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“El tiempo entra por los ojos,
eso lo sabe cualquiera”.

J.Cortazar.
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Introducciéon

L.-INTRODUCCION.

1.-OBESIDAD.

Los avances tecnologicos y el desarrollo socioeconémico producido desde

comienzos del siglo XX han dado lugar a importantes cambios en la sociedad.

Ciertos aspectos de esta evoluciéon han sido realmente positivos, sin embargo
otros muchos relacionados no s6lo con nuestro modelo dietético, sino con nuestro
estilo de vida, han propiciado cambios en las pautas alimentarias de la poblacién con

una gran repercusion en el estado nutricional de la misma (1).

En este contexto, la obesidad ha aumentado considerablemente en todo el
mundo. La Organizacion Mundial de la Salud cifr6 en 2008, que el 35% de las personas

adultas de mas de 20 afios tenian sobrepeso y el 11% eran obesas.

Paralelamente a este incremento, ha habido un aumento de las enfermedades
metabolicas asociadas con la obesidad abdominal, tales como diabetes tipo 2,
dislipemias e hipertension arterial, todo ello con importantes consecuencias sanitarias,
sociales y econdmicas. Por tanto, estin mas que justificados los esfuerzos de la
comunidad cientifica por conocer las causas y establecer estrategias para la prevencion

y tratamiento de la obesidad.

Las corrientes epidemiologicas actuales sobre la evolucion de las tasas de
obesidad, indican que una causa importante del problema subyace en modelos
dietéticos y de actividad fisica inadecuados, en este sentido se han incorporado a los
tratamientos de pérdida de peso nuevas estrategias para aumentar el éxito

de los mismos. Asi, la incorporacion de técnicas conductuales asociadas a la promocion
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de hébitos alimenticios, consistentes en patrones de dieta mediterranea parecen ser
una herramienta util para dicho proposito. Sin embargo, la puesta en practica de estos
nuevos enfoques, a veces es insuficiente, ya que existe una gran variabilidad
interindividual en la respuesta a dichas intervenciones, ademas debemos tener en
cuenta que un aspecto a considerar en el éxito de estos tratamientos es la genética de

cada individuo (2).

Por tanto, el principal reto en el tratamiento dietético, es detectar aquellos
factores asociados con el éxito de la pérdida de peso e identificar a los individuos
que son resistentes a dichos tratamientos, a fin de proporcionarles las estrategias o

alternativas mas apropiadas.

Actualmente, con el descubrimiento del genoma humano en 2001 y el
desarrollo de nuevas técnicas en biologia molecular, ha surgido una nueva area de
interés cientifico, la nutrigenética. El objetivo de esta nueva ciencia es describir
la modulacion del efecto de la dieta sobre un fenotipo especifico, producido por un
polimorfismo o variante genética (3), de esta forma surge un nuevo concepto la
“interaccion gen-dieta”. Hoy en dia, el estudio de la interacciéon entre factores
endogenos como la genética y exdgenos como la dieta, la actividad fisica y el estilo

de vida, presenta un papel importante en el desarrollo y el tratamiento de la

obesidad (4).

Recientes estudios sobre polimorfismos en determinados genes, evidencian
esta interaccion y su relacion con la obesidad. Mientras que los genes APOA2 y
APOAj5 se asocian con obesidad debido a interacciones dietéticas, especialmente
con la ingesta de grasa, el gen FTO parece relacionarse con la obesidad por una

asociacion con el gasto energético debido a una baja tasa de actividad fisica (5, 6).
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Recientemente en el campo de la nutrigenética, se ha introducido un nuevo
término que es el de la cronobiologia. Los estudios sobre polimorfismos en los genes
reloj y las perturbaciones circadianas asociadas, han permitido a los cientificos
encontrar un nexo de union entre la nutrigenética, la cronobiologia y la

obesidad(7).

Asi, por ejemplo, se ha demostrado que aquellos individuos que se caracterizan
por presentar un cronotipo vespertino (mas activos por la tarde que por la manana)
tienden a tener un mayor grado de obesidad y un mayor indice de cintura-cadera

(indice de riesgo cardiovascular)(8).

Ademas, en un reciente estudio publicado en 2011, se muestra como aquellos
individuos portadores de un polimorfismo en el gen CLOCK 3111 T/C, presentan una
reduccion en las horas de suefio, cambios en los valores plasméticos de ghrelina,
alteraciones en el comportamiento alimentario y una preferencia vespertina, que

pueden estar afectando a su pérdida de peso(9).

Por tanto, en el nuevo abordaje de la obesidad creemos que la caracterizacion
cronobiolégica del individuo, nos proporcionaria una herramienta muy valiosa en
el diagnostico de la obesidad y lo que es mas importante, en su tratamiento. Sin
embargo, hasta ahora no hay estudios en relacion a la cronobiologia y el

tratamiento de la obesidad.

2.-OBESIDAD Y CRONODISRUPCION.

La obesidad se puede entender como un trastorno resultante de una

desproporcion entre la ingesta calorica y el requerimiento energético. En este sentido,
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resulta interesante destacar que los principales componentes de la homeostasis
energética, incluyendo el ciclo de sueno-vigilia, la termogénesis, la alimentacion y el
metabolismo de glucosa y de lipidos, son sometidos a regulaciéon circadiana, y

sincronizados con los cambios en el ambiente externo que impone la salida y la puesta

del sol (10).

Una de las caracteristicas mas evidentes de los seres vivos es la existencia de
cambios ritmicos. En general, los organismos vivos presentan un gran ndmero de
procesos que se producen de una manera perioddica y previsible y que se denominan
“ritmos bioldgicos”. Aquellos ritmos cuyo periodo o duraciéon completa de un ciclo, se

encuentra entre 20 y 28 h se denominan circadianos.

Los ritmos circadianos (del latin circa diem, alrededor de un dia) son una parte
tan innata de nuestras vidas que raramente les prestamos atencion (11). El
funcionamiento correcto de estos ritmos circadianos endogenos permite a los
organismos predecir y anticiparse a los cambios medioambientales, asi como adaptar

temporalmente sus funciones conductuales y fisioldgicas a estos cambios.

Estos ritmos, ademéas de ser propios de cada individuo, estan modulados por
factores genéticos, tal como se ha demostrado en un estudio reciente realizado por
nuestro grupo en gemelas y mellizas, que muestra que algunas caracteristicas del ritmo
circadiano de la temperatura corporal presentan un componente eminentemente
genético (aproximadamente un 70% de las diferencias entre hermanas se pueden

explicar por factores genéticos) (12).

La alteracion de estos ritmos circadianos se conoce actualmente como

cronodisrupcion (CD). Los habitos sociales actuales, tales como la reduccion del
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tiempo de sueno y el incremento de irregularidad interdiaria del sueiio-
vigilia (jet-lag, trabajo por turnos y un aumento de la exposicion a la luz
brillante durante la noche) o el elevado consumo de «snacks», actiian sobre
el cerebro induciendo una pérdida de la «percepcion» de los ritmos internos y externos
(13). La evidencia actual sugiere que la CD esta estrechamente asociada con un
aumento del riesgo de desarrollar ciertas enfermedades o con el empeoramiento de
patologias preexistentes como el envejecimiento prematuro, el cancer, enfermedades

cardiovasculares, obesidad y sindrome metabélico (14, 15).

Cronodisrrupcion

CAUSAS CONSECUENCIAS

Entradas
-Sincronizadores débiles [:> /
~(luz continua, picoteo) ‘ lbesidad .
>

-Sincro en confiicto (ingesta nocturna)

-Sincro cambiantes (Trabajos a turnos) \ AR, mndrome Metaboln!

i .
Reloj
Encer .
hfermedad
ardiovascular

desacoplados del NSQ
Embios de Hum'
Salidas E E>

-Alteracion Genes Reloj

(Clock, obesidad; Bmal1, envejecimiento, Per2,
-Osciladores periféricos

- Melatonina
- Cortisol

Garaulet M and Madrid JA. International Journal of Obesity, 2009

Figura 1. Cronodisrupcion. Se ha observado que la interrupcién de estos ritmos bioldgicos,
lo que se conoce como cronodisrupcion, se estd asociando cada vez mas a enfermedades de

relevancia actual como la obesidad y el sindrome metabdlico.

2, 1-Fisiologia del sistema circadiano.

El sistema circadiano se define como el sistema responsable de la generacion y

mantenimiento de los ritmos circadianos del organismo y de su sincronizacion con el
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medio ambiente. Pero los ritmos de los organismos vivos, no son consecuencia pasiva

de las condiciones ambientales, sino que su origen es enddgeno.

Este sistema esta compuesto por un reloj biolégico interno como pieza principal,
que tiene capacidad intrinseca de oscilar funcionando como un marcapasos y presenta
unas vias de entrada de informacion desde los receptores que captan las senales del
medio ambiente y unas vias de salida dirigidas a los sistemas fisiolo6gicos responsables

de manifestar los ritmos biolégicos de un individuo.

Marcapasos central

El principal reloj biol6gico interno o marcapasos en los mamiferos reside en el

nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo.

Consiste en un circuito de retroalimentacién autorregulado de transcripciéon-
transduccién que genera, en ausencia de estimulos ambientales, ciclos ligeramente
superiores a 24 horas, sin embargo, bajo condiciones ambientales naturales, el NSQ se
«reajusta» cada dia mediante una sefal periédica de luz/oscuridad gracias a la
existencia de una ruta no visual basada en las células ganglionares provistas del

pigmento melanopsina.

Las sefiales ambientales o estimulos externos ritmicos capaces de modificar la
duracion del ciclo o periodo al que oscila el reloj endogeno, dirigiéndolo o

encarrilandolo, se denominan zeitgebers.

Y aunque la entrada luminosa (cambios luz/oscuridad) sea el principal zeitgeber

o agente sincronizador, existen otras entradas periodicas, como el horario de las
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comidas (ingesta/ayuno) y el ejercicio programado (actividad/reposo), capaces de
poner en hora el sistema circadiano de los mamiferos, en particular a los relojes
periféricos. Consecuencia de este reajuste los ritmos biolégicos se mantienen en un

orden temporal concreto.

El control de la expresion de los ritmos circadianos se realiza a través de los
denominados “genes reloj”. En sintesis, estos genes codifican una serie de proteinas
que generan mecanismos de autorregulacion mediante bucles de retroalimentacion

transcripcionales positivos y negativos (16).

El principal activador transcripcional es un dimero entre las proteinas CLOCK
(circadian locomotor output cycles kaput) y BMAL1 (brain and muscle ARNT-like
proteini) que estimula la transcripcion de los genes PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2,
REVERBa, RORa y otros genes controlados por el reloj (CCGs: Clock Controlled
Genes), controlando su expresion. El heterodimero CLOCK/BMAL1 ademas estimula la

expresion de BMAL1, formando un bucle de retroalimentacién positivo.

Por otro lado, el bucle de retroalimentacion negativo estad regulado
principalmente por PER y CRY, que inhibe la transcripcion de CLOCK/BMAL1. La
expresion de BMAL1 también estd controlada por REVERBa (la inhibe) y RORa (la
estimula). La regulaciéon de la expresion de los CCGs por el reloj circadiano confiere

ritmicidad a los procesos moleculares y fisiologicos.



Introducciéon

/ Clioplasma

Figura 2. Maquinaria molecular del reloj circadiano. Los elementos positivos CLOCK y BMAL1 heteromerizan en
el citoplasma, formando un complejo proteico. El heterodimero setransloca al nticleo y se une sobre el promotor
de determinados genes (Per1, Per2, Per3, Cry1,Cry2, Reverba, Rora y muchos genes controlados por el reloj
(CCGs: Clock Controlled Genes), controlando su expresién. El bucle de retroalimentaciéon negativo esta regulado
principalmente por PER y CRY, que heteromerizan en el citoplasma, translocandose al nucleo e inhibiendo la

transcripcion de CLOCK/BMALL1. Lineas sdlidas: estimulacion. Lineas punteadas: inhibicion.

Relojes periféricos

Estudios recientes muestran que la regulacién del sistema circadiano
intracelular no sélo reside en el cerebro, sino que determinados tejidos periféricos
como corazon, higado y pancreas, entre otros, presentan sus propios relojes,
capaces de funcionar de forma autébnoma mediante la expresion circadiana de sus

«genes reloj», aunque modulados y sincronizados por el reloj central (17, 18).
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El tejido adiposo (TA) como tejido periférico, posee genes reloj que juegan un
papel fundamental en la fisiologia del propio tejido, regulando la expresion ritmica de
sustancias bioactivas secretadas como son las adipoquinas (adiponectina, leptina y
resistina, entre otras) y que por lo tanto afectan el metabolismo sistémico.
Investigaciones recientes muestran la importancia que tiene el funcionamiento correcto
de los genes reloj del TA y el efecto de su desincronizacion en el desarrollo de ciertas

enfermedades como la obesidad.

Sistema nervioso Vegetativo

!

Tejidos Periféricos

Tejide vascular Rificnes

Figura 3. Organizacion del sistema circadiano. El reloj molecular del ntcleo
supraquiasmatico (NSQ) del hipotdlamo se reajusta cada dia mediante sefales de
luz/oscuridad que llegan a través del tracto retinohipotalamico (TRH). A su vez, este reloj
central pone “en hora” a numerosos tejidos periféricos como por ejemplo el corazoén, tejido
vascular y rifiones, entre otros, mediante el sistema nervioso vegetativo y sehales

hormonales.
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2.2-Evidencias genéticas de la relacion entre la obesidad y alteraciones de

los ritmos circadianos.

Expresion de genes reloj en TA

La primera prueba directa de que el adipocito poseia la maquinaria molecular
de un reloj biologico, se obtuvo en andlisis realizados en animales de experimentacion,
fue en 2005 cuando Ando y col. demostraron en un estudio en ratones obesos que el
sistema de genes reloj intracelular actuaba en el TA visceral y que podia estar

influenciado por enfermedades como la obesidad y la diabetes tipo 2 (19).

