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Introduccién

1.Cronobiologia

1.1. ;Qué es la cronobiologia?

El concepto del tiempo es dificil de definir y hoy en dia no hay una definicion clara de lo
que es el tiempo. Se ha definido como "el paso continuo de la existencia, en el cual los
sucesos pasan de un estado de potencialidad en el futuro, a través del presente, a un
estado de finalidad en el pasado" (1). El tiempo es también "un momento, una hora, un
dia o un afio, segtin lo indicado por un reloj o un calendario".

Millones de afios antes de que los humanos desarrollaran el primer calendario o
inventaran el primer reloj artificial, los organismos vivos empezaron a desarrollar
mecanismos para medir el tiempo. En la naturaleza numerosos procesos que se repiten de
manera periodica y predecible, a este patron se le denomina “ritmo biologico”. El primer
informe especifico de un ritmo biolégico fue proporcionado por el astrénomo francés
Jean Jacques d'Ortous De Marian en 1729 (2), quien inform6 de los movimientos
foliculares de la planta Mimosa pudica. De Marian demostré que los movimientos de
apertura y cierre de las hojas, producidos a lo largo de las 24h del dia cuando la planta
recibia la luz solar, se mantenian cuando la planta se sometia a condiciones de oscuridad
constante durante varios dias. De Marian descubrié que no era la luz solar ni el ambiente
que rodeaba a la planta lo que provocaba los cambios en la posicion de las hojas. Era un
reloj interno propio, independiente del exterior, y que seguia funcionando aunque la
planta se encontrara en un ambiente constante de completa oscuridad. De esta manera, De
Marian demostr6 por primera vez la existencia de un reloj interno en un ser vivo que era
independiente de la luz solar y que se mantenia en condiciones de oscuridad constante

durante varios dias consecutivos.
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Posteriormente, Colin S. Pittendrigh en 1967, gracias al estudio de los ritmos
biolégicos de la mosca de la fruta Drosophila, descubrid los principios basicos en los que
se basa la cronobiologia moderna (3).

En el ser humano, los primeros estudios de cronobiologia, basados en los cambios
a lo largo de las 24 horas del dia (ritmos circadianos) fueron los de Sanctorius Padua
(1561-1636), médico y fisidlogo italiano que durante 30 afios se pesaba varias veces al
dia y también pesaba todos los alimentos que ingeria y los fluidos que excretaba.
Ademas, invent6 un termémetro clinico que utilizaba para medir los cambios de su propia
temperatura corporal a lo largo del dia.

Otra de las primeras referencias cientificas sobre los ritmos circadianos fue el
trabajo del farmacéutico francés Julien-Joseph Virey en 1814, sobre “Los cambios diarios
y la periodicidad de sus fenomenos en la salud y las enfermedades”, en el que
mencionaba los ritmos biologicos y la conveniencia de tener en cuenta la hora del dia
para administrar ciertos medicamentos (4).

Asi decia Julien-Joseph en su tesis doctoral "...Esta rotacion sucesiva de nuestras
funciones vitales cada dia, de la vigilia, del suefio, de la reparacidon nutricional, de las
excreciones y secreciones ;no esta establecido por una periodicidad habitual y como
innato en todos los 6rganos de nuestro cuerpo? ;No parece como un sistema de ruedas
engranadas unas sobre las otras, una clase de reloj viviente, montado por la naturaleza,
encarrilado por el movimiento répido del sol y de nuestra esfera?..."

Pero no fue hasta mediados del siglo XX cuando emergié un nuevo campo en la
ciencia, conocido como cronobiologia emergid. Cronobiologia es una palabra derivada
del griego: “kronos” de tiempo, “bios” de vida y “logos” de estudio, es decir es la
ciencia que estudia los procesos temporales (los ritmos bioldgicos) que se producen en

los organismos vivos. Los ritmos biologicos se pueden clasificar en funcion del tiempo en
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el que transcurre su periodo, asi aquellos con un periodo proximo a 24h se denominan
circadianos, aquellos con un periodo de menos de 24h se denominan ultradianos y los

que presentan un periodo de mas de 24h infradianos (1).

Ultradianos Circadianos Infradianos

< >« >« >« >« >
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

Figura 1. Representacion de los tres tipos de ritmos biologicos, en funcion de su periodo. En el dia 1
encontramos los ritmos ultradianos con un periodo menos de 24h, en dia 2 y 3 los circadianos con un
periodo de 24h, y en los dias 4 y 5 los infradianos con un periodo de mas de 24h.

Los ritmos circadianos, son una parte tan innata de nuestras vidas que raramente
les prestamos atencion (5). Gracias a la correcta oscilacion ciclica de estos ritmos de 24h
los organismos pueden predecir y anticiparse a los cambios medioambientales, asi como
adaptar temporalmente sus funciones conductuales y fisiologicas a estos cambios. En los
humanos, los hébitos sociales actuales, como la reducciéon del tiempo de suefio, la
irregularidad interdiaria del suefo-vigilia (jet-lag o el trabajo por turnos), el picoteo en la
alimentacion, actian sobre el cerebro induciendo una pérdida de la percepcion de los

ritmos internos y externos (6).

