, tenian mejores calificaciones en el colegio (194).
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Ademaés, estudios previos también han mostrado que los nifios con un cronotipo
nocturno clasificados mediante el cuestionario de Munich (MCTQ), presentaron un
menor rendimiento académico (136). A pesar de estos resultados, diversos estudios
muestran que los cronotipos tardios son mas idealistas, imaginativos e intuitivos (137).
lo que coincide con nuestros resultados que muestran que los vespertinos tuvieron
mejores calificaciones en arte, mientras que no se encontraron diferencias significativas

en otras calificaciones académicas entre matutinos y vespertinos.

Resumiendo, esta tesis aporta un paso significativo en la comprensiéon del
cronotipo y su relacion con la cronodisrupcion y el riesgo metabdlico en los nifios (137).
Los resultados muestran que en sujetos de edad escolar evaluados objetivamente, los de
cronotipo vespertino presentaron mayores alteraciones del suefio, un mayor jet lag
social, mas obesidad, mayor riesgo metabdlico, mayor exposicién a la luz nocturna y
mejores calificaciones en el arte. Para los nifios vespertinos, es aconsejable implementar
intervenciones que reduzcan los habitos nocturnos, mejorar el suefio y disminuir el jet

lag social para asi disminuir el riesgo metabdlico.

5. Sobre la importancia de las horas de la comida, y su relacién con la
obesidad y alteraciones metabolicas y circadianas en nifios de edad

escolar

La presente tesis doctoral pone de manifiesto que el momento de la cena es un factor
relevante para el desarrollo de la obesidad en los nifios en edad escolar. Los nifios que
cenaron tarde tuvieron 2.1 veces mas probabilidades de tener sobrepeso/obesidad que
los que cenaron temprano y tuvieron valores significativamente mas altos de conocidos
marcadores de inflamacién como IL6 y PCR. Sorprendentemente, los cenadores tardios
presentaban mas del doble las concentraciones de PCR en saliva que los tempranos.
Este estudio proporciona una vision circadiana del efecto nocivo de una cena tardia, ya
que los nifios que cenaban tarde tuvieron tambien alteraciones en el patron diario de
temperatura corporal, con un retraso de la fase de 30 minutos y una amplitud reducida.

Ademas, los cenadores tardios presentaron una menor amplitud en el patrén diario de
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cortisol (es decir, una disminucion en el ratio del cortisol mafiana-noche) con respecto a

los nifios que cenaron temprano.

Las investigaciones que tienen como objetivo el estudio de los horarios de las
comidas en nifios son escasas Yy existen algunas divergencias en la literatura pediatrica
con respecto a este tema. El aumento de obesidad y el impacto sobre las alteraciones
metabdlicas como consecuencia de horarios de las comidas inadecuados esta todavia en
debate, debido a la publicacion de resultados contradictorios. Algunos autores observan
que una cena tardia se asocia con obesidad en algunos grupos de edad infantil lo que
concuerda con nuestros resultados actuales que muestran que los cenadores tardios
presentan un mayor IMC y un aumento en la circunferencia de la cintura respecto a los
cenadores tempranos, (149). Sin embargo, otros autores no encuentran esta asociacion,
por ejemplo, un estudio en mas de 1600 nifios de 4 a 18 afios del Reino Unido, no
mostraron ningun vinculo entre cenar méas tarde de las 20:00 (hh:mm) y el exceso de
peso corporal (150). Las diferencias en los resultados obtenidos entre ambos estudios
podrian estar relacionados con la definicién de “cena tardia” basada en los valores
medios en nuestro trabajo y establecida una hora mas tarde (21:00 hh:mm) que en la
poblacion de Reino Unido, ademas de las diferencias culturales entre paises (64).

