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Resumen

Es fundamental desarrollar un sistema que detecte la fase endégena de forma sencilla, ya que las actuales
técnicas implican cuantificacion de melatonina o monitorizacion de temperatura central mediante sondas
rectales. En este trabajo se validé un sistema de registro ambulatorio. Las variables monitorizadas, durante
10 dias en 13 sujetos, fueron temperatura periférica, mediante un sensor en la mufieca; actividad y posicion,
utilizando un actimetro en el brazo; y luz, mediante un sensor colgado alrededor del cuello. Se obtuvo el
marcador de fase estandar dim light melatonin onset (DLMO) en saliva para evaluar la precision de las demas
variables. Ademas, rellenaron un diario de suefio que evaluo la probabilidad de suefo y los cuestionarios de
matutinidad-vespertinidad (Horne-Ostberg), de calidad de suefo (Pittsburgh) y de somnolencia (Epworth)
para evaluar la preferencia diurna y su influencia en la calidad del suefio.

El aumento vespertino de la temperatura periférica se produjo con anterioridad a la elevacién de
melatonina; el descenso en la actividad, la posicion, la variable compuesta TAP, y el aumento en la
probabilidad de suefio, con posterioridad al incremento de melatonina. Las puntuaciones de los cuestionarios
de matutinidad-vespertinidad y calidad del suefio mostraron alta correlacion con el DLMO, confirmando que
DLMO tardios implican mayor vespertinidad y peor calidad del suefo.

Este método permite detectar de manera precisa la fase del sistema circadiano sin modificar los
hébitos de vida. Los nuevos marcadores de fase propuestos basados en el ritmo de temperatura periférica
(WTOn and WTiO) serian adecuados en ambitos clinicos en los que es fundamental conocer la fase
circadiana del sujeto, como en la cronoterapia del cancer y en la luminoterapia.

Abstract

It is important to develop a system able to detect the endogenous circadian phase easily, since current
techniques imply quantification of hormones or monitorization of central temperature by rectal probes. In this
work, a new ambulatory circadian monitoring system was validated. The variables were recorded for 10 days
in 13 healthy subjects, and they were: peripheral temperature, by means of a sensor located on the ventral
side of the wrist; motor activity and position, by an actimeter on the arm; and light exposure, using a pendant
sensor. DLMO was also obtained in saliva to evaluate the accuracy of the rest of variables to asses the
circadian phase. Besides, they completed a sleep log to obtain the sleep probability and Horne-Ostberg
morningness-eveningness, Pittsburgh Sleep Quality Index and Epworth Sleepiness Scale questionnaires to
evaluate diurnal preference and its influence in sleep quality.

The evening increase in peripheral temperature anticipated the evening increase in melatonin; while
the decrease in motor activity, position and TAP, and the increase in sleep probability took place after the
increase in melatonin levels. The score of morningness-eveningness and sleep quality questionnaires showed
high correlations with DLMO, confirming that late DLMO indicate higher eveningness and worse sleep quality.

This method allows accurately detecting the circadian phase without modifying subjects life style. The
proposed new phase markers based on wrist temperature rhythm (WTOn and WTiO) would be appropriate in
Clinics when it is important to know the subject circadian phase, like in cancer chronotherapy or light therapy.

Palabras clave: temperatura periférica, actimetria, posicién corporal, preferencia diurna, test Horne-Ostberg,
dim light melatonin onset
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Introduccion

El sistema circadiano es una estructura jerarquicamente organizada responsable de generar los
ritmos circadianos. En mamiferos esta dirigido por un marcapasos circadiano localizado en el
nucleo supraquiasmatico (NSQ). Este permite a los organismos adaptar su fisiologia anticipandose
a los cambios ambientales diarios en lugar de respondiendo a ellos.

En humanos, los ritmos circadianos se observan en variedad de procesos moleculares,
fisiologicos y psicolégicos, como la expresion de genes, la temperatura corporal, ritmo cardiaco,
produccion de melatonina; asi como en el suefio, el estado de animo y las funciones cognitivas
(para una revision, consultar Schmidt et al. 2007).

Bajo condiciones naturales, los ritmos circadianos estan sincronizados al ciclo luz-oscuridad
(Roenneberg et al. 2003). Este ha aportado una buena sefal temporal durante millones de afnos,
hasta que la reciente “sociedad 24 horas” ha fomentado la exposicién a ambientes artificialmente
iluminados durante dia y noche (trabajo a turnos, desplazamiento del tiempo de ocio hacia la
noche...).

Ello produce continuos desplazamientos de fase y favorece el desajuste entre el orden
temporal interno y las sefiales ambientales. La disrupcion repetida del sistema circadiano o
cronodisrupcion (CD) (Reiter et al. 2007; Erren et al. 2010) se ha asociado a problemas de salud
como el sindrome metabdlico (Reiter et al. 2011; Garaulet and Madrid 2010), enfermedades
cardiovasculares (Knutsson & Boggild 2000), deterioro cognitivo (Cho et al. 2000), y mayor
incidencia de cancer de mama (Schernhammer et al. 2001; Davis et al. 2001), colorrectal
(Schernhammer et al. 2003) y de préstata (Kubo et al. 2006; Conlon et al. 2007), entre otras
enfermedades.