1.2. Organizacion del sistema circadiano

El sistema circadiano de los mamiferos esta formado principalmente por un
marcapasos central, localizado en el nicleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo, el
cual se sincroniza cada dia mediante una sefial periddica de luz/oscuridad. La luz
atraviesa una ruta no visual basada en las células ganglionares provistas del pigmento
melanopsina y en el tracto retinohipotaldmico (TRH). El reloj central, a su vez, sincroniza

el funcionamiento de varios relojes periféricos localizados fuera del NSQ mediante la
5
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secrecion periddica de hormonas y la actividad del sistema nervioso vegetativo. Estos
relojes periféricos, parece ser que son a su vez sincronizados por otros sincronizadores
externos, como son el horario de las comidas (ingesta/ayuno) y el ejercicio programado
(actividad/reposo).

Cabe destacar, que estos ritmos circadianos se producen gracias a la expresion de
los denominados “genes reloj”. Dichos genes reloj codifican una serie de proteinas que
generan mecanismos de autorregulacion a través de bucles de “feed back™ positivos y
negativos (7). Por un lado, nos encontramos con los elementos positivos, CLOCK
(circadian locomotor output cycles kaput) y BMAL1 (brain and muscle ARNT-like
protein 1). Estos elementos positivos forman el heterodimero CLOCK/BMALL el cual es
capaz, de estimular la transcripcion de BMALI, generando un bucle de retroalimentacion
positiva, y ademas de unirse a la region promotora de diversos genes reloj, como el PER]
(period 1), PER2 (period 1), PER3 (period 3), CRYI (cryptochrome 1), CRY2
(cryptochrome 2) y otros genes controlados por el reloj (CCGs: clock-controlled genes).
Por otro lado, nos encontramos con los elementos negativos CRY1 y PER2 los cuales
forman el heterodimero CRY 1/PER2 que se transloca al nucleo para inhibir la actividad
de CLOCK/BMALI (8, 9). De tal manera, se produce un ciclo de activacion e inhibicion
que se repite aproximadamente cada 24h.

Hoy en dia, se conoce muy bien cémo participa la maquinaria del reloj circadiano
en el metabolismo. Aproximadamente entre un 10 y un 30% de los genes, dependiendo
del tejido, parecen estar regulados por un ritmo de expresion guiado por estos genes reloj.
Asi, proteinas reloj como BMALL y otras proteinas de CCG estan involucradas en el
metabolismo lipidico. Ademas, BMAL1 y CLOCK estan implicados en la homeostasis de

la glucosa, mientras que CLOCK y PER parecen asociarse con la regulacion del apetito.
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1.3. Cuando el sistema circadiano funciona mal: cronodisrupcion

En la sociedad moderna del siglo XXI también conocida como sociedad de los
7/24 (7 dias y 24h al dia), es habitual el trabajo por turnos, los viajes a otras partes del
mundo con diferente huso horario, la contaminacion luminica durante la noche, asi como
la realizacion de actividades ludicas durante la noche. Estos héabitos de vida frenéticos
producen una perturbacion del orden temporal interno de los ritmos circadianos
fisioldgicos, bioquimicos y de conducta, a lo que se le ha denominado “cronodisrupcion”
(CD). La CD se define como la ruptura de la sincronizacion entre los ritmos circadianos
internos y los ciclos de 24 horas medioambientales (10).

En los ultimos anos, ha aumentado el interés por la CD debido a las evidencias
cientificas de su estrecha asociacion con el riesgo de desarrollar ciertas enfermedades o el
empeoramiento de patologias ya existentes, como el envejecimiento prematuro, el cancer,
enfermedades cardiovasculares y la obesidad.

Para conocer el funcionamiento del sistema circadiano, debemos de entender que
¢éste consta de tres componentes fundamentales que deben de actuar en armonia para que
se produzca un correcto funcionamiento de la maquinaria que entrama el ritmo biologico.
De esta manera la CD se entiende como el resultado de alteraciones en alguno de estos
componentes:

-Entradas. El primero de estos componentes se refiere a las entradas del oscilador
central y osciladores periféricos llamadas sincronizadores externos (zeitgeber), que son
aquellos procesos externos al reloj central y periféricos que ayudan a ponerlo en “hora”.
Entre éstos cabe destacar el ciclo de luz-oscuridad, la actividad fisica y los horarios de las
comidas. Se ha observado que la baja intensidad luminica o estar sometido a espectros de
luz por debajo de los rangos optimos, puede dar lugar a fallos en la sincronizaciéon del

reloj interno con el exterior y por tanto puede contribuir a la apariciéon de patologias
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relacionadas con la CD (11). Del mismo modo, los cambios en el horario de las comidas
también pueden producir CD; sujetos con estilos de vida nocturno presentan
hiperglucemia y valores anormalmente bajos durante la noche de leptina (hormona de la
saciedad) y melatonina (hormona del suefio) (12). Ademas, a hora de la actividad fisica es
también un importante sincronizador de los ritmos biologicos y sabemos que la
realizacion de ejercicio por la noche empeora los ritmos circadianos, ya que presentan
oscilaciones diarias menos marcadas, comparados con las mostradas tras realizar ejercicio
por la mafana (13).