El exceso de peso corporal en los nifios esta relacionado en gran medida con la
inflamacién crénica de bajo grado (195). Sin embargo, no hay estudios sobre el impacto
de la hora de la cena en los marcadores inflamatorios de nifios en edad escolar. Nuestros
resultados muestran que aquellos nifios que cenaron tarde tuvieron valores mas altos de
PCR e IL-6, dos biomarcadores proinflamatorios que estan relacionados con el IMC y
estan involucrados en la patogénesis de la obesidad (126), lo que sugiere una asociacion
perjudicial entre cenar tarde y los marcadores inflamatorios a estas edades. La IL-6 es el
principal regulador de la respuesta inflamatoria aguda. Es una citocina pleiotrépica que
juega un papel critico en la inflamacién cronica al estimular la sintesis de PCR (28).
Actualmente, la PCR se considera como un biomarcador adecuado que se utiliza
frecuentemente para estudiar la inflamacion en las poblaciones pediatricas y neonatales
(196). En nifios con sindrome metabolico se ha demostrado que éstos presentan
aproximadamente tres veces mas probabilidad de tener los valores de PCR elevados que

aquellos sin sindrome metabdlico. Sin embargo, se desconoce si los nifios con valores
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elevados de PCR tienen mas probabilidades de experimentar complicaciones

cardiovasculares en el futuro.

El cortisol se conoce como la hormona del estrés y es una de las hormonas
circadianas més relevantes conocidas. Nuestros datos muestran que nifios que cenaron
tarde tuvieron una disminucion significativa en la amplitud del ratio mafiana/noche de
cortisol. Esta disminucion en la amplitud puede ser un indicador de alteraciones del
sistema circadiano en estos nifios que cenan tarde (197). Sin embargo, los valores mas
bajos en cortisol a la hora del desayuno también pueden estar relacionados con una fase
circadiana mas retrasada que caracteriza a los cenadores tardios. A esas horas del
desayuno, los valores de cortisol pueden no haber alcanzado todavia el pico de la
mafiana, en especial en nifios de cronotipo tardio. En nuestra poblacion, la ingesta del
desayuno fue alrededor de las 09:00 (hh:mm), y probablemente esta ingesta ocurriria en
una fase circadiana anterior a lo que los nifios vespertinos desearian, es decir, todavia en

su noche biologica, lo que también puede afectar a su metabolismo (198).

En cualquier caso, los valores méas bajos de cortisol matutino en los cenadores
tardios (LDE; Late Dinner Eaters) que en los cenadores tempranos (EDE; Early Dinner
Eaters) podrian estar relacionados con una disminucion del apetito durante el desayuno
(199), y pueden explicar en parte la disminucion en la ingesta de energia en la mafiana
que caracteriza a los cenadores tardios. Esta observacion, en parte, podria explicar el
IMC mas alto del grupo de los LDE en comparacion con los EDE ya que un desayuno
deficiente o saltarse el desayuno se ha asociado con la obesidad tanto en adultos como
en nifios (200). La presencia de menores valores de cortisol puede influir en una
disminucion del apetito en la mafiana temprana, y una cena tardia, podria también
retrasar el ritmo circadiano del hambre y el apetito en relacion con el reloj enddgeno, lo
que puede inducir por si mismo la interrupcion circadiana. La ingesta de alimentos se
considera uno de los principales sincronizadores de los osciladores periféricos y la
alimentacion tardia puede provocar un desacoplamiento de estos relojes bioldgicos que
inducen alteraciones metabolicas en los nifios (20). De hecho, en la poblacion actual, los
LDE tuvieron un retraso en el aumento de la temperatura despues de la cena, lo que
puede ser indicativo de un retraso en los relojes periféricos (41). Ademas, los valores de
temperatura mas bajos en las horas postprandiales a la cena de los LDE en comparacién

con los EDE, pueden estar relacionados con una reduccion en la termogénesis inducida
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por dieta (DIT) y lo que podria estar involucrado en el mayor peso corporal que
presentan los cenadores tardios (201).

En resumen, gracias a este estudio demostramos que la cena tardia en nifios se
acomparia con alteraciones metabolicas, obesidad y valores mas elevados de ciertos
biomarcadores inflamatorios tales como la PCR e la IL6. Ademas, los cenadores tardios

presentaron mayores alteraciones circadianas que los nifios que cenaban temprano.

6. Sobre la importancia del ritmo de actividad, la relacion con la

obesidad y alteraciones metabolicas en nifios

En la presente tesis doctoral se muestra que aquellos ritmos de actividad/reposo menos
robustos, representados por una amplitud relativa mas baja, una mayor variabilidad
intradiaria y una puntuacion del CFI mas baja, se asociaron con un mayor IMC en nifios
de edad escolar, independientemente de los factores sociodemogréficos. Si bien la
asociacion de la fragmentacion o la variabilidad intradiaria (1) con el IMC se atenu6
ligeramente después del ajuste por la duracion total del suefio, las asociaciones de
muestran una disminucién de la amplitud relativa y del CFI con el aumento de IMC
persistieron independientemente del ajuste por la duracidn total del suefio y el grado de
actividad fisica. Aunque no podemos determinar la direccionalidad de estas
asociaciones, estos resultados sugieren que el ritmo de la actividad/reposo en si mismo
puede afectar a la regulacion del peso corporal, independientemente de la duracion del
suefio y del grado de actividad fisica. Mientras que la alta fragmentacion del ritmo de

actividad puede conducir al aumento de peso, en parte por la pérdida de suefio.