La posibilidad de detectar la fase circadiana en un individuo permitiria evaluar la gravedad
de su CD y diagnosticar problemas de suefio relacionados con el sistema circadiano (Pandi-
Perumal et al. 2007) aplicando medidas para contrarrestar el desajuste entre la hora interna y
externa; por ejemplo, adaptando el horario de los trabajadores a turnos a su cronotipo,
personalizando la cronoterapia en pacientes de cancer (Lévi & Okyar 2011), u optimizando el
tratamiento con luminoterapia (Sharkey et al. 2011; Dewan et al. 2011; Zeitzer et al. 2012).

Se han desarrollado cuestionarios para estimar el cronotipo (Munich ChronoType
Questionnaire) (Roenneberg et al. 2003) o la preferencia diurna (Horne-Ostberg morningness-
eveningness Questionnaire (Horne & Ostberg 1976)). Sin embargo, su precisién depende de la
capacidad de autoexamen, de la buena memoria, y de la capacidad del sujeto para completarlos
correcta y honestamente (siendo menos Utiles en el caso de personas con deterioro cognitivo).
Ademas de estos procedimientos subjetivos, también se ha utilizado la medida de ciertas variables
como marcadores circadianos para caracterizar la fase circadiana del sujeto. Por ejemplo, el ritmo
de temperatura central (TC), el ritmo de actividad-reposo, o el de secrecion de cortisol y
melatonina, siendo este ultimo el estandar para detectar la fase circadiana (Benloucif et al. 2008;
Arendt 2003).

El pardmetro mas usado es el DLMO (Dim Light Melatonin Onset) (Lewy & Sack 1989; Lewy
et al. 1999) que, aunque puede determinarse mediante un protocolo en el domicilio, requiere la
participacién activa del sujeto y la modificacion de su rutina (requiere condiciones de iluminacion
tenue y control de la postura). Ademas, cuantificar hormonas es relativamente caro y requiere un
laboratorio especializado. La monitorizacién de la TC tiene el inconveniente de que es mas sensible
a efectos enmascarantes y ademas requiere el uso de sondas rectales o ingeridas (Teunissen et al.
2012).

El ritmo de actividad-reposo se ha usado para evaluar el ritmo suefno-vigilia, pero también
presenta sus propios artefactos, como la retirada temporal del sensor, movimientos del compariero
de cama, movimientos durante un viaje en coche, etc. (Sadeh & Acebo 2002; Acebo & Lebourgeois
2002).

Recientemente nuestro grupo propuso la temperatura de la piel a nivel de la mufneca (del
inglés, wrist temperature, WT) como un posible método para evaluar la fase circadiana en
condiciones de vida libre, ya que la WT aumenta durante periodos de descanso asociado al suefio,
y disminuye durante periodos de actividad (Sarabia et al. 2008). Este ritmo de temperatura es, en
parte, el resultado de un balance alternado entre activacién parasimpatica (vasodilatacién) y
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simpatica (vasoconstriccion) sobre los vasos sanguineos de la piel periférica, dirigidos por el reloj
situado en el NSQ (Krauchi2007; Lack et al. 2008; Morris et al. 2009). Sin embargo, cuando se
emplea aislada, su precision disminuye por factores enmascarantes como la temperatura ambiental
y la postura.

Ya que todas las variables aisladas pueden estar enmascaradas en mayor o menor grado y
presentar distintos artefactos, se han desarrollado nuevas aproximaciones para evitarlo en lo
posible, como las técnicas de monitorizacion circadiana multicanal (Kolodyazhniy et al. 2011) y los
algoritmos integrados, como el TAP (combinacion de WT, actividad motora y postura) (Ortiz-Tudela
et al. 2010). Sin embargo, todavia no se ha encontrado un sistema preciso, simple y asequible para
detectar la fase circadiana en humanos en condiciones de vida libre para su uso en la préactica
clinica.

Asi, el objetivo del presente trabajo fue optimizar un procedimiento para estimar la fase
circadiana en humanos en condiciones de vida libre, mediante cuestionarios y la monitorizacion
ambulatoria de la exposicion a luz, temperatura de la piel a nivel de la mufieca, actividad motora,
posicion corporal, comparando, por primera vez, con el marcador circadiano estandar DLMO.

Material y métodos

Sujetos
Los sujetos de estudio fueron 13 voluntarios no fumadores (7 hombres, 6 mujeres) entre 19 y 35
anos (27,2 + 1,5 afnos). Mostraron patrones normales de suefio, no tenian problemas médicos ni
eran dalténicos, y no estaban tomando ninguna medicacion que pudiera afectar a los ritmos
circadianos. Ninguno era trabajador a turnos, ni habia cruzado mas de dos zonas horarias en los
meses previos al estudio.

Los voluntarios recibieron la informacién apropiada acerca del protocolo, firmaron una hoja
de consentimiento informado, y fueron compensados por su participacion. Este proyecto cumplié
con los principios establecidos en la Declaracion de Helsinki.

Dispositivos de monitorizacion ambulatoria

A los voluntarios se les indicé que mantuvieran sus habitos de vida durante 10 dias. Llevaron un
sistema no invasivo de monitorizacion circadiana ambulatoria (MCA), que registr6é las siguientes
variables: temperatura de la piel a nivel de la muieca (WT), actividad motora (A), posicion corporal
(P) y exposicion a la luz (L). Las medidas comenzaron un viernes, entre las 12:00 horas y las 18:00
horas. Ademas, los participantes fueron completando un diario de suefo.