-Oscilador central. La CD puede ser también resultado de un fallo en la
maquinaria del propio reloj. El oscilador o reloj central estd formado por todo el
entramado de genes mencionados anteriormente, asi gracias a los sincronizadores
externos, los dimeros CLOCK/BMAL1 y CRY1/PER2, siguen un ciclo de 24h capaz de
regular multiples procesos fisioldgicos. Alteraciones en estos genes reloj pueden dar
lugar a CD, como es el caso de la alteracion en Clock que en ratones se asocia con
obesidad, y en humanos existen también variantes génicas en CLOCK que se asocian con
obesidad, tal y como ha demostrado nuestro grupo de investigacion (14). Otros estudios
en animales de experimentacion y en humanos han mostrado también que alteraciones en
el BMALI se asocian con envejecimiento, o en el PER2 con diversos tipos de cancer y
alteraciones psicoldgicas (15, 16). La CD también se produce como consecuencia de un
desfase entre los ritmos del NSQ y los producidos por los relojes periféricos.

-Salidas. El tercer componente implicado en este entramado son las salidas del
sistema circadiano. El estudio de melatonina y cortisol, de los ritmos de temperatura
(central y periférica), y de la presion arterial, entre otros factores, nos ayuda a detectar

alteraciones en el sistema circadiano. La melatonina es la hormona de la noche, y se
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libera en la glandula pineal como respuesta simpdtica a la accion del NSQ (17). Las

alteraciones en el ritmo de melatonina se consideran un buen marcador de CD (18).

1.4. Evaluacion de la salud del sistema circadiano

La evaluacion del sistema circadiano alcanza una gran importancia en el estudio
de la enfermedad, en su diagnostico y en la prevencion ya que la CD se asocia con ciertas
enfermedades tales como obesidad, cancer, alzhéimer, depresion, etc. (19, 20), es por ello
que cada vez es mayor el interés en evaluar el sistema circadiano, no solo en la
investigacion de ciertas enfermedades, sino también en la practica clinica.

Actualmente existen diversos enfoques en la evaluacion del sistema circadiano las
mas utilizadas hasta el momento son las siguientes:

a) Medir las entradas al reloj central o sincronizadores externos (zeitgeber). A partir
del analisis de los ritmos de luz/oscuridad, ayuno/ingesta y actividad/reposo, se pueden
determinar diferentes variables que nos pueden ayudar a evaluar la salud circadiana.

-Ritmos de luz/oscuridad. El ciclo de luz/oscuridad es uno de los mayores
sincronizadores externos, por lo que la cuantificacion a la exposicion luminica de los
individuos puede ser util en la practica clinica. La exposicion insuficiente de luz durante
el dia influye en la temperatura central y el estado de conciencia (8). Ademas, por la
noche se debe evitar la exposicion a la luz, especialmente a la luz azul, con el fin de
mantener la secrecion de melatonina activa, siendo esta exposicion nocturna a la luz uno
de los cronodisruptores claves en la sociedad moderna. Estos ritmos pueden ser
cuantificados por luxdmetros, que contienen una célula fotosensible y registran
periodicamente la intensidad luminosa recibida por el individuo. La combinacion de estos
sensores con otros sensores de temperatura ambiental proporciona informacion completa
sobre la calidad de los sincronizadores ambientales que actian sobre el sistema

circadiano (8).
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-Ritmo de ayuno/ingesta. El horario y el nimero de comidas difiere mucho de
cultura a cultura. De hecho, el momento de la ingesta es un comportamiento modificable
que puede influir en la regulacion de la energia y, en consecuencia, el riesgo de obesidad.
Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la hora de la comida es predictiva de
la pérdida de peso durante una intervencion dietética de 20 semanas realizada en 420
personas obesas y con sobrepeso (9). Ademads, en este estudio se observo que la
sensibilidad a la insulina fue menor en los consumidores tardios en comparaciéon con los
comedores tempranos. Esto se puede explicar en parte, por el hecho de que en el tejido
adiposo el momento de mayor sensibilidad a la insulina se produce alrededor de las 12
del mediodia, momento que coincide con la ingesta de los comedores tempranos (21).
Ademas, que comer tarde la comida principal del medio dia, se asocia con una
disminucién del gasto energético en reposo, disminucion de la oxidacidon en carbohidratos
en ayunas, disminucion de la tolerancia a la glucosa, reduccion del perfil diario en las
concentraciones de cortisol libre y disminucion del efecto térmico de los alimentos en la
temperatura periférica (22). Existen diferentes métodos que pueden utilizarse para evaluar
la ingesta dietética habitual y el horario de las comidas: por ejemplo, para evaluar los
héabitos alimentarios, la ingesta se puede determinar mediante un registro dietético de 7
dias. Cada dia, los sujetos deben registrar todo lo que comen y también el momento en
que comienzan o terminan cada comida. Los pacientes también pueden registrar durante
una semana la hora del dia en que comienzan cada comida con el cuestionario
desarrollado por Bertéus et al. (23). Otro cuestionario utilizado para evaluar los cambios
circadianos en el hambre y el apetito es el desarrollado por Flint et al. (24), de escalas
analogicas visuales (VAS) para medir las sensaciones del apetito. Las VAS se utilizan
para registrar el hambre, la saciedad, la plenitud, el consumo potencial de alimentos, el