Esta idea fue reforzada con el estudio de Turek y col. (20), en el que ratones
mutantes “knock-out” homocigoéticos para CLOCK presentaban alterados los ritmos de
ingesta, siendo hiperfagicos y obesos, y ademas desarrollaban sindrome metabdlico
(SM) caracterizado por hiperleptinemia, hiperlipidemia, esteatosis hepatica,
hiperglucemia e hipoinsulinemia. Este estudio fue crucial para el conocimiento de la
relacion entre obesidad y cronodisrupciéon, y ha constituido la base de estudios
posteriores tanto fisiol6gicos como clinicos y epidemiologicos sobre obesidad, sindrome

metabdlico y cronobiologia.

En 2008, nuestro grupo de investigacion llevo a cabo un estudio en humanos
(obesos morbidos), donde qued6 demostrado por primera vez que los genes reloj se
expresan en el TA visceral y subcutaneo, los resultados de este trabajo, mostraron que
la expresion de estos genes esta asociada al contenido de grasa abdominal y factores de
riesgo cardiovascular del individuo (10), es por ello, que estos genes reloj se proponen

como indicadores potenciales en las perturbaciones del SM.
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Ademas la presencia en el individuo de variantes genotipicas (polimorfismos) de
los genes del reloj se relacionan con un aumento de la incidencia de obesidad y SM (21,

22).

Polimorfismos de los genes reloj

A partir de estudios de nuestro propio grupo y otros, podemos deducir que la
presencia de algunos polimorfismos del gen CLOCK (rs3749474, rs4580704 y
rs1801260 (3111T/C)), tiene un especial interés por asociarse con el indice de masa
corporal (IMC), con la ingesta energética y con diferentes variables relacionadas con la

obesidad (23-26).

De hecho, los individuos portadores de las variantes génicas o polimorfismos del
CLOCK, comian mas, dormian menos, ingerian mas grasa, y en definitiva estaban méas
obesos, presentando en particular una mayor obesidad abdominal, caracterizada por
ser la de mayor riesgo metabolico y una mayor dificultad para perder peso a lo largo de

28 semanas de tratamiento(27).

Pero quizas de los resultados obtenidos, uno de los mas interesantes fue que
estas asociaciones entre el polimorfismo genético y obesidad abdominal o alteraciones
del metabolismo de la glucosa sb6lo se demostraban en individuos practicando una
alimentacion desequilibrada, asociada con un consumo alto de grasas saturadas
(bolleria industrial, embutidos, etc.) y baja proporcion de grasas monoinsaturadas
(aceite de oliva). Sin embargo, el polimorfismo carecia de efecto en aquellos sujetos con

un consumo en aceite de oliva (acido oleico) superior a la media.
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En esta linea, también se han realizado estudios con otros genes reloj. Diversos
trabajos han mostrado que la presencia de ciertos polimorfismos de gen PER2 se asocia
con alteraciones psicologicas entre las que destacan: la depresién estacional y el
trastorno bipolar (28). Ademas, nuestro grupo ha demostrado previamente, que ciertos
polimorfismos en PER2 se asocian también con la obesidad y en especial con la

distribucion de grasa abdominal (23).

2.3-Evidencias ambientales de la relaciéon entre la obesidad y alteraciones

de los ritmos circadianos.

El reloj biologico de los humanos, puede entrar en conflicto con la vida
moderna. Como hemos comentado anteriormente, el aumento de la exposicién a la luz
brillante entre otros factores, acarrea importantes cambios en el estilo de vida de las
personas, asi encontramos que se ha prolongado la jornada de actividad de trabajo o
esparcimiento en perjuicio de las horas de suefio, esto provoca una desregularizacion
interna de los relojes respecto a las condiciones ambientales externas, lo que genera

desordenes en el sueno, insomnio, depresiones estacionales, obesidad, diabetes, etc.

(29, 30).

Estudios epidemioldgicos muestran que el trabajo por turnos esti asociado
con la obesidad, hipertrigliceridemia, bajos valores de HDL, obesidad abdominal,
diabetes y enfermedad cardiovascular (31). Ademas, se observa que los trabajadores
por turnos presentan un aumento de glucosa, insulina y triglicéridos como respuesta
metabdlica postprandial que deriva en una disrupcion de la ritmicidad circadiana de los

perfiles de melatonina (32).
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Se han encontrado también, resultados interesantes relacionando la duracién
del suefio y el riesgo metabolico. Estudios clinicos muestran que sujetos saludables
que restringen a 4 horas la duracién del suefio durante 6 noches consecutivas,
muestran una alteracion en la tolerancia a la glucosa y una disminucién de la respuesta
de la insulina, que tiene como consecuencia un aumento de las concentraciones de

glucosa en sangre (33).

Ademas, las personas que duermen poco, muestran reducidos
significativamente los valores circulantes de la hormona anorexigénica leptina y
elevados los valores de la hormona orexigénica ghrelina (34). Esta situacion, es
bastante importante en ninos que tienen una duracion del suefio corta, afectada por el
dia laboral, la estacion del ano y el ser poseedores de hermanos més jovenes, todo ello,

se ha descrito como un factor de riesgo independiente para la obesidad (33).

Por otro lado, estudios en animales de experimentacién, muestran que los ciclos
de reposo/actividad y de ayuno/ingesta son dos importantes sincronizadores externos

del los relojes periféricos.

En este sentido los horarios de actividad fisica y de alimentacion pueden

jugar un papel relevante en el sistema circadiano, y en su relaciéon con la obesidad.

Recientemente, se ha demostrado que el mismo ejercicio realizado en diferentes
momentos del dia puede tener distinto efecto sobre nuestro sistema circadiano (35).Asi,
en una muestra realizada en mujeres deportistas jugadoras de rugby, se demostr6 que
cuando se realizaba actividad fisica matutina, como ir a correr a las 9 AM, la
temperatura corporal periférica presentaba un ritmo diario mejorado respecto a la

semana control. Sin embargo cuando estas jugadoras realizaban el mismo ejercicio,
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correr durante 60 minutos, por la noche a las 9 PM, el ritmo de temperatura
presentaba alteraciones tales como una menor amplitud, retraso de acrofase, una

mayor variabilidad intradiaria, etc. (35).

La dieta es otro de los factores sincronizadores de relojes periféricos, la
alimentacion presenta una distribucién circadiana bi o trimodal con 2 o 3 comidas
diarias, en donde los intervalos le deben permitir al organismo hacer la digestién para
aprovechar al maximo los nutrientes de los alimentos y distribuirlos en los depositos

del cuerpo.

En relacion a esto, el apetito y la seleccion de alimentos cambian a lo largo del
dia y las estaciones del ano, lo que sugiere necesidades diferenciales del cuerpo en
distintos horarios o épocas. Parece ser que la tolerancia a los lipidos es méas favorable
en las primeras horas del dia y més baja de noche (36). La hormona insulina aumenta
de mafana para propiciar el uso de glicidos mientras que las enzimas gastricas
aumentan su actividad al anochecer para favorecer la digestion. Para el diagnostico de
la diabetes, la tolerancia a la glucosa cambia a lo largo del dia, y es menor de tarde (de

14 a 18 horas) (36).

Un reciente estudio corrobora estos resultados, ya que tras realizar un test de
tolerancia de glucosa después de administrar 75 g de glucosa, en las mismas mujeres,
por la mafiana y por la noche, la tolerancia a la glucosa resulté ser menor por la noche,

presentandose a su vez una mayor resistencia a la accién de la insulina (37).

En los ultimos anos la proporcion de adultos que se saltan el desayuno ha
aumentado de un 14 % a un 25 % (38), lo cual plantea la cuestion de si podria haber

una relacién causal del horario de la comida en la obesidad. Asi, durante anos se ha
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hipotetizado que saltarse el desayuno y trasladar la ingesta energética hacia la tarde-
noche, supone un aumento del riesgo de obesidad y de diabetes tipo 2. Sin embargo, no
ha sido hasta estos ultimos afios, cuando se ha empezado a demostrar que el momento
de la ingesta, es un factor clave en la obesidad y que puede ser independiente de la

ingesta calorica diaria.

Asi, en el afio 2009, los datos experimentales en animales mostraron que la
inversion del ciclo de alimentacién/ayuno, sin cambios en la ingesta calorica total,
provocaba un aumento draméatico de la ganancia de peso con una dieta de alto
contenido graso (39), resultados que fueron confirmados con estudios posteriores

usando diferentes modelos animales y diferentes disefios de estudio.

También en el afio 2009, datos experimentales en humanos en condiciones
controladas de laboratorio (incluyendo una dieta isocaldrica) mostraron que una
inversion de 12-horas del ciclo ayuno/ingesta y el suefio/ vigilia (comer durante la
noche y ayunar durante el dia) se acompanaba de una alteracién de la tolerancia a la
glucosa y una disminuciéon de las concentraciones plasmaticas de la hormona de la

saciedad, leptina (40).

3.-CARACTERIZACION CRONOBIOLOGICA EN LA PRACTICA CLINICA.

Una de las principales dificultades que nos encontramos a la hora de estudiar o
diagnosticar la salud del sistema circadiano en la practica clinica, es que debemos
realizar multiples medidas a lo largo de las 24h del dia en los individuos. Ademas, es
necesario en la medida de lo posible, poder determinar estos ritmos sin el uso de

técnicas invasivas.
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Los estudios de laboratorio, presentan capacidad de realizar miultiples
determinaciones, en sangre, saliva, electrocardiogramas, polisomnografias, etc. Pero
muchas veces estos estudios no captan la realidad del individuo en su vida diaria. Por
€so0, son necesarias técnicas no invasivas que permitan el estudio del sistema

circadiano en la vida diaria del individuo.

Los relojes bioldgicos son poco o nada accesibles, por ello, en muchos
casos debemos recurrir a una medida indirecta de su funcionamiento. Los ritmos
comportamentales (serian como las manecillas del reloj) nos indican como funciona su
magquinaria, entre ellos se incluye: la actividad motora, ritmos de alimentacion,
temperatura corporal (ya sea central o periférica), frecuencia cardiaca, presion arterial,
fuerza muscular y la secrecion de la mayoria de las hormonas, especialmente
melatonina y cortisol, todos ellos presentan ritmos robustos y constituyen buenos

indicadores del funcionamiento del sistema circadiano.

Lo ideal, si es técnicamente posible, es que se registren simultdneamente dos o

mas ritmos marcadores de un mismo organismo.

3.1.-Representacion grafica y analisis de los ritmos circadianos.

En cronobiologia, a diferencia de otras ciencias el tiempo es importante, por
tanto es necesario determinar las variables fisiologicas clasicas desde una nueva
perspectiva. En este sentido, no es suficiente con la determinacion basal en ayunas,
sino que se hace necesario realizar distintas determinaciones a lo largo de las 24h y por
ello cuando nos encontramos ante una variable ritmica, la influencia de los intervalos

de muestreo es crucial.
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Entre los parametros que caracterizan los ritmos circadianos, el periodo o
tiempo que tarda en repetirse una oscilacion completa y su inversa, la frecuencia o
numeros de ciclos por unidad de tiempo, son los que se han utilizado tradicionalmente
para caracterizar los diferentes ritmos biolégicos (41). A medida que vamos
aumentando la frecuencia de muestreo, nos vamos aproximando mas a la situaci6on

real.

El concepto de ritmo u oscilacion esta claramente definido en matematicas o en
la fisica, y denomina la repeticion del valor de un parametro cada cierto intervalo de
tiempo. El modelo matematico mas sencillo capaz de explicar y que menos prejuzga la

naturaleza del ritmo es el correspondiente a la funcién sinusoidal (método del cosinor).
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Figura 4. Parametros que caracterizan los ritmos bioldgicos ajustados a una sinusoidal: mesor,

acrofase, amplitud y periodo.
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Los parametros que definen un ritmo son:

«Periodo, es el intervalo de tiempo entre dos puntos iguales de ritmo.

«Valor medio o mesor, es la media aritmética de todos los valores obtenidos dentro
de un ciclo.

«Amplitud, es la diferencia entre el valor maximo y el valor medio de una oscilacion.

«Acrofase, es el momento en el que la variable alcanza el valor maximo del ritmo.

3.2.-Técnicas cronobiolégicas en la practica clinica.

3.2.1.- Temperatura corporal

La medicién de la temperatura puede ser de gran utilidad en la practica clinica

para determinar ritmicidad.

La temperatura central, ha demostrado ser un marcador adecuado de los ritmos
circadianos del individuo, sin embargo su medicién no siempre es posible en la practica
diaria. Una aproximacién podria ser la medicion de la temperatura periférica. Hemos de
tener en cuenta que el ritmo circadiano de temperatura corporal central y periférica son
inversos, de tal forma que un ritmo de temperatura central coincide aproximadamente

con un minimo en la periférica y viceversa.

Basicamente, la vasodilatacion periférica ayuda a disipar el calor corporal
disminuyendo la temperatura central, (por eso el ritmo de temperatura periférica
muestra una oposicion de fase con respecto al de temperatura central), mientras que

una vasoconstriccion periférica ayuda a la elevacion de la temperatura central (42).
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La representacion grafica del patron circadiano de temperatura periférica
medida en la muneca, se caracteriza por presentar una elevacion de dichos valores
previo a la hora de apagar la luces (acostarse), un estado estable en forma de meseta
durante la noche con altas temperaturas y un descenso pronunciado de la misma al
despertar y después de levantarse por la manana, en las horas asociadas a la siesta
presenta un segundo pico, coincidente con el periodo postprandial y por ultimo una

zona de mantenimiento del despertar con valores bajos de temperatura.
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Figura 5. Ritmo circadiano de temperatura periférica. Datos tomados del Departamento de
Fisiologia de la Universidad de Murcia. Grupo de Nutricion.

En 2011, Garaulet y col mostraron las diferencias en los patrones de
temperatura periférica en mujeres obesas y normo peso, demostrando la existencia de

una fuerte asociacion entre la obesidad y perturbaciones de éstos ritmos (27).
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Figura 6. Onda media de temperatura periférica medida durante 3 dias consecutivos en
mujeres obesas y normo peso. Corbalan-Tutau y col. Chronobiol Int. 2011.