El ritmo de WT se registr6 de manera continua durante 10 dias, mediante un sensor de
temperatura que almacené los datos internamente (Thermochron iButtonDS1921H, Dallas, Maxim),
con una sensibilidad de 0,125 °C y programado para tomar un dato cada 10 minutos. Se adhirié a
una mufiequera de algoddn, con la superficie del sensor en contacto con la parte ventral de la
mufeca, a la altura de la arteria radial de la mano no dominante (Sarabia et al. 2008).

Los ritmos de A y P se obtuvieron mediante un actimetro (HOBO, Pendant G Acceleration
Data Logger UA-004-64, Massachusetts, USA) situado en el brazo no dominante por medio de un
brazalete deportivo, con su eje X paralelo al humero (Ortiz-Tudela et al. 2010). El dispositivo fue
programado para tomar un dato cada 30 segundos. La informacién almacenada se transfirié a
través de una base compatible con USB (MAN-BASE-U-4, HOBO, Massachusetts, USA) a un
ordenador, utilizando el software HOBOware 2.2.

La A se expresé como la tasa de cambio en grados por minuto; y la P fue calculada como el
angulo entre el eje X del actimetro y el plano horizontal. Asi, P oscil6 entre 0° en el caso de maxima
horizontalidad, y 90° para la maxima verticalidad (Ortiz-Tudela et al. 2010).

Ademas, todos los sujetos llevaron un sensor de luz, que almacené los datos (HOBO
Pendant Temperature/Light Data Logger UA-002 64, Onset Computer, Bourne, HOBO,
Massachusetts, USA), en un corddn anudado al cuello, sobre la ropa durante las horas de vigilia, y
dejandolo en la mesilla de noche mientras dormian (Martinez-Nicolas et al. 2011).
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Test DLMO y cuantificacion de melatonina

Una de las tardes del estudio (miércoles), se le pidi6 a los voluntarios que se quedaran en su casa
sentados en condiciones de luz tenue (por ejemplo, una lamparita en la esquina opuesta de la
habitacién), empezando a las 18:30 h. A partir de las 19:00, y cada media hora, fueron tomando
una muestra de saliva hasta una hora después de su hora habitual de irse a dormir (modificado de
Pullman et al. 2012); revisidn, ver Pandi-Perumal et al. (2007).

Fueron guardando las muestras en el congelador hasta que las trajeron al laboratorio en
bolsas térmicas con hielo. La concentracién de melatonina en la saliva de los sujetos se cuantifico
mediante radioinmunoensayo (Stockgrand Ltd., University of Surrey, Guildford, UK), con un limite
de deteccion de 0,44 pg/ml. Los coeficientes de variacion intraensayo fueron 6,1, 0,3 y 6,9 % para
el rango bajo (10,4 = 0,6 pg/ml), medio (34,7 £ 0,1 pg/ml) y alto (66,7 * 4,6 pg/ml) respectivamente.
Las muestras tomadas por cada voluntario se midieron por duplicado en un unico ensayo.

Cuestionarios

Con objeto de comparar la estimacién de la fase obtenida de los registros ambulatorios y del
DLMO con la preferencia diurna obtenida a partir de cuestionarios utilizados en la bibliografia, los
sujetos rellenaron el cuestionario de matutinidad-vespertinidad de Horne-Ostberg (HO) (Horne &
Ostberg 1976). Ademas rellenaron también el cuestionario de Pittsburgh de calidad del suefio
(Pittsburgh Quality Sleep Index (PQSI) (Buysse et al. 1988)) y el de somnolencia diurna de Epworth
(Epworth Sleepiness Scale (EES) (Johns et al. 1991)). Ello permiti6 comparar la estimacién de la
fase circadiana con otros aspectos relacionados con el ciclo suefo-vigilia, ya que se ha propuesto
que la fase circadiana y la preferencia diurna estan relacionadas con la calidad del suefo y con la
somnolencia diurna (Lazar et al. 2012; Reid et al. 2012; Tzischinsky & Shochat 2011).

Monitorizacion circadiana ambulatoria (MCA)
Primero se filtraron los datos de la MCA para eliminar artefactos, como los producidos por la
retirada temporal de los sensores.

El algoritmo TAP se calculé como se describe en Ortiz-Tudela et al. (2010). Una puntuacién
de 0 corresponde a completo descanso y suefio (alta temperatura distal, baja actividad y posicion
horizontal), mientras que una puntuacion de 1 corresponde a periodos de maxima vigilia y
movimiento.

Los datos del diario de suefo se convirtieron en un codigo binario en el cual 1 correspondi6
a suefo declarado y 0 a periodo de actividad. La probabilidad de suefo indica el porcentaje de dias
en los que el sujeto estuvo dormido en un momento determinado individuos. En el caso de las
curvas de grupo, la probabilidad de sueno indica el porcentaje de dormidos en un momento dado
(Sarabia et al. 2008). Los patrones medios de temperatura de la muneca, actividad motora,
posicion, TAP, suefio y exposicién a la luz se calcularon por individuo y para el grupo entero. Todos
los datos se expresaron como media * error estandar de la media (SEM).