deseo de comer algo graso, salado, dulce o salado, y la palatabilidad de las comidas (24).
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-Ritmo de actividad/reposo. La actigrafia (entendida como actividad motora y
posicion corporal) es una excelente herramienta para evaluar la salud del sistema
circadiano y determinar la actividad de suefio-vigilia en los individuos (25). Se basa en el
principio de que durante el periodo en que el individuo esta despierto los valores de
actividad son altos comparado con el periodo en el que el individuo esta dormido. Para su
medicion, se coloca un sensor de actividad (actimetro) en la mufieca de la mano no
dominante durante no menos de 5 dias, periodo minimo para obtener datos confiables que
reflejen las caracteristicas del sujeto (26). La actigrafia, se considera el método de
eleccion para evaluar y diagnosticar trastornos circadianos como la cronodisrupcion en
trabajadores por turnos, sindrome de fase retrasada o avanzada de suefio y sindrome de
ritmos circadianos irregulares (27). Otro método para evaluar el ritmo de actividad/reposo
del individuo es el registro de actividad fisica durante 7 dias, en el que el sujeto registra el
momento, el tipo y la intensidad de la actividad fisica diaria realizada durante una
semana, incluidos los dias laborables y los fines de semana. Sin embargo, aiin queda por
resolver una serie de cuestiones metodoldgicas que justifiquen su uso en la investigacion
clinica (28).

Otra herramienta circadiana es el andlisis de la posicion del cuerpo durante 24h.
Esta determinacion ha sido mas cuestionada que el registro de actividad fisica, ya que
depende del control voluntario del individuo y rara vez se ha considerado en la medicion
de la salud circadiana del individuo, ya que la mayoria de los actimetros se colocan en la
mufieca, y por lo tanto no proporcionan informaciéon sobre la adecuada posicion
horizontal/vertical del sujeto.

b) Determinar las alteraciones en el reloj interno, mediante el estudio de la genética
del reloj molecular. Hoy en dia, los modelos experimentales nos permiten evaluar la

expresion de los genes de reloj, no s6lo en animales vivos, sino también fuera del cuerpo
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(técnicas in vitro). Estos modelos experimentales también nos permiten estudiar las
fluctuaciones de 24 horas en la expresion génica, y la presencia o ausencia de un reloj
periférico en los diferentes 6rganos y tejidos. Los modelos experimentales nos permiten
activar y desactivar componentes especificos de la maquinaria del reloj para identificar
sus efectos en los fenotipos metabdlicos y de enfermedad. Desde el punto de vista de la
epidemiologia genética, el estudio de los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs),
estd contribuyendo a la identificacion de los antecedentes genéticos del cronotipo del
individuo. El cronotipo clasifica a la poblacion en individuos matutinos, que son aquellos
que prefieren la mafiana para la realizacion de la mayoria de sus actividades diarias, y en
individuos vespertinos o aquellos que prefieren la noche. El analisis de los genes reloj
también estd siendo de gran utilidad para el estudio de las alteraciones del suefio o de los
trastornos estacionales del estado de animo.

¢) Evaluar las salidas del reloj central. Por ultimo, la evaluacion del sistema
circadiano también se puede realizar mediante el andlisis de las salidas del mismo.
Hormonas, transmisores, etc. que sirven de conexion para poner en “hora” otros sistemas
fisiologicos. Entre estos marcadores destaca la temperatura corporal, la melatonina y el
cortisol.

-Temperatura corporal. Uno de los marcadores mas usados en cronobiologia es la
medicion de la temperatura central cuyos valores mas elevados ocurren durante el dia y
los més bajos durante la noche (29, 30). La temperatura central se ha asociado con efectos
fisiologicos generalizados (29). Su medicion no es facil en condiciones de vida
ambulatoria o libre, ya que generalmente se mide mediante sondas rectales, timpanicas,
orales o urinarias, o pildoras abdominales recolectoras de datos, lo cual requiere