Cabe destacar que durante el dia el aumento de la temperatura periférica
coincide con la hora de la digestion de los alimentos (periodo postprandial). En este
sentido, las diferencias en la ingesta (que podria ser mayor en la poblacion obesa) y las
diferencias en la accién dinamica especifica de los alimentos, podrian ser en parte los
responsables de este aumento diferencial en la producciéon de calor postprandial entre
mujeres obesas y normo peso (27, 43). A su vez, la ausencia de este pico postprandial
ha sido considerada en estudios previos como un marcador de CD y se ha relacionado

con alteraciones metabolicas(44).

3.2.2.-Cortisol

Otro importante indicador de la funcién del eje hipofisario-adrenal es el

cortisol. La periodicidad de 24 horas en la secrecion de dicho eje, se considera como un

paradigma de la ritmicidad circadiana en humanos. Empieza a manifestarse a la edad

de 6 meses y persiste en adultos hasta la ancianidad.
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Los perfiles diarios de cortisol plasmaticos son paralelos a los de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) y similares en ambos sexos. Este patr6n muestra un
méaximo al principio de la mafiana, una disminucién a lo largo del dia y un periodo
nocturno de baja concentracién, lo que nos permite mantener un grado de actividad

alto durante el dia en contraste con el periodo nocturno
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Figura?. Patron circadiano de cortisol. Born J, Fehm HL. Noise Health 2000.

El hecho de que el ritmo circadiano de cortisol tenga una gran reproductibilidad
y amplitud, hace que se utilice frecuentemente como marcador del estado del

marcapasos circadiano.

Una menor amplitud de la variacion circadiana de cortisol (diferencia entre los
valores de manana y noche), ha sido asociado previamente con la obesidad, en concreto
con la obesidad abdominal (44). El cortisol también ha sido identificado como un
marcador de la funciéon neuroendocrina que puede estar influenciada por el estrés
psicologico u otros factores (45, 46). Ademas, el cortisol y sus variaciones a lo largo de

24h, puede ser medido en saliva, presentando estos valores una reproductibilidad muy
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alta de lo que se encontraria en sangre. Sus ritmos circadianos tan marcados y
reproducibles, asi como su fécil accesibilidad, hacen del cortisol uno de los mejores

marcadores en la practica clinica.

3.2.3.-Estudio del sueio: Polisomnografia (PSG)

Entre las oscilaciones circadianas que sufre el organismo, una de las mas
importantes es el ritmo de temperatura corporal, pero hay maultiples indicios que

muestran una fuerte correlacion entre el ritmo de temperatura corporal y el sueno.

Ademas de los estudios ya relatados anteriormente, en donde se relaciona la
duracion del sueno y el SM, Eve Van Cauter y Kristen Knutson (33) han explicado en su
trabajo titulado “Suefio y la epidemia de obesidad en nifios y adultos” que la falta de
suefio puede afectar al balance energético y como resultado influir en la ganancia de
peso. En un sujeto adulto normal el suefio se caracteriza por ser continuo, y en él se
pasa paulatinamente de un estado de vigilia hacia otro de suefio mas ligero para
terminar en un estado de suefio més profundo. Este patron se repite a lo largo de la
noche en ciclos cuya composicion bésica se encuentra dividida de modo arbitrario en

fases que se representa graficamente en el siguiente hipnograma.
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Figura 8.Hipnograma, representa los patrones de las distintas fases del suefio.
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La calidad del suefno se mide mediante parametros tales como, latencia de
sueno, numero de despertares, facilidad para conciliar el sueno después de despertarse
y duracion total del mismo, estos parametros definen la estructura del suefio y se

obtienen objetivamente mediante registros polisomnograficos.

La PSG es el estudio del suefio y mediante la monitorizacion del sujeto se recoge
la actividad bioeléctrica cerebral y variables de tipo cardiorrespiratorio (flujo
respiratorio, esfuerzo tordcico y abdominal, electrocardiograma, saturacion de
oxigeno), posicion corporal, ronquido y electromiografia de extremidades que el
individuo produce durante el suefio con el objeto de estudiar y diferenciar las distintas

patologias del mismo.

Por lo tanto el estudio de la arquitectura del suefio mediante esta técnica nos
ayudaria a progresar en el reconocimiento de las caracteristicas del suefio y su

asociacion con la obesidad.

3.2.4.-Actimetria

La actimetria, es una técnica de evaluacion del comportamiento relativamente
reciente. Es un método simple y no invasivo que permite evaluar indirectamente el

ritmo sueno-vigilia, por lo tanto, se puede considerar un marcador del ritmo.

El método 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 corporal. La monitorizacion consiste en cuantificar

los movimientos realizados por el paciente mediante medidas de la aceleracion
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resultante de dichos movimientos. A partir de la informaciéon proporcionada por el

actimetro, definimos dos variables: actividad motora (A) y posicién del cuerpo (P).

La representacion grafica del patron circadiano de actividad y posicion, se
caracteriza por presentar valores bajos durante la noche (suefio) y valores mas elevados

durante el dia (vigilia).
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Figura 9. Ritmo circadiano de la actividad motora. Datos tomados
del Departamento de Fisiologia de la Universidad de Murcia. Grupo
de Nutricion.
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Figura 10. Ritmo circadiano de la posicion del cuerpo. Datos
tomados del Departamento de Fisiologia de la Universidad de
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3.2.5.-TAP

La existencia de los artefactos y los diferentes factores de enmascaramiento para

las variables ritmicas de temperatura, actividad y posiciéon, considerados marcadores

circadianos, llevaron a proponer a Ortiz-Tudela y col. (47) la integracion de estas tres

variables en una sola para evaluar el estado del sistema circadiano humano en

condiciones normales de vida.

Valores bajos de TAP implican la coexistencia de baja actividad, posicion

horizontal y alta temperatura. Este método sencillo y no invasivo, permite la evaluacion

del ciclo de suefio-vigilia de un paciente en su ambiente (casa/normal) a un coste

mucho més bajo que la PSG (48).
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Figura 11. Ritmo circadiano de la variable integrada TAP. Datos
tomados del Departamento de Fisiologia de la Universidad de Murcia.
Grupo de Nutricién

3.2.6.-Electrocardiograma (ECG)

La funcion del sistema nervioso autonomo (SNA) es regular la funcion de los

organos, segiin cambian las condiciones medioambientales. Existe una larga historia de
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epidemiologia clinica en humanos que indica que el infarto de miocardio y las crisis de
hipertension alcanzan picos a ciertas horas durante el dia (49). Estudios
epidemiologicos muestran que el trabajo por turnos estid asociado con la obesidad

abdominal, bajos valores de HDL, diabetes y enfermedad cardiovascular (31).

El estudio de la variabilidad del ritmo cardiaco a partir de los registros de ECG a
corto y largo plazo, supone una herramienta valiosa en la contribucién al diagnostico de
la disfuncion autonémica cardiovascular, proporcionando un método de valoracion que
puede compensar la mayoria de las limitaciones de las medidas casuales, pudiendo
llegar a convertirse en un procedimiento usual para la caracterizacion de los patrones
circadianos de la funcién cardiaca. Asi, la variabilidad de la frecuencia cardiaca, puede
proporcionar informacion de diagnostico sobre la primera disfunciéon autondémica

subclinica en la obesidad (50).

4.-PERDIDA DE PESO Y CRONODISRUPCION:

Una vez establecida la relacion entre obesidad y cronobiologia, la comunidad
cientifica se plantea un nuevo reto: ¢Hasta qué punto la cronobiologia puede ser

utilizada en el tratamiento de la obesidad?

En este sentido, los estudios realizados son escasos pero prometedores. Nuestro
grupo de investigacion ha colaborado al establecimiento de las bases futuras del uso de
la cronobiologia en el tratamiento de la obesidad, abarcando tres aspectos diferentes 1)
Deteccion de la CD asociada a la obesidad en la practica clinica, 2) Horario de comida y

pérdida de peso y 3) genética de genes reloj y pérdida de peso.
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4.1.-Aplicacion de un score metabédlico en la practica clinica de la

obesidad.

Corbalan-Tutau y col, muestran en un reciente estudio, que el uso de técnicas
no invasivas y faciles de medir basadas en: temperatura periférica, hora de inicio y final
de sueno y una medida de cortisol salivar por la mafana, podrian ser suficientes para

caracterizar la cronobiologia de la obesidad.

A partir de los datos obtenidos mediante estas técnicas han disefiado un
“indice de cronodisrupcion” el cual clasifica a los pacientes obesos en dos grupos
en funcién de sus alteraciones circadianas. Ademéas, han demostrado que aquellos
individuos que tienen CD son también los que presentan un aumento de los diversos

componentes del SM (51).

Por tanto, una de las preguntas que se nos plantea, ya caracterizada la
asociacion entre obesidad y CD, es si aquellas personas que presentan una mayor CD

tienen mayor resistencia a la pérdida de peso.

Por ello, se hace necesario futuros estudios basados en la determinacién del
estado cronobiologico del individuo y de esta forma poder evaluar si la ritmicidad
circadiana pudiera ser un buen marcador en la eficacia de la pérdida de peso, y asi
disefiar estrategias personalizadas de tratamiento basadas en sincronizadores, tales
como, horarios, luz, ingesta o actividad fisica. O intervenciones sobre el horario de
sueno, en especial, en aquellos portadores de la variante génica de riesgo en los genes

reloj, de los individuos que acuden a perder peso a Centros de Nutricion.
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4.2.-Cambios ambientales relacionados con el horario de la comida.

Quiza, el estudio de mayor relevancia en este campo, haya sido el estudio
longitudinal realizado por el grupo de investigacion de la Doctora Marta Garaulet en
colaboracion con el grupo de Suefio de la Universidad de Harvard, dirigido por el Prof.

Frank Scheer y publicado en 2013 en la revista International Journal of Obesity (52).

En él, ha quedado demostrado que en Espafia, en una poblacién mediterranea,
el momento de la comida principal del dia era predictivo de la pérdida de
peso. Estos resultados se mostraron en 420 personas obesas y con sobrepeso durante

una intervencion dietética de 20 semanas y resultd que este efecto era independiente de

la ingesta total de calorias.

B89

& Antes3
—e Después 3

Peso corporal (Kg)

75
012345678 91011121314151617 18192021

Semanas de tratamiento

Figura 12. Diferencias en la pérdida de peso durante 20 semanas de
tratamiento entre comedores tempranos (antes de las 15:00h) y

comedores tardios (después de las 15:00 h). Garaulet M. Int J Obes.

28



Introducciéon

La importancia de este articulo radica en que es el primer trabajo en demostrar
que no sélo “qué” comemos sino también “cudndo” lo hacemos es decisivo en la pérdida
de peso. Ademas, los resultados previos fueron sorprendentes ya que tanto los
comedores tempranos (antes de las 15:00h) como los tardios (después de las 15:00h)
presentaron ingestas y gastos energéticos semejantes, lo que hace necesario encontrar

una explicacion metabolica a estos resultados.

Cambios maés sutiles en el horario de las comidas, es decir, en la distribucién de
la ingesta calérica durante un periodo normal de vigilia, podrian influir en el éxito de la
terapia de la pérdida de peso. Por ejemplo, un reciente estudio experimental de 12
semanas de duracion ha mostrado que los sujetos a los que se les asignaba una alta
ingesta de calorias durante el desayuno (aprox. 700 kcal) perdian significativamente
maés peso que aquellos a los que se les asignaba un alto consumo de calorias durante la

cena (también 700 kcal) (53).

Por otro lado, un resultado relevante del estudio de comedores tempranos y
tardios, fue que la sensibilidad a la insulina segin las estimaciones de
HOMA-IR era menor en los comedores tardios en comparaciéon con los comedores

tempranos (52).

Ademas en el estudio de Jakubowicz D y col, 2013 (53), los autores también
demostraron a través del analisis de una curva oral de glucosa asi como la de insulina,
que los comedores de “cena de altas calorias” presentaban una mayor intolerancia a la
glucosa y resistencia a la insulina que los comedores de desayuno, tras el tratamiento
de pérdida de peso. Es conocido, que la insulina desempena un papel fundamental en el

equilibrio energético y cualquier alteraciébn en su secrecion y accion, puede
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desencadenar mecanismos que modifican el metabolismo energético originado de la

alteracion de la oxidacion de los macronutrientes (54).

El horario de las comidas también ha demostrado que es capaz de afectar a la
pauta diaria en los glucocorticoides y los relojes circadianos en los tejidos metabolicos
tales como el tejido adiposo, el higado y el pancreas en estudios con animales (55, 56).

Sin embargo el mecanismo es desconocido.

Por tanto el estudio de factores tales como diferencias en el gasto energético
postprandial, diferente utilizacion del sustrato metaboélico, cambios en el metabolismo
de los carbohidratos o alteraciones en variables relacionadas con el sistema circadiano,
como la variabilidad diaria del cortisol o las variaciones de temperatura corporal a lo
largo de las 24h del dia, podrian explicar la peor respuesta metabdlica de los comedores

tardios y mejorar asi la efectividad en la terapia de pérdida de peso.

Otro factor que podria ser determinante en la caracterizacién cronobiolégica de
la obesidad, es el estudio de los cambios de la microbiota oral, en funcién de la hora de

la comida.

Existen estudios que muestran cambios en los grupos de de bacterias de la
saliva antes y después de las comidas (57), pero se desconoce si la hora de la comida es
un factor determinante en estos cambios, que pudiera explicar las alteraciones en
ingesta y en energia entre los comedores tempranos (antes de las 15:00h) y los
comedores tardios (después de las 15:00h) relacionados con la pérdida de peso. Son

necesarios estudios de laboratorio controlados para responder a estas cuestiones.
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4.3.-Genética del reloj y pérdida de peso en el tratamiento de la obesidad.

El descubrimiento del reloj molecular responsable de la generaci6on de los
ritmos circadianos sefiala a los genes relacionados con la maquinaria molecular del
reloj circadiano como candidatos en el estudio de la vulnerabilidad genética a la

obesidad.