Cuando se calcularon las ondas medias diarias, los datos obtenidos durante el periodo de la
toma de muestras de saliva (desde las 19:00 h hasta las 03:00 h) se eliminaron del célculo, ya que
los sujetos fueron forzados a permanecer sentados en condiciones de luz tenue, y por tanto, no
estuvieron en condiciones de vida libre.

Para minimizar las diferencias interindividuales en la produccion de melatonina, las
concentraciones se normalizaron como porcentaje del nivel maximo alcanzado por sujeto, y
entonces, promediadas para el grupo completo.

Calculo de los marcadores de fase
Se realizd un andlisis no paramétrico (Van Someren et al. 1999) para calcular los siguientes
marcadores de fase de actividad-reposo: la hora central de las diez, cinco o dos horas consecutivas
con los minimos valores de la variable (L10, L5 y L2, respectivamente), y la hora central de las diez,
cinco o dos horas consecutivas con el valor mas alto de la variable (M10, M5 y M2,
respectivamente).

El criterio para el establecimiento del DLMO fue descrito por Voultsios et al. (1997),
determinando un umbral a partir de la media mas dos desviaciones estandar de tres de las
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muestras de la linea base. Un procedimiento similar se siguié con el resto de las variables
registradas con el fin de obtener un marcador de fase de calculo similar al del DLMO. Estos
marcadores de fase se denominaron WTOn, SleepOn (WT onset, Sleep Onset) y Activity offset
(AcOff), Position offset (POff) y TAP offset (TAPOff).

Ademaés, se calcularon varios indices compuestos: WTo,Po promediando el valor de WTOn
y POff; WTonAcoi promediando el valor de WTOn and AcOff; APy promediando el valor de AcOff y
POff; y finalmente, SleepWTo, promediando el valor de SleepOn y WTOn.

Se propone ademas otro marcador de fase: WTiO, sumando a L2 el porcentaje medio de
aumento de la temperatura periférica entre L2 y el DLMO, con respecto del incremento total entre
L2 y M5. Este porcentaje, en promedio, fue del 35 %, que se anadié de manera individual al valor
de L2. La hora correspondiente a la que se alcanzé esa temperatura, se denominé WTiO.

Analisis de los datos

Se calcularon correlaciones cruzadas individuales entre los niveles de melatonina y el resto
de variables, obteniendo asi relaciones de fase entre el aumento de melatonina vespertino y el
aumento (o disminucién) vespertino de las demas variables. Se obtuvo un valor R (correlacién de
Pearson) para cada diferencia de fase y sujeto, y éstos se promediaron para el grupo. La maxima R
promediada corresponde a una diferencia de fase concreta para cada variable. Ademas, también
se obtuvieron diferencias de fase individuales (posteriormente promediadas) a partir de R maximas
individuales.

También se calcularon las correlaciones lineales entre los distintos marcadores de fase y el
DLMO.

Se realiz6 un andlisis del tamano del efecto (d de Cohen) sélo entre aquellos marcadores de

fase que coincidieron temporalmente con el DLMO. La férmula utilizada para la d de Cohen fue:
|y — 25

d =

N

La precisién de la fase del DLMO predicha, obtenida de las formulas de regresion lineal

anteriormente mencionadas, se estimo para cada marcador de fase y sujeto, calculando el error de
prediccion asi:

(n,— 1)5{ + (n,—1)53
Ty + My — 2

Error= valor absoluto (Hora DLMO — Fase predicha)
Los errores de prediccion individuales se promediaron para cada marcador de fase en valor
absoluto, y el rango de error se calculé y expres6 en valores reales (no absolutos). Todos los
resultados estan expresados como media * error estdndar de la media.

Resultados

En la Figura 1 se presenta un promedio de los 10 dias de registro. Como se esperaba, la WT (Fig.
1A) aumenté al principio de la noche permaneciendo elevada durante el suefio, descendiendo
inmediatamente después del despertar. El dia del muestreo de saliva (area gris), los sujetos se
fueron a dormir mas tarde de lo habitual y la WT empez6 a aumentar como se observo en otras
noches, pero los valores maximos nocturnos se alcanzaron al final de la noche. La actividad motora
(A), generalmente alta durante el dia (Fig. 1B), también descendi6é durante la tarde en la que tuvo
lugar el muestreo de saliva, confirmando que los sujetos tuvieron una baja actividad motora durante
ese periodo. Esto también se observa en el registro de posicién corporal (Fig. 1C), que mostr6
posiciones mas verticales durante este periodo que en otras noches normales en las que los
sujetos se tumbaban; pero sin alcanzar los niveles de verticalidad normalmente presentes en horas
de actividad. Para la variable compuesta TAP se obtuvieron resultados similares (Fig.1D),
mostrando un patrén diario robusto, con altos valores durante el dia y bajos durante la noche. La
interferencia producida por el muestreo de saliva también se observo en este caso.
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La Fig. 1F representa el patrén de exposicién a la luz de los sujetos. Los valores mas altos
(>200 lux) se registraron durante el dia, descendiendo suavemente en el ocaso, y con un periodo
de intensidad intermedia (<100 lux) hasta la hora de dormir, momento en el que la intensidad
descendié a casi 0 lux. La tarde del muestreo de saliva, la intensidad de la luz recibida fue menor
de 5 lux, claramente menor que en otros dias a esa misma hora, lo cual confirm6 que los sujetos
permanecieron en condiciones de luz tenue.
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Figura 2. Onda media de un sujeto representativo (2A) y onda media promediada para todos los sujetos
(n=13) (2B) para temperatura de la mufieca, actividad motora, posiciéon corporal, TAP, probabilidad de
suefo y exposicion a la luz. Los datos se expresan como media + SEM. Para poder comparar, los datos
de melatonina se representan en unidades de concentraciéon (pg/mL) para valores individuales y como
porcentaje del maximo de cada sujeto para valores promediados.