laboratorios especializados (31-33).
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Por otro lado, muchos investigadores optan por la medicion de la temperatura en
la mufieca (WT: wrist temperature) a través de sensores, ya que nos permite la
evaluacion del sistema circadiano en condiciones habituales de vida libre y durante largos
periodos de tiempo. Es una técnica no invasivas que permite una evaluacion facil y
econdmica de la salud circadiana para un uso rapido y efectivo en la practica clinica (34).
El patron circadiano de la temperatura periférica es inverso al de la temperatura central,
mostrando los valores més altos durante la noche y los mas bajos durante el dia. Las
investigaciones muestran que la WT es un buen marcador para evaluar la salud del
sistema circadiano en diferentes circunstancias (34) ya que ademas ha sido validado por
polisomnografia (35) y se ha correlacionado previamente con el analisis del “inicio de
melatonina en condiciones de luminosidad tenue” llamada en inglés Dim Light Melatonin
Onset (DLMO) y que se conoce como un método eficaz de conocimiento de la acrofase
del suefio (36). De hecho, diferentes patologias como la hipertension (37), el sindrome
metabolico (MetS) y la obesidad (38), asi como con la pérdida de peso (39) se han
asociado con alteraciones en el patrén de 24h de la temperatura periférica. Un ritmo de
temperatura en la mufieca poco robusto, aplanado (con menor amplitud), fragmentado
(con mayor variabilidad intradiaria), o poco estable (con menor estabilidad interdiaria), se
considera marcador de enfermedad. Teniendo en cuenta que la medicion de la
temperatura en la mufieca resulta Util en la practica clinica para evaluar la
cronodisrupcion (40), seria interesante conocer la contribucion relativa de los
componentes genéticos y ambientales en los ritmos diarios de este marcador de CD, sin
embargo, hasta ahora no existen estudios al respecto.

-Melatonina. La melatonina se considera el mejor marcador de fase del sistema
circadiano. Sin embargo, su perfil estd no es sélo circadiano, es decir no solo esta

marcado por el reloj interno, sino que en ¢l influyen otros factores o sincronizadores
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externos como es la exposicion a la luz y, en menor medida factores del propio individuo
como es la posicion corporal, la actividad fisica, el suefio, el consumo de cafeina y de
farmacos como los betabloqueantes (41-44). Los valores plasmaticos de melatonina
muestran un perfil de 24h, con valores bajos durante el dia y valores altos durante la
noche, produciéndose un pico en la secrecion de entre las 02:00 h y las 04:00 h de Ila
noche. En los seres humanos, la melatonina contribuye al ritmo de la temperatura
corporal, ya que esta hormona es responsable de la vasodilatacion de la piel de las
extremidades. Ademas, la secrecion de melatonina se relaciona con la propension al
suefio y coincide con una caida de la temperatura corporal central, y con una disminucion
en el grado de excitacion y en el rendimiento del individuo (45). La manipulacion de los
valores de melatonina podria ser clinicamente Util para resincronizar el ritmo de la
temperatura corporal en condiciones de desincronizacion. Sus valores se pueden medir de
forma fiable en plasma, saliva y orina (en el ultimo caso como su metabolito, la 6-
sulfatoximelatonina). El mejor momento para evaluar la melatonina como marcador del
ritmo circadiano es al anochecer, en condiciones de luz tenue (<50 lux), ya que coincide
con un rapido aumento de las concentraciones fisioldgicas de melatonina. A esta
metodologia se le conoce como DLMO (Dim Light Melatonin Onset) es decir, inicio de
melatonina en condiciones de luminosidad tenue (46). En los estudios de DLMO, es
suficiente iniciar el muestreo de melatonina de 2 a 3 horas antes de la hora normal de
acostarse del sujeto (entre las 19:30 h y las 22:00h de la noche, aunque depende del
individuo y de los hébitos del pais donde se realice el estudio, y de las caracteristicas del
individuo, es decir si muestra o no alteraciones de fase.

-Cortisol. El cortisol se considera un marcador adecuado para la evaluacion de la
salud circadiana, ya que es un corticosteroide con un perfil circadiano robusto que

alcanza su pico maximo a la hora del despertar y que presenta valores mucho menores a
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medida que avanza el dia y alcanza su valor minimo, aproximadamente 2 horas después
de que el individuo se vaya a dormir. A pesar de considerarse un buen marcador
circadiano, debemos tener en cuenta que los valores de cortisol pueden verse afectados
por factores externos como los horarios de ingesta de alimentos (22), la presencia de
situaciones estresantes, la exposicion a la luz en determinados momentos del dia (47), o
situaciones patologicas como la obesidad (48). Situaciones no patologicas como el
envejecimiento también afectan el perfil de cortisol. El perfil de suefo-vigilia también
puede modificar el ritmo del cortisol (49). El cortisol se puede medir en suero o saliva,
siendo los momentos mas criticos para medir su perfil circadiano el aumento justo antes
de despertar y al final del dia o comienzo de la noche que es cuando presenta sus
concentraciones minimas en sangre.