Anteriormente se ha dado mucha importancia a la falta de ejercicio, como una de
las causas de patologias tales como la obesidad, problemas cardiovasculares o cancer
(202). Sin embargo, actualmente se ha demostrado la importancia de una buena
sincronizacién del ritmo de actividad/reposo y su asociacién con problemas de salud
(203). Por primera vez, en un subconjunto de nifios con muestras de saliva, descubrimos

que muchos aspectos del ritmo de actividad/reposo también se asociaron de forma
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significativa con marcadores proinflamatorios relacionados con la obesidad, como la
PCR. Es importante destacar que muchas de estas asociaciones se mantuvieron
significativas después de ajustar por posibles factores de confusién como la duracién
del suefio, la actividad media y/o IMC, lo que indica que la robustez de los ritmos de
actividad/reposo puede influir en la inflamacién, independientemente de estos factores
de riesgo tradicionales.

Existen evidencias que sugieren un vinculo entre la obesidad, la interrupcion
circadiana y los marcadores proinflamatorios. Estudios en adolescentes muestran que el
ritmo de actividad/reposo estd mas fragmentado en adolescentes obesos y se
correlaciona con un mayor riesgo metabdlico (204). Ademas otro estudio observo que la
inflamacién cronica de bajo grado a causa del sedentarismo se caracteriza por una
elevacion cuatro veces mayor de los biomarcadores proinflamatorios circulantes (205).
Sin embargo, ningln estudio previo ha examinado tales relaciones en nifios. La escasez
de investigaciones en este campo podria deberse en parte a la naturaleza invasiva y
estresante mediante extracciones de sangre, que los padres y los nifios califican como
"extremadamente angustiante” (87). Como medida alternativa, se han propuesto

métodos no invasivos como los biomarcadores salivales (206).

En adultos, existen un nimero creciente de estudios que relacionan la fuerzay la
regularidad de los ritmos diarios de actividad con resultados referentes a la salud (74,
203). Sin embargo, en la poblacién pediatrica, el estudio de la relacion entre los ritmos
de actividad/reposo y la salud, es un area emergente de investigacion, por lo que pocos
estudios son directamente comparables. Un reciente estudio transversal de Quante et al.
examind cuatro caracteristicas del ritmo de actividad utilizando el método no
paramétrico y descubrio que la amplitud relativa se asociaba negativamente con el IMC
en adolescentes, independientemente de la duracion del suefio y la actividad fisica (77).
En nuestro estudio, también encontramos esta asociacion. Ademas, incluimos el método
paramétrico y no paramétrico para caracterizar la regularidad (estabilidad interdiaria) y
la fragmentacion (variabilidad intradiaria) del ritmo de actividad/reposo, generando asi
un estudio méas completo. También ajustamos por la duracion del suefio y la actividad
fisica media, confirmando asi la independencia de las asociaciones con datos mas

precisos y fiables.
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Nuestros resultados van en la misma direccion que un estudio anterior en
adolescentes que mostrd que la variabilidad intradiaria se asocia positivamente con la
obesidad (29). Hay que tener en que nuestro estudio se representa a una poblacién
pediatrica méas joven (8-12 afos) y no de de adolescentes (11-17.5 afios), como el
anterior. Se ha sugerido que los adolescentes son especialmente susceptibles a la
interrupcion del ritmo actividad/reposo ya que experimentan una serie de cambios
bioldgicos debido al desarrollo de un cronotipo mas nocturno y a los cambios sufridos
en su composicion corporal. Nuestros resultados indican que ya en nifios de una edad
mas temprana se puede presentar un ritmo de actividad debilitado con consecuencias
metabolicas nocivas lo que indica la necesidad de comenzar las intervenciones de salud