En la Fig. 2 se representan las ondas medias (promedio de 9 dias) de todas las variables
monitorizadas y el suefio (del diario de suefio) de un sujeto representativo (Fig. 2A) y de la media
de todos los sujetos (Fig. 2B). La WT empezé a aumentar poco antes que la melatonina. La
actividad motora, la posicion corporal y el TAP, sin embargo, comenzaron a descender después del
aumento de melatonina. En el caso de la probabilidad de suefio, sélo una vez que la melatonina
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hubo alcanzado aproximadamente su méaximo valor, el 100 % de los sujetos estaban durmiendo. La
exposicion a la luz mostr6 un patrén bimodal, con dos descensos que probablemente
correspondieron al cambio de luz interior influida por luz exterior a una luz artificial mas tenue.
Finalmente descendié a cero, coincidiendo con el comienzo del periodo de suefio en oscuridad. La
melatonina empez6 a aumentar una vez que los sujetos se expusieron a condiciones de luz artificial
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Figura 2 continuacion. Onda media de un sujeto representativo (2A) y onda media promediada para
todos los sujetos (n=13) (2B) para temperatura de la mufeca, actividad motora, posicién corporal, TAP,
probabilidad de suefio y exposicion a la luz. Los datos se expresan como media + SEM. Para poder
comparar, los datos de melatonina se representan en unidades de concentracién (pg/mL) para valores
individuales y como porcentaje del maximo de cada sujeto para valores promediados.

Para evaluar la relacion de fase entre la produccion vespertina de melatonina y las variables
monitorizadas, se hicieron correlaciones cruzadas. En la Figura 3 se han representado los valores
medios del coeficiente R de correlacién. Ademas, los valores maximos de R se seleccionaron para
cada sujeto, y la correspondiente diferencia de fase individual fue promediada para el grupo. La WT
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estuvo ligeramente avanzada con respecto al incremento vespertino de melatonina (-0,69 + 0,59 h)
(Fig. 3A), mientras que la A (Fig. 3B), la P (Fig. 3C) y el suefo (Fig. 3E) se retrasaron alrededor de
dos horas con respecto al incremento vespertino de melatonina (A, 2,04 £ 0,36 h; P, 2,42 + 0,48 h;
suefo, 1,36 = 0,25 h, respectivamente). La variable compuesta TAP mostrd un retraso respecto a la
melatonina de alrededor de una hora (0,88 + 0,45 h, Fig. 3D).

' WT/concentracién de melatonina N Afconcentracién de melatonina ' P/concentracién de melatonina

Valor R

Desfase (h) E Desfase (h) E Desfase (h)

TAP/concentracién de melatonina Probabilidad de suefio/concentracién de melatonina Exposicién a luz/concentracién de melatonina

Valor R
Valor R

D Desfase (h) E Desfase (h) F h Desfase (h)

Figura 3. Correlaciones cruzadas entre concentracion de melatonina y WT (A), actividad
motora (B), posicién corporal (C), TAP (D), probabilidad de suefio (E) y exposicion a la luz (F).
Los datos se expresan como R medias + SEM. (n=13).

DLMO ——
WTOn 7 —
AcOff X 3 *
POff —’—
TAPOSf V k3
SleepOn —‘—
WTo,Poss 7 +
WTiO —

20:00 20:30 21:00 21:30 22:00 22:30 23:00 23:30 00:00 00:30
Hora local (hh:mm)
Figura 4. Hora media del DLMO, WTOn, AcOff, POff, TAPOff, SleepOn,

WTonPorr y WTIO (ver Métodos). Las barras horizontales indican el SEM para
cada parametro. (* p<0,05, ** p<0,01, ANOVA).



138 | Il Jornadas Inicio a la Investigacion de Estudiantes de la Facultad de Biologia

Tabla 1. Correlaciones lineales entre el DLMO y los marcadores de fase no paramétricos, expresados
como la media + SEM para WT, A, P, TAP y probabilidad de suefio (Sleep) y los indices compuestos. Ver
Métodos para mas detalle. El coeficiente R de correlacion, su probabilidad, y los coeficientes de la
ecuacion lineal se incluyen también. (* p<0,05, ** p<0,01).