-Variables  integradoras (TAP). La variables circadianas analizadas
individualmente como la temperatura de la mufieca, la actividad fisica y la posicion
corporal presentan fuertes influencias ambientales, como es la temperatura ambiental
externa. Ademads, hay errores que pueden afectar su registro, como por ejemplo, la
dificultad de diferenciar entre el comienzo del descanso nocturno y la retirada del sensor
para ducharse justo antes de acostarse, los movimientos del compafiero de la cama, el
suefio en un coche o tren, las comidas, la activacion emocional y otros (50). De manera
semejante, el uso de la actividad, o el andlisis de la posiciéon, como marcadores de la
salud circadiana, también puede presentar errores.

Debido a estos inconvenientes, para evitar estos problemas, se ha planteado el uso
de variables que integren diferentes marcadores para obtener medidas de la salud
circadiana mas fiables. Con el fin de minimizar estos errores y la variacion aleatoria, en

2010 el grupo de investigacion dirigido por el profesor Dr. Juan Antonio Madrid,
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desarrolld6 un método para la integracion de dichas variables circadianas como la
temperatura periférica, la actividad y la posicion, llamado TAP (51).

Estudios recientes han demostrado que el TAP permite no solo evaluar la funcion
del sistema circadiano del individuo, sino también el ritmo suefo-vigilia con una
precision superior al 90% segun el registro polisomnografico (52). Esta técnica se ha
aplicado recientemente para evaluar la salud del sistema circadiano y su madurez en
recién nacidos (53), asi como su asociacioén con patologias como el sindrome metabdlico

y la obesidad (40).

2. Heredabilidad del sistema circadiano

La ritmicidad circadiana esta sometida a la influencia de diferentes factores tanto
internos como externos, que configuran su desarrollo y funcionamiento. Estos factores
pueden ser factores genéticos (por ejemplo, los genes reloj que dirigen el funcionamiento
del ntcleo supraquiasmatico —SCN, y otros genes que modulan otras variables
circadianas), asi como factores ambientales (por ejemplo, los ritmos de luz, de actividad,
la vida social, factores culturales que influyen en los horarios, etc). Los ritmos
circadianos del individuo por tanto seran el resultado no sélo de estos factores genéticos y
ambientales sino probablemente, de la interaccion entre ellos.

Clésicamente se han utilizado los modelos basados en gemelos para analizar la
contribucion relativa de los factores genéticos y ambientales en un determinado caracter.
Estos modelos han sido aplicados también en el andlisis de la ritmicidad circadiana, del
cronotipo y de otras variables que definen la salud circadiana.

De hecho durante los afios 1993 y 1994, Paul Linkowski et al. realizaron dos
estudios relevantes sobre el sistema circadiano para analizar las contribuciones relativas

de factores hereditarios y/o ambientales en la secrecion del cortisol y la presion arterial
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respectivamente (54, 55), y se concluy6 que los factores genéticos controlaban algunas de
las caracteristicas de la ritmicidad circadiana del cortisol y de la presion arterial
diastolica.

Mas recientemente, Jacqueline M et al. (56) demostraron que la heredabilidad del
cronotipo del individuo, es decir el componente genético que marca la tendencia a ser
matutino o vespertino era del 44% en la poblacion joven y del 47% en la poblacion adulta
(57). Estos resultados se obtuvieron mediante un cuestionario que clasifica a la poblacion
con respecto a su comportamiento en diferentes rangos: un valor alto del cuestionario se
refiere a personas de mafiana o matutinas, que son aquellas personas que se levantan
temprano por la mafiana, logran su mayor rendimiento durante este segmento del dia y se
van a la cama pronto. Un valor bajo, sin embargo, se refiere a personas nocturnas o
vespertinas e incluye a aquellos sujetos que se levantan, logran su mayor rendimiento y se
van a dormir tarde. Estos resultados coincidieron con los resultados obtenidos en otro
estudio realizado por Hur et al. (58), en el que se observd que la matutinidad-
vespertinidad (por ejemplo la preferencia diurna) parece estar relacionadas genéticamente

con la calidad del suefio (59).

2.1. Heredabilidad del suefio

Si seguimos con la clasificacion de los factores circadianos utilizada a lo largo de
esta memoria de tesis, la duracion y la calidad del suefio se podria considerar como un
resultado o como “salida” del reloj circadiano, aunque también se podria interpretar como
una caracteristica que afecta al sistema circadiano, es decir como una “entrada”. De
hecho, a la hora de analizar la salud circadiana, se estudia el ritmo de suefio-vigilia. Es
por ello, que el estudio de la heredabilidad del suefio es motivo de estudio en
cronobiologia. Desde el punto de vista de la heredabilidad del suefio, es importante

discernir entre el suefio diurno y el suefio nocturno. La carga genética del suefio nocturno
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se ha estudiado repetitivamente, con estimas de heredabilidad en la “duracion del suefio”
entre el 17% y el 55% (59-62) mientras que la heredabilidad de la “somnolencia diaria”
estaba entre el 29% (62) y el 38% (63). Estos y otros trabajos (64, 65) sugieren que los
patrones de suefio presentan un componente genético considerable.