Ademés de los estudios ya nombrados a lo largo de esta memoria en relacion a
la asociacién entre la obesidad y diferentes variantes génicas en los genes reloj, tales
como gen CLOCK (rs3749474, rs4580704 y rsi801260 (3111T/C), asi como la
interaccion entre estas variantes génicas y la dieta para la obesidad, como es el caso de
la interaccion del gen CLOCK con la ingesta de grasas saturadas para el perimetro de
cintura, etc., nuestros grupo de investigacion demostr6 que aquellas personas
portadoras de la variante génica en PER2 tenian conductas, habitos y emociones
obesogénicas que influian en el éxito del tratamiento de pérdida de peso, los
portadores del alelo de riesgo abandonaban el tratamiento antes que los no portadores,
ademéas también presentaban conductas que influian en el peor pronéstico en la
perdida de pesos tales como: picoteo, estrés por la dieta y consumo de alimentos como

escape al aburrimiento (23).

Pero quiz4 los resultados mas llamativos en relaciéon a los genes del reloj
fisiologico y la pérdida de peso sean nuestros resultados sobre el polimorfismo CLOCK
3111T/C, ya que parecen indicar que existe una asociacion entre esta variante génica del

CLOCK y la pérdida de peso.

Asi, un trabajo publicado por nuestro grupo en International Journal of Obesity

en 2010, muestra que los portadores del alelo C presentan mayor resistencia a la
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pérdida de peso y diferentes cambios metabolicos cuando se somete a estos individuos

a una dieta hipocaldrica (23).

De hecho, en otra publicacion reciente se ha demostrado que los pacientes
portadores del alelo menor C en CLOCK 3111T/C tienden a presentar una menor
duracién del suefio, preferencias por la noche, es decir son de cronotipo vespertino,
aumento de ghrelina (hormona relacionada con el apetito) y una tendencia a presentar
peores habitos alimentarios, alejados de la dieta mediterranea (58). Sin embargo,

habria que demostrar:

a) si los portadores del alelo de riesgo C presentan alteraciones en su sistema

circadiano (CD) al compararse con los no portadores T por un lado,

b) y en el caso de que existieran estas alteraciones, seria necesario estudiar si esta
CD podria ser un factor predictivo de una peor respuesta a los tratamientos

de pérdida de peso.

¢) ademas, se deberian realizar estudios de otros factores relacionados con
el Sistema Nervioso Auténomo, ya que es otro elemento que podria estar
influyendo en las diferencias entre portadores y no portadores del alelo de riesgo

Cen CLOCK 3111T/C.
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“Entre el dia y la noche

hay un territorio inexplorado.
No es sol ni es sombra:

es tiempo”.

Octavio Paz
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Hipotesis de partida y Objetivos

I1.-HIPOTESIS DE PARTIDA Y OBJETIVOS.

Sabemos que la genética esti detrds de nuestra maquinaria circadiana. De
hecho, el polimorfismo de un s6lo nucle6tido (SNP) del gen CLOCK 3111T/C, ha sido
previamente relacionado con la obesidad y la pérdida de peso. Sin embargo, la

asociacion fenotipica y la funcionalidad del locus CLOCK 3111 es atin desconocida.

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion han mostrado que la
cronobiologia se asocia de manera relevante con la obesidad. Ademas, estudios de
asociacion entre pérdida de peso y genes reloj realizados en una poblacion de 1475
pacientes que acudieron a diferentes centros de adelgazamiento en Espafia, muestran
que aquellos portadores de la variante de riesgo (C) en CLOCK 3111, presentan una
mayor dificultad de pérdida de peso que los portadores de la variante més frecuente

(T). Sin embargo no se conoce el por qué de esta relacion.

Por otro lado nuestro grupo también ha demostrado que la hora de la comida
principal del mediodia es un factor predictivo de la pérdida de peso. Asi, en una
poblacion mediterranea del sureste de Espafia (n=420), se ha demostrado que aquellos
individuos que comen tarde (después de las 15:00 h) presentan una mayor resistencia a
la pérdida de peso que los que comen temprano (antes de las 15:00 h). Un resultado
interesante fue que no existian diferencias significativas en la ingesta ni en el gasto
energético entre comedores “tempranos” y “tardios”. Sin embargo, la estimaciéon del
gasto energético se realizd a partir de la ecuacion de Harris y Benedict multiplicado por
un factor de actividad, y se hacen necesarios estudios mas precisos en el gasto

energético que aporten una explicacion fisiologica a este fendmeno.
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Por todo ello, pensamos que la existencia de alteraciones en la ritmicidad
circadiana podria estar influyendo en la asociacion del gen CLOCK y la respuesta a una

dieta de adelgazamiento.

Ademas teniendo en cuenta que la hora de la comida es uno de los
sincronizadores externos de nuestros relojes periféricos, el retraso de la misma puede
producir cambios en los patrones diarios de variables relacionadas con nuestro sistema
circadiano, como el cortisol y la temperatura periférica, y con procesos metabolicos,
como pueden ser alteraciones en el gasto energético, el cociente respiratorio corregido
o en la glucosa. Este hecho podria explicar la peor respuesta metabdlica de los

comedores tardios a la dieta.

Por ualtimo, creemos que la genética podria estar influyendo en alguna de estas
alteraciones circadianas asociadas a una peor respuesta a la dieta. Por ello pensamos
que estas caracteristicas estaran presentes en los portadores del alelo menor (C) del

CLOCK 3111T/C.

Considerando estos estudios preliminares y en base a nuestra hipotesis de
partida, el objetivo global de esta tesis doctoral es investigar los aspectos
cronobiolégicos que existen tras la mejor o peor respuesta de pérdida de peso ante una
dieta de adelgazamiento, y tratar de explicar los resultados previos en relacion a los

genes reloj y a los horarios de comida.

Para conseguir dar respuesta a nuestro objetivo global nos hemos propuesto los

siguientes objetivos especificos:
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1.

Investigar la posible relacion entre la pérdida de peso y la ritmicidad
circadiana, utilizando la temperatura periférica medida en la mufieca y
mediciones de actimetria, en mujeres sometidas a un programa de pérdida
de peso, con el fin de evaluar si la ritmicidad circadiana pudiera ser un

marcador de la eficacia en la pérdida de peso.

Estudiar la influencia del horario de las comidas en el gasto energético en
reposo, la termogénesis inducida por la dieta, la oxidacion de sustratos, la
tolerancia a la glucosa, y las medidas relacionadas con el sistema
circadiano, incluyendo la diferencia de la manana-tarde del cortisol y el
perfil diario de la temperatura de la mufieca, como posibles mecanismos
subyacentes a los efectos diferenciales del horario de las comidas en el

metabolismo.

Determinar, en condiciones de vida ambulatoria, si la presencia del alelo
menor C del gen CLOCK 3111 en mujeres con sobrepeso pudiera estar
relacionado con los trastornos circadianos, y con cambios en la calidad del
suefio y asi mejorar la comprension de las asociaciones previamente
demostradas con la obesidad y la reduccién de la pérdida de peso de los

portadores C.
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“Y cuando por fin encontré respuesta a la vida
entonces me cambiaron las preguntas”

M. Benedetti
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Capitulos Experimentales

II1I.-CAPITULOS EXPERIMENTALES.

1.-ARTICULO 1:
“CIRCADIAN RHYTHMICITY AS A PREDICTOR OF WEIGHT-LOSS

EFFECTIVENESS”.
C Bandin, A Martinez-Nicolas, JM Ordovés, JA Madrid, M Garaulet

International Journal of Obesity (2013), 1—6

(Indice de Impacto=5,386; cuartil:1°)

https://www.nature.com/ijo/
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Circadian rhythmicity as a predictor of weight-loss effectiveness.

C Bandin, A Martinez-Nicolas, JM Ordovas, JA Madrid, M Garaulet

Resumen

Uno de los principales desafios asociados al éxito en los tratamientos dietéticos
de control de peso es la identificacion de aquellas personas que no responden a las

intervenciones especificas.

Objetivo: Investigar la posible relacion entre la pérdida de peso y la ritmicidad
circadiana, utilizando para ello la temperatura de la mufieca y mediciones de
actimetria, en mujeres sometidas a un programa de pérdida de peso, con el fin de
evaluar si la ritmicidad circadiana pudiera ser un marcador de la eficacia de los

tratamientos de pérdida de peso.

Métodos: Los participantes fueron 85 mujeres con sobrepeso y obesidad (indice
de masa corporal, IMC: 30.24 + 4.95 kgm2) sometidas a un programa de reduccion de
peso basado en la dieta mediterranea. La eficacia del tratamiento se defini6 mediante
tres indicadores: pérdida de peso total, porcentaje de pérdida de peso respecto al peso
inicial y pérdida de peso semanal. La ritmicidad circadiana se determin6 mediante tres
variables: temperatura de la mufieca, actividad motora y posicion del cuerpo, todas

ellas se analizaron utilizando diferentes sensores.

Resultados: La pérdida de peso menor se relacioné con un patrén de
temperatura mas aplanado. Nuestros resultados mostraron que a menor pérdida de

peso menor amplitud de cosinor (r = 0,235, p = 0,032), una mayor fragmentaciéon del
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ritmo determinado por una mayor variabilidad intradiaria (IV) (r = 0,339, p = 0,002), ¥
un deterioro del ritmo circadiano de temperatura de mufleca determinado por Indice
Funcionalidad Circadiana (CFI) (r = 0,228, p = 0,038). Analisis posteriores mostraron
que aquellos individuos con baja respuesta al tratamiento (LR) presentaban una
amplitud menor (0,71 + 0,36 frente a 1,24 + 0,62, p = 0,036) y una mayor
fragmentacion del ritmo circadiano (0,24 + 0,11 frente a 0,15 + 0,07, p = 0,043) que los
pacientes con respuesta elevada (HR). Mientras que no se encontraron diferencias
significativas en la tasas de actividad entre los pacientes con respuesta elevada y baja
respuesta, si encontramos diferencias significativas en los valores medios de la posiciéon

del cuerpo entre los (HR) (39,12 + 3,791) en comparacién con las mujeres (LR) (35,31 +

2,531, p = 0,01).
Conclusion: Los ritmos circadianos en el inicio del tratamiento son buenos

indicadores de la futura pérdida de peso. El tratamiento adicional debe considerar

aspectos cronobiolégicos para diagnosticar la obesidad y la eficacia de los tratamientos.
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2.-ARTICULO 2:
“MEAL TIMING AFFECTS GLUCOSE TOLERANCE, SUBSTRATE
OXIDATION AND CIRCADIAN-RELATED VARIABLES: A RANDOMIZED,

CROSSOVER TRIAL”.

Bandin C, Scheer FAJL, Luque AJ, Avila-Gandia V, Zamora S, Madrid JA, Gémez-

Abellan P, Garaulet M

International Journal of Obesity (2014), 1-6
(Indice de Impacto=5,386; cuartil:1°)

https://www.nature.com/ijo/
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Meal timing affects glucose tolerance, substrate oxidation and circadian-

related variables: a randomized, crossover trial.

Bandin C, Scheer FAJL, Luque AJ, Avila-Gandia V, Zamora S, Madrid JA, Gémez-

Abellan P, Garaulet M.

Resumen

El momento de la ingesta de alimentos esta asociado a la regulacion de peso corporal, la
sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa. Sin embargo, el mecanismo es

desconocido.

Obijetivo: Investigar los efectos de los cambios en el horario de las comidas sobre el

gasto de energia, la tolerancia a la glucosa y variables circadianas.

Métodos: 32 mujeres [edad 24 + 4 e IMC 22,9 + 2,6 kg/m?] participaron en este estudio.
Se llevd a cabo en dos protocolos disefiados de forma aleatoria y cruzada. Para el protocolo (P1)
(n = 10) se realizaron medidas de gasto energético en reposo mediante calorimetria indirecta y
tolerancia a la glucosa durante el periodo postprandial, para el protocolo (P2) se incluyeron
mediciones relacionadas con el sistema circadiano basados en perfiles de cortisol salivar y
temperatura periférica medida en la mufieca (n = 22). En cada protocolo, los participantes se les
proporcion6 comidas estandarizadas (desayuno, almuerzo y cena) durante las dos semanas de
intervencion y se estudiaron bajo dos condiciones: comiendo temprano (EE y el almuerzo a las

13:00h) y comiendo tarde (LE y el almuerzo 16:30h).

Resultados: LE, en comparacion con EE, antes de comer presentan menor gasto

energético (P = 0,048), un cociente respiratorio corregido (CRQ) mas bajo y un perfil después
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de la comida modificada del CRQ (P = 0,019). Estos cambios reflejan una utilizacion antes de
comer significativamente mas bajo de hidratos de carbono cuando comparamos LE vs EE (P =
0,006). LE también aumento el area bajo la curva de la glucosa, después de comer en un 46%, lo
que demuestra disminucion de la tolerancia a la glucosa (P = 0,002). También se encontraron
cambios en el perfil diario de cortisol y de temperatura en LE, el perfil de cortisol con menores

valores en la mafiana, y una supresion del pico postprandial de temperatura (P <0,05).

Conclusiones: Comer tarde se asocié con una disminucion del gasto energético en
reposo, una disminucion de la oxidacion de carbohidratos en ayunas, disminucion de tolerancia
a la glucosa, con un perfil diario mas aplanado en las concentraciones de cortisol libre y una
disminucién del efecto térmico de los alimentos segln la temperatura periférica medida en la
mufieca. Estos resultados pueden estar implicados en los efectos diferenciales de horario de las

comidas en la salud metabolica.
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3.~ARTICULO 3:
“DIFFERENCES IN CIRCADIAN RHYTHMICITY IN CLOCK 3111T/C
GENETIC VARIANTS IN MODERATE OBESE WOMEN AS ASSESSED BY

THERMOMETRY, ACTIMETRY AND BODY POSITION”.

C Bandin, A Martinez-Nicolas, JM Ordovas, JA Ros Lucas, P Castell, T Silvente, JA

Madrid, M Garaulet
International Journal of Obesity (2012), 1—7

(Indice de Impacto=5,386; cuartil:1°)

https://www.nature.com/ijo/
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Differences in circadian rhythmicity in CLOCK 3111T/C genetic variants in
moderate obese women as assessed by thermometry, actimetry and body

position.