Variable Marcador de fase Hora (hh:mm) Coeficiente R Valor p Ecuaclog
Mel DLMO 21:46+00:23
WT L10 15:39+00:29 0,637* 0,019 0,496 14,00
L5 16:00+00:50 0,756** 0,003 0,344 16,26
M5 03:31+00:36 0,122 0,691 0,077 19,64
L2 15:58+00:57 0,601~ 0,03 0,239 17,94
M2 03:14+00:53 0,042 0,891 0,018 21,27
WTOn 21:00+00:28 0,477 0,100 0,349 14,43
WTiO 21:30+00:25 0,753* 0,005 0,716 6,58
A M10 16:19+00:39 0,406 0,169 0,238 17,88
L5 04:14+00:23 0,674* 0,012 0,666 2,96
M5 15:51+01:03 0,345 0,248 0,125 19,78
L2 04:25+00:19 0,269 0,374 0,207 15,86
M2 16:19+01:16 0,438 0,134 0,13 19,64
AcOff 23:30+00:45 0,607* 0,028 0,309 14,48
P M10 16:21+00:35 0,485 0,093 0,312 16,65
L5 04:11+00:29 0,493 0,087 0,392 10,71
M5 16:00+01:01 0,576* 0,039 0,213 18,35
L2 04:11+£00:32 0,284 0,347 0,198 16,17
M2 16:024+01:12 0,542 0,055 0,171 19,02
Poff 22:30+00:32 0,471 0,104 0,329 14,35
TAP M10 16:051£01:45 0,661* 0,014 0,514 135
L5 04:09+01:36 0,543 0,055 0,463 8,73
M5 15:09+03:21 0,720** 0,006 0,293 17,33
L2 04:11+02:07 0,254 0,403 0,162 17,18
M2 15:44+04:10 0,432 0,140 0,141 19,54
TAPOff 22:21+00:40 0,478 0,098 0,271 15,7
Sleep L10 16:20+00:20 0,515 0,105 0,679 10,75
L5 16:354£00:30 -0,189 0,577 -0,163 24,58
M5 03:59+00:19 0,811* 0,002 1.118 17,41
L2 18:27+00:28 -0,517 0,104 -0,478 30,69
M2 04:01+£00:19 0,605* 0,049 0,843 18,46
] SleepOn 22:49+01:34 0,177 0,603 0,161 18,18
Indices compuestos WTo,Poy 21:45+00:27 0,554* 0,049 0,464 11,66
WTonAcos 22:15+00:32 0,652* 0,016 0,463 11,46
APy 23:00+00:36 0,588* 0,034 0,372 13,20
SleepWTon 22:10+00:19 0,759** 0,003 0,884 02,17

En la Tabla 1 se muestran las correlaciones entre los diferentes marcadores de fase y el
DLMO. Cada variable individual presenté al menos un marcador de fase significativamente
correlacionado con el DLMO. En el caso de la WT, la mayor correlacién se correspondié con L5 y
WTiO. L5 también fue el marcador mejor correlacionado para P, TAP y suefio. En cuanto a indices
compuestos, SleepWTq, mostré la mas alta correlacion con el DLMO.

Para evaluar la coincidencia temporal entre los distintos marcadores de fase y el DLMO, se
realizd un analisis del tamarno del efecto (d de Cohen). Todos los marcadores de fase mostrados en
la Figura 4 se asociaron con el DLMO a niveles estadisticamente significativos, excepto AcOff
(p<0,05). La mayor asociacién temporal se observé en el caso de WTo,Poss (d = 0,02), SleepWTon,
(d=0,36) and WTiO (d = 0,37). Asi, los marcadores de fase que cumplen con ambos criterios (una
fuerte correlacion y una gran asociacién temporal con el DLMO) fueron el WTiO como indice
individual, y SleepWTo, and WTo,Pos, como indices compuestos.
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En la Tabla 2 se muestra la comparacion de la precisién de los diferentes métodos para
predecir la fase circadiana (MCA vs. DLMO). Cuatro parametros tuvieron un rango de error menor
de 200 min: WTiO (154 min), Sleep M5 (157 min), WT L5 (188 min) and TAP M5 (195 min).

Tabla 2. Precisién de los diferentes métodos utilizados para predecir la fase circadiana vs. la fase
determinada por DLMO. Los valores son expresados como la diferencia de fase en minutos (en valor
absoluto) entre el DLMO vy la fase predicha por el resto de parametros para cada sujeto (Ver métodos).

Error en la prediccion (min)
(Error = valor absoluto (Hora DLMO - Fase predicha))

Suj. N° DLMO (hh:mm) WTiO SleepM5 WTL5 TAPM5
1 22:00 20 26 37 45
2 20:30 - 16 17 3
3 21:00 37 86 25 43
4 20:30 45 - 14 47
5 22:00 20 - 14 8
6 20:30 45 16 17 21
7 22:30 96 4 85 64
8 20:30 40 34 66 12
9 01:00 74 53 91 82
10 21:30 7 56 16 31
11 23:30 70 64 42 27
12 22:30 33 71 7 108
13 21:00 58 19 97 87
Media £ ES 46+7.4 4148.1 41+9.1 45+9.1
Rango de error 154 (-58a96) 157 (-86a71) 188 (-97a91) 195 (-87 a 108)

La frecuencia de preferencia diurna fue: 54% de indefinidos, 38% de matutinos moderados y
8% de vespertinos moderados. A pesar de su subjetividad, las puntuaciones en el test de
matutinidad-vespertinidad de Horne-Ostberg (HO) se correlacionaron bien con el DLMO. Aunque la
puntuacion del Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) no predice la fase circadiana, su puntuacién
estuvo también bien correlacionada con el DLMO, indicando que DLMO més tardios se
corresponden con peor calidad del suefio (mayores puntuaciones de PSQI). Sin embargo, la
Epworth Sleepiness Scale (ESS), que aporta informacion sobre somnolencia diurna, no se
correlacion6 con el DLMO (Tabla 3).