Sin embargo, esto no es asi en lo que se refiere a la heredabilidad del suefio
diurno, que es esta todavia por descubrir. El suefio diurno, cuyo principal protagonista es
la siesta, se puede definir como un suefio regular de la tarde o una siesta de mediodia y es
caracteristico de algunos paises y areas del mundo como los paises mediterraneos, China
y América Latina (66).

La practica de la siesta es un aspecto relevante a considerar en investigacion
debido a su posible relacion con la salud y la enfermedad. En los tltimos afios, la siesta se
ha convertido en un tema de interés entre los cientificos y en la poblacion general, ya que
estudios previos sugirieren que dormir una siesta corta podria ser beneficioso para la
salud, particularmente en algunas poblaciones especificas, como en los trabajadores por
turnos (67, 68). La siesta corta (menos de 30 minutos) parece reducir la presion arterial y
disminuir la prevalencia de la hipertension (69). Por el contrario, varios autores han
especulado que la siesta es un marcador de condiciones insalubres, probablemente
relacionadas con algunas enfermedades, como la diabetes (70), el Parkinson (71), el
infarto de miocardio (72) y la obesidad (73). Hoy en dia no esta claro el efecto de la siesta
sobre la salud, y en el caso de que fuera un factor negativo tampoco se sabe si la siesta es
la causa o la consecuencia de estos problemas de salud.

Con respecto a la obesidad, estd aumentando el nimero de estudios que hace
referencia a la relacion entre el suefio nocturno y la obesidad (74-76). Sin embargo, los
estudios sobre la asociacion entre la siesta y obesidad son escasos (73). Se necesita mas

informacion, incluyendo datos objetivos de suefio diurno, para explorar los determinantes
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de la siesta y su relacion con las variables relacionadas con la salud, en general, y con la
obesidad, en particular.

Los habitos de la siesta muestran una distribucioén geografica y se han considerado
tradicionalmente como un comportamiento que depende de la cultura y las condiciones
ambientales. Sin embargo, los analisis recientes de la asociacién del genoma con las
caracteristicas del suefo, han identificado nuevos loci relacionados, no sélo con la
duracioén del suefio nocturno y el insomnio, sino también con la somnolencia diurna (77).
Esto sugiere que no sélo los habitos de vida y culturales, sino que también la genética
juega un papel en los habitos de la siesta y sus caracteristicas. Sin embargo, tras una
revision bibliografica exhaustiva no hemos sido capaces de encontrar estudios sobre la
contribucion relativa de factores genéticos y ambientales a la siesta, y no existen estudios
evaluados por técnicas objetivas de analisis del suefio diurno.

Por el contrario, la heredabilidad del suefio nocturno si que esta bien definida, y se
sabe que oscila entre el 50-70% (78, 79). De hecho, se han utilizado varios enfoques para
estudiar el papel relativo de la genética y el medio ambiente en el suefio mediante
métodos subjetivos, que implican el uso de cuestionarios para obtener caracteristicas de
suefio (80); y mediante métodos objetivos, que proporcionan una mayor visibilidad de los
aspectos fisioldgicos del suefio, como el examen de patrones de actividad cerebral
mediante polisomnografia (81) o electroencefalografia (EEC) (82). Sin embargo, estas
técnicas tienden a centrarse exclusivamente en el suefio nocturno, excluyendo episodios
de sueno diurno como la siesta. Ademas, estas técnicas no permiten registrar de manera
continuada las caracteristicas del suefio durante mas de un dia o incluso semanas, lo cual
es crucial para estudiar la siesta, su patron diario y sus caracteristicas tales como
frecuencia, longitud y tipo. Para evaluar un patron preciso de la siesta, seria aconsejable

realizar las mediciones durante al menos 7 dias consecutivos (34). La polisomnografia a
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pesar de ser la técnica de referencia en el evaluacion del suefio nocturno, su uso no parece
aconsejable para el estudio de la siesta, ya que podria interferir con la rutina del sujeto y
afectar el comportamiento de éste en relacion a su actividad-reposo. Por lo tanto, para el
estudio de la heredabilidad de la siesta es esencial utilizar una técnica diferente, que evite
estos problemas y que permita medidas ambulatorias correctas y cémodas. El uso de
técnicas cronobioldgicas de temperatura, actimetria y posicion, o de variables
integradoras como el TAP, podria evitar estos problemas, ya que se basa en la utilizacion
de sensores externos, y facilita la medicion de varios dias e incluso semanas. El uso de
TAP (temperatura, actividad y posicion), nos permitiria evaluar la siesta, sus horarios, su
duracion y su frecuencia durante al menos una semana, tiempo minimo necesario para
obtener variables circadianas de calidad.

La variable integradora TAP, puede ser util para obtener patrones circadianos y
pardmetros ritmicos del ciclo de suefio-vigilia (51). Ademas, TAP ha sido validada como
una medida apropiada para el estudio del suefio por su asociacion con la polisomnografia
y se considera una herramienta til para el cribado preliminar de sujetos con sospecha de

tener problemas de suefio y para detectar patologias circadianas del suefio (52).