C Bandin, A Martinez-Nicolas, JM Ordovas, JA Ros Lucas, P Castell, T Silvente, JA

Madrid, M Garaulet

Resumen

La genética esta detras de nuestra maquinaria circadiana. El polimorfismo de un
s6lo nucleétido (SNP) del gen CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput)
concretamente el 3111T/C, ha sido previamente relacionada con la obesidad y la pérdida
de peso. Sin embargo, la asociacion fenotipica y la funcionalidad del CLOCK 3111 locus es

aun desconocido.

Objetivo: determinar, en condiciones de vida libre, si la presencia del
polimorfismo CLOCK 3111T/C en mujeres con sobrepeso podria estar relacionado con (a)
trastornos circadianos, y (b) cambios en la calidad del sueno, para intentar mejorar la
comprension de las asociaciones previamente demostradas con la obesidad y la

reduccion de la pérdida de peso de las portadoras C.

Métodos: Se reclutaron 85 mujeres con sobrepeso, edad 43 + 12 e IMC 28,6 +4,3
kg/mz.Las variables de temperatura de la muneca (T), actimetria (A), posicion del cuerpo
(P) y TAP se midieron como marcadores de la funcionalidad sistema circadiano durante
8 dias consecutivos. Adicionalmente se completdé un cuestionario de actividad, un
registro de comida y suefio diario, mientras que la calidad del suefio se determind
mediante polisomnografia domiciliaria.
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De esta muestra, se encontré que 43 mujeres portaban el SNP del alelo menor (C) para
CLOCK 3111 y 42 mujeres eran no portadoras de dicho alelo (portadoras del alelo
mayor TT). Ambos grupos de pacientes estaban igualados en niimero, edad, pardmetros

de obesidad e ingesta de energia.

Resultados: En comparacion con los sujetos TT, que mostraron perfiles del
ritmo circadiano mas robustos, los pacientes con el alelo C muestran anomalias del
sistema circadiano significativas, tales como: menor amplitud y una mayor
fragmentacion del ritmo, con un patrén circadiano debilitado segin lo evaluado por el

Indice de Funcionalidad circadiana (CFI).

Ademas los portadores C eran menos activos, comenzado su actividad mas tarde
en la manana y presentdndose mas somnolientos durante el dia, mostrando un retraso

en la acrofase caracteristico de los sujetos de tipo vespertino.

Conclusion: Aquellos individuos portadores del alelo menor C del CLOCK 3111
presentan un ritmo circadiano menos robusto que el TT y una acrofase retrasada que
caracteriza a los sujetos con cronotipo vespertino. Apoyamos la idea de que la
identificacion de genotipos de reloj en los pacientes puede ayudar al terapeuta en la

caracterizacion de las raices del problema metabdlico.
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El tiempo no espera a nadie;
el reloj biolégico, tampoco.

D. Golombek
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IV.-DISCUSION

1.-DISCUSION GENERAL

Los resultados de la presente memoria demuestran la importancia del estudio
de la cronobiologia en la obesidad y su tratamiento. La evaluacion de la salud
circadiana del individuo mediante la medicion de la temperatura periférica es relevante
para un mejor diagnostico de la obesidad y de la efectividad de los tratamientos

de pérdida de peso.

En este sentido, parametros como la amplitud y la fragmentacion del ritmo
circadiano de temperatura, asi como la temperatura media diurna del individuo y la
evaluacion del estado funcional del sistema circadiano (CFI), se muestran como

factores predictores de la respuesta a un programa de reduccion de peso.

Ademas, el conocimiento de la variante génica CLOCK 3111T/C es
interesante en la practica clinica ya que los portadores del alelo menor C presentan
perfiles circadianos menos saludables, caracterizados por una menor amplitud y una
mayor fragmentacion del ritmo, mostrando a su vez un indice de funcionalidad del
sistema circadiano debilitado. Ademas estos individuos comienzan su actividad mas
tarde en la mafiana y presentan una acrofase del ritmo de posicion retrasada,

caracteristico de individuos con cronotipo vespertino.

Estas perturbaciones, presentes en el sistema circadiano de los portadores del

alelo menor de CLOCK 3111T/C, pueden ser una de las causas de su mayor resistencia a

la pérdida de peso.
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Por otro lado, los resultados de esta tesis doctoral, confirman los hallazgos
previos de nuestro grupo de investigacion, que indican que la hora de la comida es

un factor determinante en la pérdida de peso.

Mediante los trabajos experimentales realizados en la presente memoria, hemos
profundizado en los mecanismos fisiologicos implicados en la peor respuesta a la
pérdida de peso que caracteriza a los comedores tardios, y hemos demostrado que
retrasar el momento de la comida principal del dia provoca cambios metabolicos y

circadianos.

De tal modo que, comer tarde, provoca una disminucién de la tolerancia a la
glucosa y un menor gasto energético en reposo, asi como un aplanamiento del perfil
diario de cortisol y de temperatura periférica, cambio este wltimo, causado
principalmente por la disminucion del efecto térmico de los alimentos (pico

postprandial), hechos que podrian ayudar a explicar esta evidencia.

Todos estos resultados, en su conjunto, demuestran el papel relevante que
presenta la cronobiologia en la obesidad, y sugieren que el uso de técnicas
cronobiolégicas no invasivas tales como: medida de la temperatura periférica,
actimetria, y mediciones de cortisol en saliva, asi como registros de horarios de suefio y
alimentacion, pueden ser de gran utilidad en la préctica clinica para el diagnostico y

tratamiento de la obesidad.
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2.-DISCUSION ESPECIFICA POR ARTICULOS.

2.1.-“Ritmos circadianos como predictores de la efectividad de los

tratamientos de pérdida de peso”.

La ritmicidad circadiana puede ser un factor predictivo y util en la
determinacion de la eficacia de los tratamientos de pérdida de peso. Hemos
demostrado como la alta variabilidad en la respuesta a la pérdida de peso que se
encuentra en las mujeres estudiadas esta significativamente relacionada con el ritmo

circadiano de la temperatura de la muneca.

Las mujeres participantes en este estudio (n=85), alcanzaron una pérdida de
peso media de 8,5 kg (10% del peso inicial) durante las primeras 21 semanas de
tratamiento, esto se tradujo en una tasa media de pérdida de peso de 460 g por semana.
Sin embargo, se observd una gran variabilidad interindividual en la respuesta, mientras
que la mayoria de las mujeres perdian entre 5y 10% de su peso corporal inicial, cuando
nos fijamos en los extremos, es decir, aquellas mujeres con respuesta al tratamiento
elevada (HR) (decil superior) y baja (LR) (decil inferior), observamos como las HR
perdian entre 15-30% de su peso inicial, mientras que las LR ganaron (1%) de peso

durante la intervencion.

Asi, cuando comparamos los deciles extremos, separando a nuestras mujeres en
altas respondedoras (HR) y bajas respondedoras (LR) para la efectividad de los
tratamientos, encontramos que la gran amplitud del ritmo y la baja fragmentacion
encontradas en las HR, eran ambos parametros predictores de la pérdida de mayor

peso y de la eficacia de la intervencion.
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En general, estos resultados estan en acuerdo con nuestra hipotesis inicial en la
que los altos y bajos respondedores a una intervencion de pérdida de peso diferirian en
el patron diurno de la temperatura periférica de muieca y la posicion del cuerpo, tal y
como se refleja en las diferencias en los valores medios y en los patrones de ritmicidad

circadiana de ambas variables.

En este estudio, los pacientes LR muestran perfiles circadianos menos robustos,
caracterizados por presentar una menor amplitud, una mayor fragmentacion del ritmo
y una debilitada funcion circadiana, seglin la evaluacion del indice de funcionalidad
circadiana (CFI). Ademas, encontramos diferencias significativas entre ambos grupos
en los valores medios de temperatura, mayores en LR, probablemente como resultado
de la vasodilatacion de la piel debido a la activacion del sistema nervioso
parasimpatico, hecho que se ha relacionado con somnolencia y altos estados de

relajacion (27).

Curiosamente, entre las diferencias en los parametros circadianos, la menor
amplitud encontrada en los LR es uno de los signos caracteristicos del envejecimiento.
Una amplitud atenuada se ha observado en sujetos de edad avanzada, asi como en
sujetos obesos (27) y en pacientes de Alzheimer (59, 60). Un patréon saludable de
temperatura de la mufieca, muestra una gran amplitud del ritmo con valores altos de
temperatura durante las horas de suefio (en la noche), y una caida pronunciada
después de levantarse por la mafiana con valores bajos durante el tiempo de vigilia.
Ademas presenta un segundo pico después de comer, en la tarde, coincidente con la
hora de la siesta, y una caida entre 20:00 y 22:00 horas, un periodo que se conoce
como "wake maintenance zone” (zona de mantenimiento de vigilia) (43). En general,
un "patron circadiano saludable" incluye lo siguiente: gran amplitud, alta regularidad

(alta IS) y baja fragmentacion (baja IV)(43).

72



Discusion

En el trabajo actual, la variabilidad intradiaria (IV) de la temperatura de la
muileca también se relaciond con la eficacia de la intervencion, los individuos LR
presentan una mayor fragmentacién del ritmo en comparacién con los HR. La IV es
una medida de la fragmentacion del ritmo que parece ser dependiente de los trastornos
circadianos endbgenos, ya que muestra una baja correlacion con el bienestar funcional,
social y emocional del individuo (61). Varios estudios han demostrado que la
fragmentacion aumenta con las enfermedades asociadas con la demencia, disminucion

de la funcidn cognitiva, el envejecimiento, la obesidad, etc. (62).

Ademas, previamente se ha demostrado que en los individuos obesos existe una
relacion entre el aumento de la fragmentacion del ritmo y la disminucion de la
amplitud del ritmo de melatonina, relacion que ha sido descrita como un signo

biologico de CD (27).

Destacamos, que se encontraron diferencias significativas en la IV entre HR y
LR, mientras que no se observaron diferencias significativas en la estabilidad
interdiaria (IS), lo que sugiere que estas diferencias en la variable de temperatura de

mufieca no fueron debidas a una inestabilidad de fase.

Entre las variables circadianas analizadas, el CFI es un valor adecuado y preciso
para definir el estado circadiano de los sujetos. Este indice integra tres parametros
circadianos complementarios (IV, la amplitud relativa y el IS) lo que nos permite
clasificar el estado del sistema circadiano de las participantes (47). En el presente
estudio, el CFI fue significativamente mayor en pacientes HR si los comparamos con
los LR, esto apoya la idea de que un patrén circadiano saludable se relaciona y puede

ser un marcador de la eficacia para bajar de peso en los tratamientos de obesidad.
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Es interesante resaltar que CFI parece ser un buen predictor de la velocidad
para bajar de peso (gr/semana), mientras que, por ejemplo, la temperatura media de la
mufleca o la amplitud parece ser un buen indicador de porcentaje de pérdida de peso.
Por otra parte, IV es un buen predictor de ambas situaciones (pérdida de peso total y
velocidad de pérdida de peso).

Finalmente, es importante subrayar que el patron de temperatura de la muneca
en HR se ajusta mejor a la funcidén coseno que los LR. Por otra parte, el descenso
pronunciado de la temperatura después de levantarse por la manana que caracterizo el

patroén circadiano de HR se atenud en las LR.

Otra diferencia importante se relaciona con los ritmos ultradianos (periodos de
12 hasta 2 h) y el CFI. Las mujeres con baja respuesta al tratamiento se caracterizan por
una disminuciéon en el segundo armoénico (P2) y con un indice de funcionalidad
circadiana (CFI) disminuido. Hemos demostrado previamente que la ausencia de esta
segunda pico (P2) es un marcador de CD y de alteraciones metabdlicas, y ademas esta

relacionado con la obesidad (27).

Un namero de factores puede estar detras de estas diferencias en la ritmicidad
circadiana entre la alta y baja respuesta de estas mujeres a un tratamiento de pérdida
de peso. La obesidad en si puede alterar el sistema circadiano. Un estado obeso puede
en realidad exacerbar los desequilibrios circadiano en humanos, sabemos que las

personas que sufren de obesidad y diabetes presentan menor amplitud de sus ritmos

(27, 63).

Sin embargo, este no es el caso, en el estudio actual las diferencias en la
ritmicidad circadiana entre los altos respondedores (HR) y bajos respondedores (LR)

fue significativa incluso después de ajustar por obesidad; mas importante adn, los altos
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respondedores fueron las mujeres que mostraron ritmos circadianos saludables a pesar
de ser significativamente mas obesas que los bajos respondedores. Las diferencias en el
gasto energético podrian ser el responsable de estos resultados. De hecho, mientras que
no se encontraron diferencias significativas en las tasas de actividad total y en los
patrones circadianos de actividad fisica entre los HR y los LR, si encontramos
diferencias significativas en los patrones de posicién, con valores més altos durante el
dia en las mujeres HR. Ademas, el horario de las comidas (52), determinados
polimorfismos de los genes reloj (9, 64) y un comportamiento alimentario anormal (65)

podrian estar influyendo en estos resultados.

Independientemente de los factores que influyen, el estudio apoya el concepto
de que la ritmicidad circadiana estd implicada en la eficacia de los tratamientos de
pérdida de peso y que podria ser considerado como un factor predictor de eficacia para
bajar de peso. En resumen, las mujeres con baja respuesta a un tratamiento de pérdida

de peso muestran ritmos circadianos menos marcados que aquellas con alta respuesta.

La caracterizaciéon del patrén circadiano de la temperatura de la mufeca, la
actividad y la posicion del cuerpo en condiciones ambulatorias pueden orientar a los
profesionales de salud para predecir el éxito de los programas de pérdida de peso.
Ademaés la incorporacion de consejos sobre determinados sincronizadores externos,
tales como el momento de la ingesta de alimentos, la actividad fisica y el suefio
contribuiran a lograr una vida méas saludable del sistema circadiano y, posteriormente

una pérdida de peso mas eficaz.
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2.2.-“Efectos de la hora de la comida sobre la tolerancia a la glucosa,
oxidacion de sustrato y variables circadianas: estudio randomizado y

cruzado”.

Respecto al momento de la ingesta de la comida principal del dia, hemos
demostrado por primera en vez en humanos, que retrasar la hora de la comida durante
una semana provoca cambios metabolicos y circadianos que podrian dar una
explicacion a los efectos diferenciales del horario de la comida sobre la salud

metabodlica del individuo.