Discusion

Nuestros resultados indican que la fase circadiana en humanos se puede estimar de manera fiable
mediante un sistema de MCA, mientras los sujetos mantienen sus habitos de vida con la minima
incomodidad y, al contrario que en otros estudios (Kolodyazhniy et al. 2011), sin verse obligados a
llevar muchos sensores. Aunque todas las variables individuales registradas en la MCA pueden
utilizarse para predecir el DLMO, los marcadores de fase para suefio, WT y TAP mostraron la
mayor correlacion con el DLMO. Ademas, los marcadores de fase de WT (SleepWTo,, WTIO vy
WTonPor) mostraron una alta asociacion temporal con el estandar DLMO.

La MCA propuesta aporta un registro de 10 dias que permite evaluar los habitos del sujeto
mientras continla con su vida normal. Ademas, es suficientemente sensible para discriminar dias
no representativos, como cuando se realiza un protocolo (p. ej. el muestreo de saliva que
interrumpe el patrén circadiano normal). Aunque el protocolo de muestreo de saliva requirié la
alteracién de la vida normal, s6lo modificé ese dia, mientras que los dias siguientes mostraron un
alto grado de estabilidad y fueron similares a los anteriores al muestreo.
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Tabla 3. Correlaciones lineales entre el DLMO y las puntuaciones obtenidas de los
cuestionarios. HO: cuestionario de matutinidad-vespertinidad de Horne-Ostberg; PSQI:
cuestionario de calidad del suefio (Pittsburgh Quality Sleep Index); EES: cuestionario de
somnolencia diurnal (Epworth Sleepiness Scale). Se incluyen también el coeficiente R, su
probabilidad, y los coeficientes de la ecuacion (* p<0,05, ** p<0,01).

Test Puntuacion Coeficiente R Valor p a Ecuacion b
HO 53,62 + 2,06 -0,711** 0,006 -0,13 28,77

PSaQl 04,62 £ 0,92 0,695* 0,008 0,284 20,45
ESS 04,77 +1,06 0,133 0,664 0,047 21,54

Ademas, el muestreo de saliva dentro del estudio representa una ventaja sobre otros
estudios en los cuales la toma de muestras de saliva tuvo lugar fuera del periodo de registro
(Kolodyazhniy et al. 2011); primero, porque puede evaluarse el grado de cumplimiento del
propotolo; y segundo y mas importante, porque el DLMO y los demas marcadores de fase se
obtuvieron durante el mismo periodo, eliminando asi la posibilidad de algun cambio de fase.
Aunque en nuestro protocolo los sujetos no estuvieron estrictamente controlados en laboratorio, los
datos de la MCA revelaron que las condiciones de luz, actividad y posicion fueron las estipuladas
(Deacon & Arendt 1994). Previamente, se ha validado la determinacién del DLMO bajo condiciones
similares (intensidad de luz < 20 lux vs. <10 lux en nuestro trabajo). Ademas, el hecho de que los
sujetos estuvieran en su casa evito los factores de estrés propios del laboratorio.

Para ser considerado ritmo marcador, una variable tiene que predecir de manera precisa la
fase circadiana, como es el caso de la melatonina. Sin embargo, para alcanzar relevancia clinica,
esas variables deberian poderse medir de manera ambulatoria, sencilla, y no invasiva. Ademas, el
célculo de la fase circadiana no deberia requerir elevados céalculos matematicos.

Dado que el objetivo principal de este estudio fue evaluar la utilidad de un sistema de MCA
para establecer la fase circadiana, utilizamos diferentes métodos para determinar la relacion entre
las variables obtenidas y el DLMO.

1) Correlaciones cruzadas

2) Evaluacion de los marcadores de fase

3) Propuesta de un marcador de fase equivalente para cada variable, basado en el célculo
del DLMO.

De todas las variables ambulatorias, s6lo el incremento vespertino de WT mostré
anticipacion con respecto al aumento vespertino de melatonina, mientras que la caida en la A, en la
P y en la exposicion a L estuvo retrasada con respecto al DLMO. La alta correlacién entre la fase
de estas variables registradas, los diarios de sueno y la melatonina es coherente con estudios
previos (Dijk & Czeisler 1995; Duffy et al. 1997; Wyatt et al. 1999). Sin embargo, no hay trabajos
que hayan estudiado la relacion de fase existente entre WT, P y la variable TAP con el DLMO.

Ademas, es especialmente interesante que la temperatura de la piel fuera la Unica variable
que antecedi6 al aumento en la melatonina. Esto podria contradecir los resultados obtenidos por
Krauchi et al. (2000), en los que el incremento de temperatura tuvo lugar poco después del DLMO.
Esta discrepancia puede explicarse por la distinta localizacién de los sensores en ambos estudios
(centro del dorso de las dos manos en su caso; la parte ventral de la mufieca en el nuestro). El
descenso del resto de variables (A, P, TAP y luz) y el incremento en la probabilidad de suefio
estaban retrasados con respecto al incremento vespertino de melatonina. De acuerdo con nuestros
resultados, esto podria indicar que, aunque influida por factores enmascarantes, la temperatura de
la piel de la mufieca es predictiva y no sélo reactiva a la melatonina.