y cambio de horarios de actividad a edades mas tempranas.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que investiga la asociacion entre
las caracteristicas del ritmo de actividad y los marcadores inflamatorios en la poblacion
pediatrica. En esta investigacion, encontramos que una amplitud relativa méas baja se
asocio con valores més altos de PCR salival, independientemente de la duracion del
suefio, la actividad fisica diaria y/o el IMC. La PCR circulante es un marcador sensible
de inflamacién sistémica de bajo grado que ha demostrado ser un buen predictor del
desarrollo de diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares en adultos aparentemente
sanos (207, 208). Las concentraciones elevadas de PCR también se han asociado con
elevada adiposidad y una menor aptitud aerdbica en nifios (209). Dado que la PCR
salival ha demostrado tener una correlacién de moderada a fuerte con la PCR plasmaética
como hemos visto en el objetivo 2, se ha sugerido la saliva como un método alternativo
no invasivo para evaluar la inflamacién sistémica subclinica (170). Por lo tanto, aunque
las asociaciones observadas no pueden determinar la causalidad, nuestros resultados
indicaron que un ritmo actividad/reposo debilitado puede contribuir a una inflamacion
de bajo grado en los nifios, lo que podria aumentar el riesgo del sindrome metabdlico en

la edad adulta.

Del mismo modo, encontramos que la IL-8 salival se asocia positivamente con
una caracteristica del ritmo de actividad que marca el centro del suefio y es la hora de
TL5, independientemente de la duracién del suefio, la actividad diaria y el IMC. TL5, se
define como el punto medio del suefio, y se refiere al momento en el que hay menos

actividad (la media de las 5 horas de menos actividad). Como TL5 proporciona una
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indicacion del centro del suefio, este resultado sugiere que un horario de suefio méas
tardio puede elevar las concentraciones de IL-8. Encontramos también una asociacion
entre la IL1B y TL5, por lo que un retraso en la hora de irse a la cama, y por tanto del
centro del suefio, también puede aumentar los valores de IL1B en los nifios. Sin
embargo, esta asociacion se atribuye en gran medida a la pérdida de suefio, ya que se

pierde después de ajustar por la duracion total del suefio.

Tambien descubrimos que MCP-1, una quimiocina que desempefia un papel
fundamental en el desarrollo de la aterosclerosis (210), se asocié negativamente con el
mesor, la regularidad y la fragmentacion de los ritmos de actividad en los nifios, lo que
probablemente estuvo mediado por el grado de actividad fisica diaria. Tal resultado
concuerda con hallazgos previos que muestran que el aumento de la actividad fisica
reduce las concentraciones de MCP-1 en humanos (211). En general, nuestros
resultados revelaron que los diferentes parametros de los ritmos de actividad/reposo se
asociaron con marcadores proinflamatorios especificos en nifios. Estas asociaciones
pueden explicarse completamente tras el ajuste por la duracién del suefio, la actividad
fisica media y el IMC, lo que sefiala una contribucién independiente de las
caracteristicas de los ritmos de actividad/descanso.

Los mecanismos subyacentes de la relacién entre los ritmos de actividad y los
marcadores del IMC/proinflamatorios no se comprenden completamente. Como se
menciond anteriormente, podria ser que los ritmos de actividad/reposo debilitados
conduzcan a un aumento del IMC y de marcadores proinflamatorios. Esta posibilidad
estd respaldada por la literatura que demuestra que la interrupcion circadiana en
animales y en humanos da lugar a una desregulacién del metabolismo energético y
respuestas inflamatorias (93, 94) (212), (213).

En resumen, con esta tesis doctoral demostramos que alteraciones en el ritmo de
actividad/reposo estan asociados con el IMC y los marcadores proinflamatorios en la
poblacion infantil, independientemente de la duracion del suefio y / o actividad media
diaria. Estos resultados sugieren que los ritmos alterados de la actividad reflejan, hasta
cierto punto, la interrupcién circadiana, por lo que pueden usarse como una

caracteristica biologica para la mejora de la funcién circadiana.
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7. Sobre la aplicacion del score circadiano en la deteccion de