Nuestros resultados muestran que retrasar la hora de la comida induce a un
menor gasto energético en reposo previo al momento de la ingesta de alimentos,
disminucién de la oxidacion de carbohidratos en ayunas, disminucién de tolerancia a la
glucosa durante el periodo postprandial, un perfil diario mas aplanado en las
concentraciones de cortisol libre y una disminucién del efecto térmico de los alimentos

segun la temperatura periférica medida en la muiieca del individuo.

Previamente, ha sido demostrado, mediante un estudio de intervenciéon de 20
semanas, que comer tarde era predictivo de menor pérdida de peso, aunque no se
encontraron diferencias significativas en el consumo de energia y en la estimacion del
gasto energético entre los comedores tardios y los tempranos. Dos limitaciones
potenciales podrian estar implicadas en estos resultados, primero, que se trataba de un
estudio observacional, y segundo, que se estimo el gasto de energia mediante la formula
de Harris-Benedict y la actividad fisica mediante un cuestionario (MET) que
completaban los sujetos. Por tanto, no se puede excluir la posibilidad de que los grupos
tuvieran diferencias en el gasto energético en reposo debido a su peso, altura, sexo y

edad o al gasto energético postprandial.
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Con el fin de abordar estos aspectos, realizamos un estudio de intervencién, en
el que se midi6 el gasto energético del individuo en reposo antes y después de la
comida principal del dia (periodo postprandial), mediante calorimetria indirecta y bajo
dos condiciones diferentes: comiendo temprano (EE) y comiendo tarde (LE), el disefio
del estudio fue randomizado y cruzado, y se sirvieron a los sujetos comidas idénticas en

ambas situaciones.

Descubrimos que, un retraso de tres horas y media en el momento del almuerzo
(13:00-16:30 h) provoca una disminuciéon del gasto energético en reposo antes de la
comida. Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en el gasto energético
postprandial. Estos ligeros cambios en el gasto de energia antes de la comida no
parecen ser suficientes para explicar las diferencias anteriormente descritas en relacion
a la pérdida de peso entre los comedores tempranos y comedores tardios. Por tanto se
requieren futuros estudios para medir el efecto de una alimentacion temprana y tardia
sobre el gasto de energia a lo largo de 24 horas y asi poder evaluar si el horario de las

comidas afecta al gasto de energia en otros momentos del dia.

No obstante, los valores del cociente respiratorio corregido con la
proteina estimada procedente del nitrogeno eliminado en la orina (CRQ) y la
oxidacion de carbohidratos, disminuyeron en la condicién LE en comparacién con
la EE. Estudios previos, han demostrado que existe una correlacion negativa entre los
valores de RQ y la edad, porcentaje de grasa corporal, valores de glucemia, acidos

grasos libres e indice cintura-cadera (66).

En el estudio actual, la tolerancia de la glucosa postprandial se vio
afectada por el horario de la comida. Después de la comida del dia de la prueba, los

valores de glucosa en sangre fueron significativamente mayores en la condicién LE que
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en la EE. De hecho, LE aument6 el AUC en un 46% en comparacion con EE. Estos
datos apuntan a una disminucién de la tolerancia a la glucosa en LE. Estos resultados
podrian estar relacionados con: a) el efecto Staub-Traugott que establece que las
concentraciones de glucosa en plasma después de la ingestion de una carga oral de
glucosa son mas altos si se administra en ayunas en comparaciéon con el estado
postprandial (67). De hecho, una de las caracteristicas de la condicion LE es el estado
en ayunas de los sujetos, ya que el intervalo de tiempo entre el desayuno y el momento
de la comida principal fue 3,5 horas mas largo en los sujetos bajo esta condicién que en
los EE.; b) la influencia del sistema circadiano en la regulacion de la glucosa,
independiente del ritmo suefio/vigilia y ayuno/alimentacion (68). Estos efectos
combinados pueden ayudar a explicar el por qué retrasar el momento de la ingesta de la

comida principal del dia provoca una disminucién de la tolerancia a la glucosa.

A partir de estudios experimentales en animales, sabemos que cambios en el
momento de la ingesta de alimentos hacia horas no habituales, puede alterar la relacion
de fase entre el marcapasos circadiano central y los osciladores periféricos situados en
practicamente todas las células del cuerpo, incluyendo los tejidos metabolicos tales
como el higado y el pancreas, y dar lugar a efectos metabdlicos adversos como la

intolerancia a la glucosa.

En los seres humanos, se ha demostrado que la desalineacién entre el
marcapasos circadiano central y el ritmo de ayuno/alimentacion y sueno/vigilia da
lugar a una disminucién de la tolerancia a la glucosa (40, 69). Curiosamente, nuestros
resultados son similares a los obtenidos por Gonnissen et al. (70), quien estudi6 el
efecto de la desalineacion circadiana, ya sea adelantando o retrasando el ciclo
ayuno/alimentacion y sueno/vigilia, sobre el gasto energético y el metabolismo de la

glucosa.
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Los autores encontraron una alteraciéon del metabolismo de la glucosa y la
oxidacion del sustrato, mientras que el balance de energia se vio menos afectado por
dicha desalineacion, resultados que concuerdan con nuestro estudio actual sobre el

horario de las comidas.

En este estudio, el perfil diario de las concentraciones de cortisol libre
también se vio afectado por el horario de las comidas. La condiciéon LE dio lugar a un
perfil mas aplanado, con valores més bajos en la mafana y la tarde en comparacién con

la EE, mientras que los valores nocturnos fueron similares en ambas condiciones.

Una alta variabilidad diaria de cortisol es una sefial tipica del ritmo diurno
normal, caracterizado por un pico en la mafana, poco después de despertar, y valores
bajos en la noche antes de acostarse. Baja variabilidad o aplanamiento del ritmo de
cortisol se ha relacionado por una parte con estrés créonico emocional o fisico (71, 72) y
por otra con obesidad (44).De hecho, un aplanamiento similar del ritmo de cortisol
diario como el observado en nuestra condicion LE también se ha descrito en sujetos

que sufren sindrome metaboélico cuando se comparan con sujetos sanos (8).

Este aplanamiento de la variabilidad diaria del cortisol puede dar lugar a una
desincronizacion circadiana de los genes reloj de los tejidos periféricos tal y como se ha
propuesto con anterioridad mediante un modelo matematico (73): los autores
sugirieron que, cuando la amplitud del ritmo de cortisol disminuye, las células de los
tejidos periféricos se desincronizan respecto del reloj central, provocando un
desplazamiento de fase en relacion a las senales ambientales o sincronizadores

externos(73).
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Estudios en gemelos muestran que, mientras que el punto mas bajo de la noche
en los valores de cortisol tiene una alta influencia genética, la acrofase de la manana
estd asociado principalmente con factores ambientales (74). Nuestros resultados,
basados en comparaciones en un mismo sujeto, son consistentes con esta observacion,
el momento de la ingesta de la comida principal del dia provoca un efecto en las

concentraciones de cortisol en la mafiana sin un efecto sobre el cortisol en la noche.

Se requieren més estudios para determinar los mecanismos subyacentes y poder
averiguar si el ritmo circadiano endégeno de cortisol esta influenciado por el horario de
las comidas. Es de destacar, que el cambio en las concentraciones de cortisol de la
manana y de la tarde, que se produce dependiendo de la condicién EE o LE, no se
puede explicar por el efecto agudo de las comidas servidas, ya que los tiempos en los
que se evalud el cortisol (09:00 y 13:00 h) se produjeron antes de la ingesta de
alimentos (13:00 y 16:30 h, respectivamente). Esto sugiere que hay un efecto a largo

plazo de horario de las comidas en el control diario de cortisol.

Ademas, el hecho de retrasar el momento de la ingesta de la comida principal
del dia (controlada e idéntica en ambas condiciones), provoca cambios en el patron
diario de temperatura de la muiteca, cambio principalmente causado por la
disminucion del efecto térmico de los alimentos (pico postprandial) que se observa en
la condicion LE en comparacion con EE. Se ha demostrado anteriormente, que la
disminucién del segundo armonico P2 (aplanamiento del pico postprandial), podria ser
un marcador de alteraciones metabolicas (51) y ademas se ha relacionado con obesidad
y menor pérdida de peso (27, 75). De hecho, en individuos sometidos a un programa de
reduccion de peso, los que presentan baja respuesta al tratamiento muestran un pico
postprandial menos marcado, segin la temperatura medida en la muieca, que los que

muestran elevada respuesta (75). Las diferencias en este pico postprandial en los
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patrones diarios de temperatura de la mufieca observados actualmente, son también,

los hallazgos mas notables entre las condiciones EE y LE.

Estas diferencias en la temperatura de muifieca dependientes del horario de las
comidas puede ser la base para explicar las dificultades de los sujetos LE, ya

demostradas, para la pérdida de peso (52).

En resumen, retrasar la hora de la comida principal del dia (almuerzo en
Espana) afecta por un lado al gasto energético en reposo, tolerancia a la glucosa y a la
oxidacion de carbohidratos, y por otro lado a la variabilidad diaria de las
concentraciones de cortisol libre y al efecto térmico de los alimentos segin la
temperatura de la muneca. A pesar de que estos efectos parecen ser de una pequena
magnitud, esto puede ser debido al hecho de que la intervencion del horario de las
comidas es de s6lo una semana.

Comer de forma continuada en un momento posterior del dia respecto a la hora
recomendada, pueden crear perturbaciones metabolicas de una magnitud méas grande
y puede estar implicado en las alteraciones metabdlicas que caracterizan a los

comedores tardios.
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2.3.-“Diferencias en la ritmicidad circadiana de la variante génica CLOCK
3111T/C en mujeres obesas moderadas, segiun la evaluacion de la

termometria, actimetria y posicion del cuerpo”.

El objetivo de este estudio fue obtener un mayor conocimiento con respecto a la
asociacion demostrada anteriormente del SNP CLOCK 3111T/C con la obesidad y la
pérdida de peso. Representa la primera evaluacion de los ritmos circadianos en mujeres

con sobrepeso portadoras del SNP CLOCK 3111T/C.

La determinacién de los ritmos se llevd a cabo mediante el estudio de las
variables de temperatura de la muneca (T), actimetria (A), posiciéon del cuerpo (P) y la
variable integrada de las tres denominada TAP, todo ello bajo condiciones de vida

ambulatoria.

Se reclutaron 85 mujeres con sobrepeso, de las cuales n=43 portaban el alelo
menor C (CCy TC) del gen CLOCK 3111 y n=42 eran TT (no portadoras del alelo menor
C), no existiendo diferencias significativamente entre ellas en cuanto a la edad,

caracteristicas relacionadas con la obesidad y en el consumo de energia.

Cuando comparamos ambos grupos observamos perfiles circadianos méas
saludables y mas robustos en los sujetos TT que en los portadores C, estos ultimos
presentan anomalias circadianas importantes: menor amplitud y una mayor
fragmentacion del ritmo, un patrén circadiano significativamente menos estable y una
funcion circadiana debilitada, segiin lo evaluado por el indice de CFI. Ademas los
portadores C también eran menos activos que los TT, comenzando su actividad méas
tarde en la mafiana y presentando estados de somnolencia durante el dia, mostrando

una acrofase retardada, que caracteriza a los sujetos con cronotipo vespertino.
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La disminucién de la amplitud del ritmo es un cambio que se produce con la
edad por tanto es considerado como indicador de envejecimiento (776). Este parametro
tiende a ser alto en sujetos con un sistema circadiano saludable y que tienen estabilidad
en su rutina diaria, mientras que las amplitudes bajas han sido descritos en ancianos

(76) en enfermedades como Alzheimer (59, 76) y en obesidad (27).

En este estudio, las mujeres portadoras del alelo menor C mostraron amplitudes
en la onda media semanal de temperatura de la mufieca mas bajas en comparacién con
las mujeres TT, lo que sugiere un patréon circadiano mas envejecido. Ademas, en los
anélisis de la onda media semanal de las variables de actimetria y posicion, el indice de
Rayleigh fue menor en las mujeres C que en las TT, lo que significa un ritmo circadiano

menos estable.

En cuanto al anélisis de la variable TAP, el parametro IV fue significativamente
mayor en las mujeres con la variante génica C en comparaciéon con sus homoélogas TT,
esto indica una mayor fragmentacion del ritmo de reposo-actividad. Esta medida de la
fragmentaciéon es dependiente de alteraciones circadianas endbgenas y en trabajos
anteriores se ha mostrado que el IV se asocia de forma moderada con bienestar
funcional, social y emocional. Asi, un incremento de este parametro esta asociado a

demencia, deterioro cognitivo, etc. (62).

Ademas el aumento IV también se ha relacionado en otros trabajos con
obesidad (27) y envejecimiento (76), probablemente debido a las siestas diurnas y
despertares nocturnos de las personas mayores. Por otro lado este aumento de la IV se
ha asociado con una disminucion en la amplitud de la ritmicidad diaria de melatonina

(27), una senal biol6gica de CD (8).
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El valor minimo de temperatura de la muneca durante 10 horas consecutivas
(L10) también fue significativamente mayor en los individuos C que en los TT. Un
incremento de temperatura de la piel se ha relacionado con vasodilatacion por
activacion parasimpatica y con estados de somnolencia (60). Aunque las diferencias en
los valores medios de temperatura entre los sujetos C y TT puedan parecer
insignificantes (0,3 °C), esta pequena diferencia parece ser suficiente para perturbar el
ritmo circadiano. De hecho la inducciéon de un ligero aumento (0,4°C) en la
temperatura de la piel suprime la vigilia nocturna e induce a etapas mas profundas de

sueno (77).