Al correlacionar el DLMO vy los marcadores no paramétricos, la mejor correlacion fue la
obtenida entre el M5 del sueno declarado y el DLMO. Esto coincide con los resultados obtenidos
por Martin and Eastman (2002). Kolodyazhniy et al. (2011) también encontraron una alta
correlacion entre el punto medio del suefio, equivalente a nuestro L5 de actividad motora, y el
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DLMO. Sin embargo, el sueno declarado, se obtiene mediante un diario de suefo, que debe ser
completado correctamente. Asi, en algunos casos (especialmente en Clinica), se requiere un
método objetivo que no dependa de la participacion activa del sujeto.

En cuanto al resto de las variables (WT, P y TAP), el DLMO estuvo mejor correlacionado
con los marcadores de fase del periodo de vigilia. Una posible explicaciéon es que la WT comienza a
aumentar inmediatamente después de su minimo valor (L5 o L2), durante el dia. En estudios
previos (Wyatt et al. 1999) se ha descrito una relacion estable de fase entre el inicio de melatonina
y el descenso inicial de TC. Ademas, es la primera vez que se correlaciona con el DLMO un
marcador de fase obtenido de la variable compuesta TAP (M5).

Estimamos un marcador de fase equivalente al DLMO en su calculo para el resto de las
variables. Sin embargo, a pesar de la alta asociacion temporal entre el DLMO y estos marcadores,
solo AcOff se correlacion6 significativamente con el DLMO. Esto coincide con estudios previos, en
los cuales la fase del inicio del suefio estimada mediante actigrafia coincidié con la fase medida
mediante 6-sulphatometoxymelatonin (Middleton et al. 1996; Middleton et al. 1997) y por DLMO
(Carskadon et al. 1997). Los indices compuestos se correlacionaron significativamente con el
DLMO. Sélo aquellos derivados de la WT precedieron al DLMO, lo cual concuerda con lo concluido
de las correlaciones cruzadas.

El indice WTiO se propuso para eliminar la influencia de la variacién inter-individual en la
pendiente del incremento vespertino de WT. El calculo se bas6 en estimar la hora a la que se
produce el 35 % del incremento entre L2 y M5. Este indice se correlacioné y mostré la mejor
prediccion para el DLMO, mostrando ademas una alta coincidencia temporal. Aunque el marcador
M5 del TAP también mostré una alta precision (<200 min), el WTiO se eligié debido a que la WT es
la Unica variable adelantada con respecto al DLMO. Sin embargo, serian necesarios mas estudios
con sujetos de todos los cronotipos y edades para validar este indice.

Previamente se ha estudiado la relacion entre la puntuacion del cuestionario de matutinidad-
vespertinidad de Horne-Ostberg (Horne & Ostberg 1976) y marcadores de fase como el DLMO
(Martin & Eastman 2002; Mongrain et al. 2004; Goulet et al. 2007). Como cabe esperar, nuestros
resultados mostraron fuerte correlacion inversa entre la puntuacion de HO y la hora del DLMO:
cuanto mas vespertino se es, mas tarde tiene lugar el DLMO, al igual que en estudios en los que la
preferencia diurna fue un criterio de inclusién (Duffy et al. 1999; Griefahn 2002; Mongrain et al.
2004; Goulet et al. 2007). Encontramos también una correlacion positiva entre la puntuacién del
PSQl y el DLMO, indicando que los sujetos con un DLMO mas tardio tienen peor calidad del suefio
qgue aquellos con un DLMO mas temprano, al igual que en otros estudios (Olbrich & Dittmar 2011).
También se ha descrito previamente que la vespertinidad esta relacionada con corta duracion de
sueno (Tzischinsky & Shochat 2011), menor eficiencia de suefio (Lehnkering & Siegmund 2007),
altos niveles de somnolencia diurna (Chung & Cheung 2008; Tzischinsky & Shochat 2011), y
mayores niveles de fatiga (Taylor et al. 2011). )

Asi, se confirma la utilidad de los diarios de suefio y el cuestionario de Horne-Ostberg para
estimar la fase circadiana y preferencia diurna. Sin embargo, a pesar de su calidad, su precision
depende de la capacidad del sujeto para completarlos correctamente. En este y otros estudios, los
voluntarios fueron compensados por su participacion, por lo que estaban motivados para contestar
correctamente a los cuestionarios. Sin embargo, en Clinica, el hecho de rellenarlos podria ser un
problema para pacientes, por ejemplo, con sus capacidades cognitivas deterioradas. Ademas, los
cuestionarios no aportan informacién acerca del grado de seguimiento en un tratamiento
circadiano, mientras que un sistema ambulatorio que permita monitorizar al sujeto durante largos
periodos de tiempo si lo hace. Asi, proponemos que estos cuestionarios sean complementarios a
medidas mas objetivas.

En conclusién, el método de medida no invasivo propuesto y sus indices de fase detectan
de forma precisa la fase del sistema circadiano en condiciones de vida libre. Ademas,
recomendamos el uso del WTiO, debido a su fuerte correlacién, capacidad predictiva y coincidencia
temporal con el DLMO, asi como por la facilidad de su célculo. Ahora son necesarios mas estudios
con otros grupos de sujetos y con patologias especificas para demostrar su validez. Este método
seria muy util en medicina del suefio o en otras condiciones clinicas en las que el conocimiento de
la fase circadiana enddgena del sujeto es importante, como en la luminoterapia o en la cronoterapia
del cancer.
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