enfermedades como la obesidad

Uno de los propositos de la presente tesis doctoral fue utilizar una nueva herramienta
circadiana no invasiva que fuese capaz de detectar la relacion de las alteraciones
circadianas o cronodisrupcian con la obesidad u otras patologias asociadas. Para ello
utilizamos un score circadiano previamente elaborado en nifios en el objetivo 1. Este
score circadiano, tal y como se ha descrito anteriormente, integra datos de temperatura,
actividad, posicion y TAP, analisis de hormonas y consumo de alimentos y tiempo de
suefio. Nuestros resultados muestran que este score es capaz de detectar la relacién entre
la cronodisrupcion y la presencia de obesidad en nifios en edad escolar. Los nifios con
una buena salud circadiana (score circadiano alto) presentan una menor probabilidad de
ser obesos, de tener obesidad abdominal, de desarrollar alteraciones en el suefio que los
nifios con un score circadiano mas bajo. Lo que puede deberse a sus peores horarios que

también son captados por este score circadiano.

En estudios anteriores, las técnicas objetivas para evaluar la salud circadiana
solian ser herramientas como la actimetria (214) y subjetivas como cuestionarios (215).
Nuestro estudio propone este nuevo score circadiano como un instrumento que unifica
todas las técnicas validadas anteriormente en el objetivo 1 en nifios, basadas en los
ritmos de temperatura, actividad, posicion, variable integradora TAP, andlisis de
hormonas en saliva y horarios de comida y suefio para la detecciéon de enfermedades
como obesidad. Estos resultados estan de acuerdo con la literatura previa que muestra la
relacion entre la baja salud circadiana con problemas de salud como obesidad (216) o

alteraciones del suefio (217) en nifios o en adultos (158).

Para atenuar el riesgo de desarrollar obesidad y mejorar la salud en general, se
deberia hacer hincapié en no solo cuidar lo que ingiere el nifio sino cuando lo ingiere,
cuando hace deporte, cuando duerme etc. Este trabajo demuestra la importancia de los
horarios en la poblacién infantil y propone algunas de las bases para seguir
profundizando en el area de la cronobiologia infantil en relacién con la obesidad

infantil.
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En resumen, hemos comprobado que el score circadiano es capaz de detectar
enfermedades tales como la obesidad. Ademas, confirmamos que alteraciones
circadianas se asocian con un mayor grado de obesidad. La alta o baja salud circadiana
presentada por el nifio va a depender de factores como el suefio, horarios de comida y de

actividad fisica, presencia o ausencia de obesidad, entre otros.
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Conclusiones

1. Hemos desarrollado un nuevo score circadiano usando técnicas no invasivas, incluido
la variable integradora TAP, que parece ser fiable para evaluar el sistema circadiano en
nifios en edad escolar bajo condiciones de vida normales. Los nifios tenian una mejor
funcién circadiana que los adultos. Ademas, las nifias parecen tener una funcion mejor

circadiana que los nifios.

2. Confirmamos que los biomarcadores en la saliva muestran cambios relacionados con
el IMC, la ingesta de alimentos y la actividad fisica en nifios. Estos datos indican que el
andlisis de biomarcadores en la saliva puede potencialmente constituir una posible
herramienta Gtil no invasiva y libre de estrés para evaluar el efecto de estos factores en

estudios epidemiologicos en nifios de una manera dependiente del sexo.

3. Evidenciamos la necesaria compresion del cronotipo y su relacion con la
cronodisrupcion y el riesgo metab6lico en nifios de edad escolar. Los nifios evaluados
objetivamente con cronotipo vespertinos presentaron alteraciones del suefio, con un
mayor jet lag social, mayor exposicion a la luz nocturna, mas obesidad, mayor riesgo
metabolico y mejores calificaciones en arte. Para estos nifios vespertinos, es aconsejable
implementar intervenciones para reducir los habitos nocturnos, mejorar el suefio y

disminuir el jet lag social para asi, disminuir el riesgo metabolico.

4. Proporcionamos una vision circadiana y metabdlica de la deletérea asociacion con
una cena tardia en nifios en edad escolar. Segin nuestros resultados, los nifios que
realizaron una cena tardia eran mas obesos, tenian valores mas elevados de
biomarcadores inflamatorios como la PCR e IL6 y presentaban mayores alteraciones

circadianas que los nifios que cenaban temprano.

5. Demostramos que alteraciones en el ritmo de actividad/descanso estan asociadas con
el IMC y los marcadores proinflamatorios en la poblacién infantil, independientemente

de la duracién del suefio y / o la actividad media diaria.