De todas las variables circadianas analizadas, el CFI es un indice muy adecuado
porque integra tres parametros circadianos, cada uno de los cuales suministra
informacién complementaria sobre el sistema circadiano: IV, amplitud y estabilidad
interdiaria (IS). Este indice nos permite clasificar a los sujetos en funciéon de su salud
circadiana (47) y su valor oscila entre 0 (ruido gaussiano) y 1 (onda sinusoidal). En
general, el CFI de temperatura fue bajo en las mujeres C y TT de nuestro estudio y
oscilo entre 0,57 (mejor) y 0,33 (peor) (datos no presentados), lo que indica una menor
robustez del ritmo circadiano en ambos grupos de mujeres si los comparamos con los
sujetos sanos en los que el CFI del ritmo de temperatura de la mufieca oscil6 entre 0,73
a 0,43 (47). Estas diferencias entre los sujetos del estudio y los valores de referencia
pueden ser debido a la obesidad moderada de las mujeres que participaron en nuestro
estudio. Ademas, el CFI fue menor en las mujeres portadoras C que en sus homologas
TT.

Es de destacar que al realizar el analisis de la variable posicion, la acrofase
mostré un retraso de fase significativo en las portadoras del alelo menor C en
comparacion con las no portadoras (TT). Por otra parte, el momento medio obtenido de

5 horas consecutivas de valores mas bajos (TL5) de la variable TAP fue también mas
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tardio en las mujeres C. Este retraso de fase también fue evidente cuando analizamos
las diferentes ondas medias de las mujeres estudiadas. De hecho, los sujetos C
tendieron a comenzar su actividad mas tarde en la manana, presentando ademas
estados de somnolencia durante la manana, mientras que los TT eran mas activos tal y
como se refleja consistentemente en los cronogramas obtenidos a partir de la

temperatura, la actividad, la posicion y el TAP.

Investigaciones previas muestran que sujetos sanos portadores del alelo 3111C
presentan una preferencia significativa por la tarde-noche, segin las puntuaciones
obtenidas mediante el cuestionario de Horne-Ostberg, los portadores C mostraron un
retraso de fase de 10 a 44 min respecto del momento de ir a dormir y de iniciar su
actividad por la mafiana (778). Resultados similares fueron encontrados por Benedetti et
al (79) en sujetos deprimidos, donde midieron los niveles de actividad de los sujetos
mediante actimetria, aunque so6lo se registr6 durante un dia y en condiciones de
laboratorio, hecho que puede no reflejar su comportamiento habitual. En ese mismo
estudio los sujetos homocigotos TT tendieron a disminuir su actividad después de la
cena hasta el momento de acostarse, mientras que los portadores del alelo menor C
tendieron a aumentarla. Una situacién que no estaba presente en nuestro estudio. Sin
embargo, no ha habido réplicas de su hallazgo (80, 81), lo que subraya la necesidad de

una mayor investigacion en relacion con este SNP.

Nuestros datos confirman las preferencias por la tarde-noche de los portadores
del alelo menor C, como lo demuestra (a) el cuestionario Horne-Ostberg, (b) la fase
tardia de la actividad, posicion y TAP presentes en sus ondas medias y (c) la tendencia a

levantarse mas tarde en la mafiana (obtenida del registro diario de reposo/actividad).
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Ademas, nuestros resultados muestran asociaciones significativas entre la disminuciéon
de la amplitud, vespertinidad (retraso de fase) y el aumento de la fragmentacion de los

ritmos, todos estos rasgos que caracterizan CD en individuos vespertinos.

Sin embargo, los resultados derivados de nuestro estudio, indican que el
deterioro del sistema circadiano de las mujeres C no fue una consecuencia de cambios
en la ingesta de alimentos o de una menor calidad del suefio, segin se deduce de los

registros de alimentos y los datos de polisomnografia domiciliaria.

Particularmente relevante fueron los datos derivados del TAP, tal y como
mencionamos con anterioridad, integra las variables de temperatura, actividad y
posicion y ademés reduce la presencia de artefactos; por lo tanto, es considerado una
herramienta adecuada para evaluar el estado del sistema circadiano en humanos. Los
resultados obtenidos de la variable TAP indican que las mujeres portadoras del alelo
menor presentan alteraciones en la ritmicidad circadiana que podrian explicar la
predisposicion de las portadoras C del gen CLOCK 3111 a sufrir obesidad (82) e incluso

el cancer, (83), asi como menor éxito en la pérdida de peso (9, 81, 82).

En resumen, variantes genéticas en 3111T CLOCK T/C muestran unos ritmos
circadianos menos robustos si los comparamos con sus homoélogos TT y una acrofase
retrasada, que caracteriza a los sujetos de tipo vespertino. Apoyamos la idea de que
identificar genotipos CLOCK en los pacientes puede ayudar a los terapeutas en la

caracterizacion de las raices del problema metaboélico.
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V.-CONCLUSIONES.

[1] Evidenciamos que las mujeres con peor repuesta a un tratamiento de pérdida de peso
presentan un ritmo diario de temperatura periférica fragmentado y aplanado, con un
pico postprandial atenuado y una funciéon circadiana debilitada. Estas
perturbaciones encontradas en estos individuos son caracteristicas de un sistema
circadiano envejecido. Proponemos el estudio de la salud circadiana al inicio de un

tratamiento de pérdida de peso como un buen indicador del éxito de la intervencion.

[2] Un retraso de tres horas y media en la hora de la comida principal del dia (almuerzo
en Espana) provoca alteraciones metabolicas, tales como, disminucion de la
tolerancia a la glucosa durante el periodo postprandial y una disminucion del gasto
energético en reposo antes de la comida. Hechos que podrian ayudar a explicar el

efecto diferencial de una alimentacién temprana y tardia.

[3] Confirmamos que alteraciones en los sincronizadores del marcapasos central, como
cambios en el horario de la comida principal del dia, provoca alteraciones en los
ritmos de salida de dicho marcapasos, dando lugar a perturbaciones circadianas en
los ritmos diarios de temperatura periférica y cortisol, que pueden contribuir a

explicar la menor pérdida de peso encontrada en los comedores tardios.

[4] Demostramos que individuos portadores del SNP CLOCK 3111T/C presentan ritmos
circadianos menos robustos en comparaciéon con sus homologos TT, mostrando
ademdas una acrofase retrasada, caracteristica de los sujetos de tipo vespertino.
Estos hechos podria ayudar a explicar la peor respuesta de los portadores C a los
tratamientos de pérdida de peso. Apoyamos la idea de que identificar genotipos
CLOCK en los pacientes puede ayudar a los terapeutas en la caracterizacion de las

raices del problema metabolico y a su posterior tratamiento.
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[5] El uso de la nutrigenética, junto con técnicas cronobiologicas tales como analisis de
temperatura, actividad motora, posicion del cuerpo y suefio, pueden ser de gran

utilidad en la prediccién del éxito de los tratamientos de pérdida de peso.

Conclusion General.

La evaluacion de la salud circadiana del individuo es una herramienta ttil en el
diagnostico y tratamiento de la obesidad. El estudio de los ritmos circadianos al inicio de
un tratamiento de pérdida de peso y la deteccidon precoz de alteraciones tanto en el
marcapasos central debidas al genotipo, asi como en los sincronizadores externos de
relojes periféricos como es el horario de comida, proporcionan valiosa informacién sobre

la capacidad de respuesta del individuo a un tratamiento de pérdida de peso.

En este sentido, la caracterizacion cronobiologica del individuo, mediante
genotipado, y técnicas de mediciéon de ritmos circadianos tales como la temperatura
periférica, la actimetria y la posicion se muestra como una estrategia novedosa,
coadyuvante tanto para el diagnéstico de la obesidad como para la eficacia de la

intervencion.
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accepted for publication in the International Journal of Obesity.

Thank you for submitting your work to the International Journal of Obesity.

Yours sincerely

Richard L. Atkinson, M.D.

Editor, International Journal of Obesity
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1.3.-ARTICULO 3:
”Differences in circadian rhythmicity in CLOCK 3111T/C genetic variants in
moderate obese women as assessed by Thermometry,Actimetry and Body

Position (TAP)”.

Asunto: 20121J000991R Decision Letter

Fecha: Mon, 8 Oct 2012 04:50:55 -0400

De: jjo@nature.com

Para: garaulet@um.es

Manuscript Number: 20121J000991R

Title: Differences in circadian rhythmicity in CLOCK 3111T/C genetic variants in
moderate obese women as assessed by Thermometry, Actimetry and Body Position
(TAP).

Corresponding Author: Prof Garaulet

Dear Prof Garaulet,

I am very pleased to inform you that your above mentioned manuscript has now been
accepted for publication in the International Journal of Obesity.

Thank you for submitting your work to the International Journal of Obesity.

Yours sincerely

Richard L. Atkinson, M.D.

Editor, International Journal of Obesity

2.-Indice de Impacto de las revistas

International Journal of Obesity. Factor de impacto 5.386 , situada como la

principal revista de obesidad en la categoria Nutriciéon y Dietética
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ANEXO I1

1.-Cuestionarios

1.1.-Cuestionario Internacional de Actividad Fisica

Nombre y apellidos: Cadigo:
Fecha: p
CUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ACTIVIDAD FISICA

Las preguntas se referiran acerca del tiempo que usted utiliz6 siendo fisicamente
activo(a) en los altimos 7 dias. Por favor responda cada pregunta atn si usted no se
considera una persona activa. Por favor piense en aquellas actividades que usted hace
como parte del trabajo, en el jardin y en la casa, para ir de un sitio a otro, y en su
tiempo libre de descanso, ejercicio o deporte.

Piense acerca de todas aquellas actividades vigorosas y moderadas que usted realizo
en los altimos 7 dias. Actividades vigorosas son las que requieren un esfuerzo fisico
fuerte y le hacen respirar mucho mas fuerte que lo normal. Actividades moderadas
son aquellas que requieren un esfuerzo fisico moderado y le hacen respirar algo mas
fuerte que lo normal.

PARTE 1: ACTIVIDAD FISICA RELACIONADA CON EL TRABAJO

La primera seccion es relacionada con su trabajo. Esto incluye trabajos con salario,
agricola, trabajo voluntario, clases, y cualquier otra clase de trabajo no pagado que
usted hizo fuera de su casa. No incluya trabajo no pagado que usted hizo en su casa, tal
como limpiar la casa, trabajo en el jardin, mantenimiento general, y el cuidado de su
familia. Estas actividades seran preguntadas en la parte 3.

1. ¢Tiene usted actualmente un trabajo o hace algin trabajo no pagado fuera de su
casa?

Si

No ‘b Pase a la PARTE 2: TRANSPORTE

Las siguientes preguntas se refieren a todas las actividades fisicas que usted hizo en los
ultimos 7 dias como parte de su trabajo pagado o no pagado. Esto no incluye ir y
venir del trabajo.

2. Durante los tultimos 7 dias, ¢Cuantos dias realizd usted actividades fisicas
vigorosas como levantar objetos pesados, excavar, construccion pesada, o subir
escaleras como parte de su trabajo? Piense solamente en esas actividades que
usted hizo por lo menos 10 minutos continuos.

dias por semana

Ninguna actividad fisica vigorosa relacionada con el trabajo —>
Pase a la pregunta 4
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No sabe/No esta seguro(a)

3. ¢Cuanto tiempo en total usualmente le toma realizar actividades fisicas vigorosas
en uno de esos dias que las realiza como parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

4. Nuevamente, piense solamente en esas actividades que usted hizo por lo menos 10
minutos continuos. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cuintos dias hizo Usted
actividades fisicas moderadas como cargar cosas ligeras como parte de su
trabajo? Por favor no incluya caminar.

dias por semana

No actividad fisica moderada relacionada con el trabajo >
Pase a la pregunta 6

5. ¢Cuanto tiempo en total usualmente le toma realizar actividades fisicas moderadas
en uno de esos dias que las realiza como parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

6. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cuantos dias caminé usted por lo menos 10 minutos
continuos como parte de su trabajo? Por favor no incluya ninguna caminata que
usted hizo para desplazarse de o a su trabajo.

dias por semana

Ninguna caminata relacionada con trabajo —
Pase a la PARTE 2: TRANSPORTE

7. ¢Cuanto tiempo en total pas6 generalmente caminado en uno de esos dias como
parte de su trabajo?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

PARTE 2: ACTIVIDAD FiSICA RELACIONADA CON TRANSPORTE

Estas preguntas se refieren a la forma como usted se desplaz6 de un lugar a otro,
incluyendo lugares como el trabajo, las tiendas, el cine, entre otros.

8. Durante los tltimos 7 dias, ¢Cuantos dias viajo usted en un vehiculo de
motor como un tren, bus, automévil, o tranvia?

103



AnNexos

0.

dias por semana

Usualmente, ¢Cuanto tiempo gasto usted en uno de esos dias viajando en un tren,
bus, automovil, tranvia u otra clase de vehiculo de motor?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Ahora piense tinicamente acerca de montar en bicicleta o caminatas que usted
hizo para desplazarse a o del trabajo, haciendo mandados, o para ir de un lugar a otro.

10.

11.

12.

Durante los altimos 7 dias, {Cuantos dias mont6 usted en bicicleta por al
menos 10 minutos continuos para ir de un lugar a otro?

dias por semana

Usualmente, ¢Cuanto tiempo gastdé usted en uno de esos dias montando en
bicicleta de un lugar a otro?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

Durante los altimos 7 dias, ¢Cuantos dias caminé usted por al menos 10 minutos
continuos para ir de un sitio a otro?

dias por semana

No caminatas de un sitio a otro =P  Pase ala PARTE 3:
TRABAJODEIA
CASA,
MANTENIMIENTO DE
LA CASA, Y CUIDADO
DE LA FAMILIA

13. Usualmente, ¢Cuanto tiempo gast6 usted en uno de esos dias caminando de

un sitio a otro?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

PARTE 3: TRABAJO DE LA CASA, MANTENIMIENTO DE LA CASA, Y
CUIDADO DE LA FAMILIA
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Esta seccion se refiere a algunas actividades fisicas que usted hizo en los Gltimos 7
dias en y alrededor de su casa tal como como arreglo de la casa, jardineria, trabajo en
el césped, trabajo general de mantenimiento, y el cuidado de su familia.

14.Piense unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo menos 10
minutos continuos. Durante los ultimos 7 dias, ¢Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas vigorosas tal como levantar objetos pesados, cortar madera,
palear nieve, o excavar en el jardin o patio?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica vigorosa en el jardin o patio >

Pase a la pregunta 16

15.Usualmente, ¢Cuénto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo actividades
fisicas vigorosas en el jardin o patio?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

16.Nuevamente, piense iinicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo
menos 10 minutos continuos. Durante los tiltimos 7 dias, ¢Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas moderadas tal como cargar objetos livianos, barrer, lavar
ventanas, y rastrillar en el jardin o patio?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada en el jardin o patio —
Pase a la pregunta 18

17.Usualmente, ¢Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo actividades
fisicas moderadas en el jardin o patio?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

18.Una vez mas, piense tnicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo
menos 10 minutos continuos. Durante los tltimos 7 dias, {Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas moderadas tal como cargar objetos livianos, lavar ventanas,
estregar pisos y barrer dentro de su casa?

dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada dentro de la casa —
Pase a la PARTE 4:
ACTIVIDADES FiSICAS
DE RECREACION,
DEPORTE Y TIEMPO
LIBRE
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19.Usualmente, ¢Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo actividades
fisicas moderadas dentro de su casa?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

PARTE 4: ACTIVIDADES FiSICAS DE RECREACION, DEPORTE Y TIEMPO
LIBRE

Esta seccion se refiere a todas aquellas actividades fisicas que usted hizo en los
ultimos 77 dias tnicamente por recreacion, deporte, ejercicio o placer. Por favor no
incluya ninguna de las actividades que ya haya mencionado.

20.Sin contar cualquier caminata que ya haya usted mencionado, durante los tltimos
7 dias, ¢Cuéntos dias caminé usted por lo menos 10 minutos continuos en su
tiempo libre?
dias por semana

Ninguna caminata en tiempo libre > Pase a la pregunta 22

21.Usualmente, ¢Cuénto tiempo gastd usted en uno de esos dias caminando en su
tiempo libre?
horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

22 Piense Unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo menos 10
minutos continuos. Durante los dltimos 7 dias, {Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas vigorosas tal como aerdbicos, correr, pedalear rapido en
bicicleta, o nadar rapido en su tiempo libre?

dias por semana

Ninguna actividad fisica vigorosa en tiempo libre —
Pase a la pregunta 24

23.Usualmente, ¢Cuénto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo actividades
fisicas vigorosas en su tiempo libre?

horas por dia
minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)

24.Nuevamente, piense Unicamente acerca de esas actividades fisicas que hizo por lo
menos 10 minutos continuos. Durante los tiltimos 7 dias, ¢Cuantos dias hizo usted
actividades fisicas moderadas tal como pedalear en bicicleta a paso regular, nadar
a paso regular, jugar dobles de tenis, en su tiempo libre?
dias por semana

Ninguna actvidad fisica moderada en tiempo libre —
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Pase a la PARTE 5: TIEMPO DEDICADO A ESTAR
SENTADO(A)

25.Usualmente, ¢Cuanto tiempo dedica usted en uno de esos dias haciendo actividades
fisicas moderadas en su tiempo libre?

horas por dia

minutos por dia

No sabe/No esta seguro(a)
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1.2.-Cuestionario de matutinidad-vespertinidad

VERSION CASTELLANA DEL CUESTIONARIO DE MATUTINIDA-
VESPERTINIDAD DE HORNE Y OTSBERG

Nombre y apellidos:
Codigo: Fecha:

PROCEDIMIENTO.

A continuacion, individualmente, debera contestar el cuestionario de Horne y
Ostberg para conocer el grado de matutinidad-vespertinidad de cada sujeto. Se trata del
cuestionario mas ampliamente utilizado para conocer las tendencias comportamentales
de las personas.

INSTRUCCIONES.

- Antes de contestar cada pregunta léala atentamente, por favor.

- Conteste a todas las preguntas.

- Conteste las preguntas consecutivamente una tras otra.

- Debe contestar cada pregunta independientemente de las demés. No vuelva atras
para verificar sus respuestas.

- Todas las preguntas contienen respuestas preestablecidas. En cada pregunta
ponga una cruz al lado de una sola respuesta. Algunas preguntas muestran una
escala, en este caso ponga una cruz en el lugar apropiado de la escala.

- -Conteste con toda sinceridad. Tanto las respuestas como los resultados se
mantendran en estricta reserva.

- -Si lo desea, puede escribir comentarios en el espacio existente debajo de cada
pregunta.

1. Si solo pensaras en cuando te sentirias mejor y fueras totalmente libre de
planificarte el dia. ¢A qué hora te levantarias?

O Entre las 5y 6: 30 de la manana.
OO0 Ente las 6:30y las 8.

O Entre las 8 y 9:30 de la mafiana.
O Entre las 9:30 y 11 de la manana.
OO0 Entrelas 11ylas 12.

=N WSRO

2. Si s6lo pensaras en cuando te sentirias mejor y fueras totalmente libre de
planificarte el dia. ¢A qué hora te acostarias?

O Alas 8 - gp.m.

O Alas 9-10:30 p.m.

O Alas 10:30-12:30 p.m.
O Alas12:301:30 p.m.
O Alas1:30-3 p.m.

=N WS~ O
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3. Para levantarte por la manana a una hora especifica. ¢Hasta qué punto necesitas
que te avise el despertador?

4 [ No lo necesito.

3 [ Lo necesito poco.

2 [ Lo necesito bastante.
1 O Lo necesito mucho.

4. En circunstancias ambientales normales. ¢Qué tal te resulta levantarte por las
mafanas?

1 [ Nada facil.

2 [ No muy facil.

3 [ Bastante facil.

4 0O Muy facil.

5. Una vez levantado por las mananas. ¢Qué tal te encuentras durante la primera
media hora?
1 [ Nada alerta.
2 [J Poco alerta.
3 [ Bastante alerta.
4 O Muy alerta.

6. Una vez levantado por las mafanas. ¢Coémo es tu apetito durante la primera
media hora?

1 [0 Muy escaso.

2 [] Bastante escaso.

3 [ Bastante bueno.

4 O Muy bueno.

7. Una vez levantado por las mananas. ¢Qué tal te sientes durante la primera media
hora?

1 O Muy cansado.

2 [ Bastante cansado.

3 [ Bastante descansado.
4 O Muy descansado.

8. Cuando no tienes compromisos al dia siguiente. ¢A qué hora te acuestas en
relacion con tu hora habitual?

4 [ Raramente o nunca mas tarde.
3 [ Menos de 1 hora mas tarde.

2 [ De1 a2 horas mas tarde.

1 [ Mas de 2 horas mas tarde.

0. Has decidido hacer un poco de ejercicio fisico. Un amigo te propone hacerlo una
hora dos veces por semana y segtin €l la mejor hora seria de 7 a 8 de la mafiana.
¢Coémo crees que te encontrarias?

4 [ Estaria en buena forma.
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10.

3 [ Estaria en una forma aceptable.
2 [ Me resultaria dificil.
1 O Me resultaria muy dificil.

¢A qué hora de la noche te sientes cansado y como consecuencia necesitas

dormir?

11.

12.

13.

14.

15.

O Alas 8-9 p.m.

O Alas 9-10:30 p.m.

O Alas 10:30 pm -12:30 am
O Ala1-2 am.

O Alas 2-3 am.

=N WSRO

Quieres estar en tu punto maximo de rendimiento para una prueba de dos horas
que va a ser mentalmente agotadora. Siendo totalmente libre de planificar el dia y
pensando s6lo en cuando te sentirias mejor. ¢Qué horario eligirias?

6 [ De 8 a10 de la manana.

4 0O De 11 de la manana a 1 del mediodia.
2 [ De3as5delatarde.

1 O De 7 delatarde a 9 de la noche.

Si te acostaras a las 11 de la noche. éQué nivel de cansancio notarias?

0 [ Ningtn cansancio.
2 [ Algan cansancio.
3 [ Bastante cansancio.
5 O Mucho cansancio.

Por algin motivo te has acostado varias horas mas tarde de lo habitual, aunque al
dia siguiente no has de levantarte a ninguna hora en particular. {Cuando crees
que te despertarias?

4 0O Alahora habitual y ya no dormiria mas.
3 O Alahora habitual y luego dormitaria.

2 [ Alahora habitual y volveria a dormirme.
1 [0 Mas tarde de lo habitual.

Una noche tienes que permanecer despierto de 4 a 6 de la madrugada debido a
una guardia nocturna. Sin tener ningin compromiso al dia siguiente, ¢qué
preferirias?

1 [ No acostarme hasta pasada la guardia.

2 [ Echar un suefiecito antes y dormir después.

3 0O Echar un buen suefio antes y un suenecito después.
4 0O Hacer toda la dormida antes de la guardia.

Tienes que hacer dos horas de trabajo fisico pesado. Eres totalmente libre para
planificarte el dia. Pensando s6lo en cuando te sentirias mejor, équé horario
escogerias?
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4 0O De 8 a 10 de la manana.

3 [ De 11 de la manana a 1 del mediodia.
2 [ De3as5delatarde.

1 O De7delatarde a 9 de la noche.

16. Has decidido hacer ejercicio fisico intenso. Un amigo te sugiere practicar una
hora dos veces por semana de 10 a 11 de la noche. ¢Como crees que te sentaria?

1 [ Estaria en buena forma.

2 [ Estaria en una forma aceptable.
3 O Me resultaria dificil.

4 0O Me resultaria muy dificil.

17. Imaginate que puedes escoger tu horario de trabajo. Supon que tu jornada es de
CINCO horas (incluyendo los descansos) y que tu actividad es interesante y
remunerada segin tu rendimiento. éQué CINCO HORAS CONSECUTIVAS
seleccionarias? ¢Empezando en qué hora?

123456780910111213141516 1718192021 22 230

O Entre las 12 p.m. y las 3 a.m.
O Entre las 3 a.m. y las 7 a.m.
O Alas7y

O Entrelas 8 am.yla1p.m.
O Entrelas 1 p.m. ylas 5 p.m.
0 Entre las 5 p.m. y las 12 p.m.

=N WS~ O

18. ¢A qué hora del dia crees que alcanzas tu cota maxima de bienestar?

O Entre las 12 p.m. y las 4 a.m.
O Entrelas 4 a.m. ylas 7 a.m.
O Entre las 7a.m. ylas 9 a.m.
O Entre las 9 a.m. y las 4 p.m.
O Entre las 4 p.m. ylas 9 p.m.
O Entre las 9 p.m. ylas 12 p.m.

=N WSRO

19.Se habla de personas de tipo matutino (que se encuentran mas activas por la mafiana)
y vespertino (que se sienten mas activas por la noche). ¢Cuél de estos tipos te consideras
ser?

6 [ Un tipo claramente matutino.

4 0O Un tipo mas matutino que vespertino.
2 [ Un tipo mas vespertino que matutino.
0 [ Un tipo claramente vespertino.
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2.-Registro diario de sueio

Nombre y apellidos:

Cadigo:

Fecha:

Dia

SUENO NOCTURNO

SIESTA

HORARIO DE
COMIDAS

OBSERVACIONES

INIC

FINAL

DURAC

INIC

FINAL

DURAC

HORARIO DE
INICIO

DEs
COMIDA
CENA

DEs
COMIDA
CENA

DEs
COMIDA
CENA

DEs
COMIDA
CENA

DEs
COMIDA
CENA

DEs
COMIDA
CENA

DEs
COMIDA
CENA

DEs
COMIDA
CENA

DEs
COMIDA

CENA
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3.-Registro diario de consumo de alimentos.

Dia 1 Alimentos Cantidad (g)

Desayuno
Hora inicio
Hora final

Numero Comensales
Lugar

Almuerzo
Hora inicio
Hora final

Numero 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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4.- Ficha de paciente

Datos del paciente

edad

Cédigo de paciente

1- Antropometria:

Altura (m) Peso 1°dia (Kg) Peso 4°dia (kg) Fecha de la ultima
menstruacion
1°medida 2%nedida 3%°medida media
cintura (cm)
(nivel del
ombligo)
cadera (cm)
(perimetro
gluteofemoral)
2- Composicion corporal: Multifrequency bioimpedance
% masa Kg masa % Masa Kg Masa % Agua Kg Agua
grasa grasa Magra Magra total total
3.-Momento (hh:mm) de las mediciones:
Orina 12:00 16:00 20:00
Envase1 Envase 2 Envase 3
Calorimetria
Glucosa (mg/dl)
Go G1 G2 G3 G4 G5
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5.-Toma de muestras de saliva

MUESTRAS DE SALIVA

Las muestras de saliva hay que tomarlas solamente 1 dia. Para ello se utiliza un salivete.

Un salivete consta de 4 partes:

1) Tapén: Se debe de cerrar bien, es decir que quede
1 herméticamente cerrado evitando asi las pérdidas de la muestra

= recogida por evaporacion.

2) Torunda: Es un cilindro de algodon compacto, el cual debe ser

introducido en la boca y humedecido con saliva.

' D 3) Tubo de plastico pequeino: La primera funda de pléstico que

nos encontramos, y es en esta donde se debe introducir el algodon.

4) Tubo de plastico grande: Es el contenedor de plastico donde

se introduce el tubo de plastico 3.

3
Para recoger la muestra basta con introducir la torunda (2) en la
boca, entre la encia y la mejilla durante unos 30 segundos. Lo
suficiente como para que quede empapado de saliva.

4 Una vez humedecido se introduce la torunda en el tubo pequetio (3)

y se pone el tapdn (1), asegurandonos de cerrarlo bien. Después
se introduce todo en el tubo grande (4) y se guarda en la nevera (NO
EN EL CONGELADOR), envuelto en papel de plata.

La toma debe ser antes de las comidas o una hora después de haber comido. Para

facilitar la toma enjuagar con agua fria antes de la toma.
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Recogida de muestras de saliva:

HORA MUESTRA
e Tomar la muestra en oscuridad si es posible o con luz
= de baja intensidad (No blanca). Mejor si estamos
= separados de la fuente de luz.
01:00h
Haber comido y bebido al menos una hora antes de
la toma
9:00h
Antes de comer
13:00
= Haber comido y bebido al menos una hora antes de
E\_ 4 la toma
23:00

ENVOLVER EN PAPEL DE ALUMINIO Y GUARDAR EN FRIGORIFICO EN
POSICION VERTICAL HASTA EL DIA DE ENTREGA.
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