6. Afirmamos que el score circadiano es capaz de detectar enfermedades tales como la
obesidad. La alta o baja salud circadiana en el nifio va a depender de factores como el
suefio, horarios de comida y de actividad fisica, presencia o ausencia de obesidad, entre

otros.
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Conclusion general

Las herramientas circadianas no invasivas son necesarias para la evaluacion de
la salud circadiana en nifios de edad escolar. Una exposicion inadecuada a los
sincronizadores del sistema circadiano conlleva al igual que en el adulto, al desarrollo
de alteraciones metabdlicas y circadianas en la poblacién infantil. Horarios tardios,
cronotipos vespertinos, la corta duracion del suefio, demuestran relacion con la

enfermedad.

La cronobiologia juega un papel importante en el desarrollo de la obesidad
infantil. La evaluacién de la salud circadiana en nifios es una herramienta Gtil prevenir
diversas enfermedades tales como la obesidad. El desarrollo de score circadiano capaz
de detectar la baja salud circadiana ayudara en la prevencion de la obesidad. Para
mejorar la salud circadiana, serd necesario dirigir las recomendaciones hacia un patron
de suefio regular con una duracion del suefio suficiente, estimular una actividad diurna
vigorosa y tener un patron fijo en cuando a los horarios de comidas y actividad fisica.
Estos avances en las herramientas circadianas y en la compresion de aspectos
relacionados con la obesidad infantil, esperamos que pronto puedan ser incluidos en el
diagndstico clinico y en el tratamiento de la enfermedad.
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Chetan Menge, 10 afios, Deonar, India. Fotografiado el 12 de marzo de 2017,
rodeado de su alimentacion habitual. Daily Bread, serie fotografica de Gregg Segal.

Link: https://www.greggsegal.com/P-Projects/Daily-Bread/22/thumbs
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I. ARTICULO 1:

“La salud circadiana es diferente entre nifios y nifias evaluada

por técnicas no invasivas en nifios de edad escolar”.

Barraco GM*, Martinez-Lozano N*, Claudia Vales-Villamarin C, Blaya C, Rios R,
Madrid JM, Fardy P, Garaulet M.

Clinical Nutrition (2019)

(indice de Impacto= 6,402; cuartil: 1°)
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Tesis doctoral Nuria Martinez Lozano

Resumen

Antecedentes y objetivos: la evaluacion de la salud circadiana esta limitada a adultos.
Sin embargo, es necesario comprender el estado circadiano de los nifios en edad escolar
debido a sus implicaciones para la salud. El objetivo fue desarrollar 1) un protocolo para
evaluar la funcion circadiana en nifios en edad escolar mediante la combinacion de las
mejores herramientas no invasivas previamente validadas en adultos; 2) un score para
capturar la funcion circadiana en nifios de edad escolar, incluyendo los horarios de
comida. Este protocolo permitird explorar las diferencias de sexo y comparar la funcién

circadiana de nifios en edad escolar con adultos de la misma area Mediterranea.

Métodos: Se reclutaron nifios sanos (8-12 afios) de 3 escuelas de un area Mediterranea
de Espafa (n = 248; 125 nifios y 123 nifias). Se utilizaron varias técnicas no invasivas:
a) cuestionarios de 7 dias de consumo de alimentos y horarios de comida y suefio, b)
Cuestionario de Munich; c) determinaciones de cortisol y melatonina en saliva; d)
ritmos de 7 dias de temperatura (T), actividad (A), posicion (P) y la variable integradora

TAP e) exposicion a la luz de 7 dias.

Resultados: Hemos construido la primera poblacién de nifios en edad escolar para la
evaluar la funcion circadiana (ONTIME-Jr) y se ha desarrollado un nuevo score
circadiano. Entre las medidas relacionadas con la funcion circadiana, TAP fue la méas
adecuada y fiable para determinar las caracteristicas del sistema circadiano. La funcion
circadiana fue mejor en nifias que en nifios [score circadiano (AU) Media + SD (nifas,
1216 + 153 vs. 1159 + 173 nifios, P=0.012)], y también en nifios en edad escolar que en
adultos de la misma area mediterranea (indice de funcion circadiana: nifios 0.47 £ 0.06
frente a adultos 0.45 + 0.06, P=0.001).

Conclusiones: Un nuevo protocolo, que incluye TAP y horarios de comida, demostrd
ser fiable para evaluar la funcion circadiana en nifios. Estas técnicas no invasivas
proporcionan medios para que pediatras evalten la funcion circadiana en la practica

clinica.
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Produccion cientifica

Il. ARTICULO 2:

“La saliva como herramienta no invasiva para la evaluacion

de biomarcadores metabolicos e inflamatorios en ninos”.

Tvarijonaviciute A*, Martinez-Lozano N*, Rios R, Marcilla de Teruel C,
Garaulet M*, Ceron JJ*.
Clinical Nutrition (2019)
(indice de Impacto= 6,402; cuartil: 1°)

https://www.journals.elsevier.com/clinical-nutrition
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Tesis doctoral Nuria Martinez Lozano

Resumen

Antecedentes y objetivos: Los estudios epidemiol6gicos en nifios en edad escolar son
desafiantes, particularmente aquellos que apuntan a analizar marcadores metabolicos en
muestras de sangre obtenidas mediante procedimientos invasivos y estresantes. El
objetivo de este trabajo es evaluar el uso de saliva, como herramienta no invasiva en
estudios epidemioldgicos realizados en nifios de edad escolar, para capturar los cambios
metabolicos asociados con el indice de masa corporal (IMC), las caracteristicas
dietéticas (ingesta y composicién) y actividad fisica en nifios y nifias.

Métodos: Este es un estudio observacional en el que se incluyen nifios sanos de edades
comprendidas entre 8 y 12 afios (n = 129, 60 nifias y 69 nifios) de tres escuelas en un
area mediterranea de Espafia. Se midio una serie de biomarcadores en suero y saliva y
se correlaciond con el IMC, las caracteristicas dietéticas (ingesta y composicion) y la
actividad fisica.

Resultados: Se detect6 una correlacion positiva significativa entre los niveles séricos y
salivales para la PCR (r = 0.770) en todos incluyeron nifios, y nifios (r = 0.805) y nifias
(r = 0.775) por separado (P<0.001, en todos los casos) y para insulina en nifias (r =
0.442; P<0.05). Entre todos los biomarcadores salivales estudiados, la insulina se
correlacion6 significativamente con los tres factores estudiados: positivamente con IMC
y negativamente con caracteristicas dietéticas (ingesta y composicion) y actividad fisica
(P<0.05). La obesidad y algunos componentes de la dieta se asociaron positivamente a
biomarcadores proinflamatorios, PCR e IL1B; mientras que la composicion de la dieta
compartié con los niveles de actividad fisica la correlacion con IL6 (positivamente con
la ingesta de energia, grasas, carbohidratos y acidos grasos saturados, y negativamente
con ingesta de colesterol y actividad fisica media en nifios), NGF y glucosa (en ambos
casos las correlaciones fueron negativas con composicion de la dieta y variables de
actividad fisica) (P<0.05, en todos los casos). Se detectaron diferencias de sexo en suero
de glucosa y TNFa.

Conclusiones: Los biomarcadores en la saliva pueden capturar diferencias en el IMC,
las caracteristicas dietéeticas y la actividad fisica en nifios en edad escolar. La saliva
puede constituir una herramienta 0til, no invasiva y libre de estrés para evaluar
marcadores metabdlicos de inflamacion y / o relacionados con el metabolismo con el

IMC y el estilo de vida en la conducta dependiente del sexo.
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Cuestionarios

Kawakanih Yawalapiti, 9 afios, regién del Alto Xingu de Mato Grosso, Brasil,
fotografiada el 19 de agosto de 2018 en Brasil, rodeada de su alimentacion habitual.
Daily Bread, serie fotografica de Gregg Segal. Link: https://www.greggsegal.com/P-

Projects/Daily-Bread/22/thumbs

CUESTIONARIOS
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Tesis doctoral Nuria Martinez Lozano

Cuestionario de Munich

BOmMBIre: . oo e e e —— i W 2 |- T —

CLUESTIONARID CROMOTIPO MUMNICH

DiAS LABDRABLES

1. Mle acweito a las ... oras

2. |Tenga en cuenta qué algunas personas PEFManGcen
M daspiertas algln tiempa cuando edtan en la camal
Ll

3. En realidad estoy listofa para dormirms a las ...5... haFas

4. Necesito .. minutos para conclliar el suefio

5. Me desplertp a las ... horas
a. Con despertador

1% b, Sin despertador

6. Me bevanbo después de ... minutos
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5

Cuestionarios

DIAS NO LABORADLES

1. Me acuesto a las ... horas.

2. [Tenga en cuenta que algunas personas permanecen
despiertas algin tlempo cuando estin en |a camal

3. Enmlldademvlktopmémlm\eam_:_hom

4. Necesito . minutos para conciliar el suefio

5. Me desplerto a las ... horas:
a. Con despertador
b. $in despertador

6. Me levanto despuds de ... minutos
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Tesis doctoral Nuria Martinez Lozano

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA ANIMAL.
FACULTAD DE BIOLOGIA. ESPINARDO

UNIVERSIDAD DE @i/
MURCIA \,

2 CODIGO:
NOM B IRE ...ttt e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e ee e reeaeens
DIreCCION .o T e

ENCUESTA DE NUTRICION

(Seguimiento de siete dias)

Esta encuesta estd concebida para poder informarte de las
DESCOMPENSACIONES  MARCADAS de principios inmediatos

(proteinas, lipidos, ...) que puedas presentar en tu alimentacion.

Por ello, elige una semana normal de tu vida en la cual no hayan
existido excesos no habituales de tus comidas.

Debes indicar todos los alimentos ingeridos, desde que te levantes
hasta que te acuestes. No olvidar los aperitivos y tomas entre comidas,
inclusive un caramelo.

Si la comida te la preparase algun familiar, le puedes preguntar sobre
los ingredientes y cantidad aproximada de cada uno de ellos que
compongan dicho plato. Por ejemplo en Arroz y conejo: 80 gr se arroz, 150
gr de conejo, 1 cucharada de aceite, 25 gr de pimiento,...

RECUERDA que de la exactitud de los datos de tu encuesta
dependera la fiabilidad de los resultados que obtengamos. Por lo tanto, te

rogamos la méxima cooperacion.

NO OLVIDES QUE: ‘“Los defectos nutricionales, crean

importantes repercusiones a largo plazo sobre tu salud”.
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Cuestionarios

Dia 1:

Alimentos

Cantidad (g)

Desayuno

Hora inicio

Hora final

Numero Comensales

Lugar

Almuerzo

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar

Comida

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar

Merienda

Hora inicio
Hora final
Numero Comensales

Lugar

Cena

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar
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Tesis doctoral

Nuria Martinez Lozano

Dia 2:

Alimentos

Cantidad (g)

Desayuno

Hora inicio

Hora final

Numero Comensales

Lugar

Almuerzo

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar

Comida

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar

Merienda

Hora inicio
Hora final
Numero Comensales

Lugar

Cena

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar
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Cuestionarios

Dia 3:

Alimentos

Cantidad (g)

Desayuno

Hora inicio

Hora final

Numero Comensales

Lugar

Almuerzo

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar

Comida

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar

Merienda

Hora inicio
Hora final
Numero Comensales

Lugar

Cena

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar
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Tesis doctoral

Nuria Martinez Lozano

Dia 4:

Alimentos

Cantidad (g)

Desayuno

Hora inicio

Hora final

Numero Comensales

Lugar

Almuerzo

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar

Comida

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar

Merienda

Hora inicio
Hora final
Numero Comensales

Lugar

Cena

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar
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Cuestionarios

Dia 5:

Alimentos

Cantidad (g)

Desayuno

Hora inicio

Hora final

Numero Comensales

Lugar

Almuerzo

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar

Comida

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar

Merienda

Hora inicio
Hora final
Numero Comensales

Lugar

Cena

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar
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Tesis doctoral

Nuria Martinez Lozano

Dia 6:

Alimentos

Cantidad (g)

Desayuno

Hora inicio

Hora final

Numero Comensales

Lugar

Almuerzo

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar

Comida

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar

Merienda

Hora inicio
Hora final
Numero Comensales

Lugar

Cena

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar
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Cuestionarios

Dia 7:

Alimentos

Cantidad (g)

Desayuno

Hora inicio

Hora final

Numero Comensales

Lugar

Almuerzo

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar

Comida

Hora inicio
Hora final
NUmero Comensales

Lugar

Merienda

Hora inicio
Hora final
Numero Comensales

Lugar

Cena

Hora inicio
Hora final
Ndmero Comensales

Lugar
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