2.2. Heredabilidad de los horarios de las comidas

Otro aspecto interesante a estudiar en cronobiologia es la hora de la comida, ya
que el cambio entre el ayuno y la ingesta es uno de los principales sincronizadores de
nuestro sistema circadiano, en particular se sabe que la hora de la comida es capaz de
cambiar la fase de relojes periféricos, tal y como se ha demostrado en estudios realizados
en animales de experimentacion (83, 84).

Ademads, el momento de la ingesta de alimentos es un aspecto novedoso a
considerar en los estudios nutricionales actuales. Varios estudios han demostrado la

relacion entre el horario de la comida y varias enfermedades como las alteraciones
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cardiovasculares, la obesidad y el sindrome metabolico (MetS) (22, 85, 86). En modelos
animales se ha demostrado que una hora inusual de alimentacion podria alterar el sistema
circadiano, influyendo en la fisiologia y fisiopatologia del animal (83, 84).

Diversos aspectos como el cronotipo individual y hormonas circadianas como el
cortisol, estdn relacionados con el momento de la ingesta de alimentos. Estudios
anteriores han demostrado que la ingesta de alimentos afecta a la concentracion de
cortisol (en el plasma), la cual, después de las comidas, disminuye por la manana (8:00h,
12:00h y 14:00h) y de madrugada (4:00h), pero no por la tarde-noche (87). También se ha
demostrado que los individuos de tipo nocturno son mas propensos a cenar tarde, y son
por tanto comedores tardios (86).

Uno podria pensar que el horario de la comida estd determinado por factores
puramente ambientales, determinados por los horarios de trabajo y el estilo de vida
propio de cada cultura y pais. Sin embargo, varios estudios han propuesto que también
hay un componente genético en el horario de la comida que nos impulsa a comer o
dormir temprano o tarde. En este sentido, un trabajo previo llevado a cabo por el grupo
Garaulet M et al. (86) ha demostrado que algunas variantes genéticas como los SNPs
presentes en algunos genes reloj como el CLOCK 154580704 se asocian con el horario de
la comida lo que parece indicar que no s6lo hay componentes ambientales, sino también
genéticos en el horario de las comidas. Sin embargo, los estudios sobre la heredabilidad
de la hora de la comida son escasos, y no han sido estudiados en una poblacion
mediterranea, como la espafiola que presenta horarios muy diferentes al resto de paises
europeos y americanos.

Espaia es un pais peculiar en la distribucion del horario de las comidas. Los
espafioles estamos acostumbradados a comer y cenar tarde en comparacion con otros

paises. La hora media en la que realizamos la comida principal del mediodia es alrededor
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de las 3 de la tarde (15:00 h) (86), mientras que para la cena es alrededor de las 22:00
(88). Aunque hay factores culturales que pueden estar involucrados en esta ingesta tardia,
la genética también puede estarlo, y por lo tanto, seria interesante evaluar en la poblacion
espafiola si el momento de la ingesta de alimentos es un factor genético o ambiental.
Entendemos que si los horarios de comida tienen un componente genético es
presentaremos una mayor dificultad cuando tratemos de implantar nuevos programas de

salud publica hacia el cambio de horarios de alimentacion.

2.3. Modelos en gemelos en el estudio de la heredabilidad

Una vez entendida la importancia del estudio de la heredabilidad de la salud
circadiana es necesario conocer cudles son las metodologias que tenemos al alcance para
alcanzar nuestro objetivo. Aunque no es el unico método, cldsicamente se han utilizado
los estudios de gemelos para el analisis de la contribucion relativa de los factores
genéticos y ambientales en la conducta del individuo y en otros fenotipos. Estos estudios,
permiten separar las causas genéticas de las ambientales en la similitud familiar (89) y, de
esa manera, tratan de explicar cudl es la razén por la que personas emparentadas se
parecen entre si; y también cual es el origen de las diferencias individuales. El
razonamiento utilizado bésicamente es el siguiente: los gemelos monocigéticos (MZ)
proceden de un solo cigoto escindido en una fase muy temprana del desarrollo y, por
tanto, son genéticamente iguales. Sin embargo, gemelos dicigéticos (DZ) proceden de
dos cigotos independientes y, en consecuencia, su similitud genética es la misma, en
promedio, que las de unos hermanos cualesquiera, con la salvedad de que comparten la
vida intrauterina. Teniendo esto en cuenta, si los factores genéticos son importantes en un
cardcter determinado, las parejas de MZ deben de ser mas similares entre si que las

parejas de DZ.
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Asi, en estos estudios se comparan las asociaciones o correlaciones entre pares
MZ y DZ en relacién a un fenotipo, por ejemplo, ser matutino o vespertino. Si la
correlacion es mayor entre hermanos MZ que entre DZ, se interpreta como una evidencia
de que los factores genéticos influyen sobre la variable en estudio. Si, ademads, la
correlacion es mas del doble en MZ que en DZ, se considera que existen factores
genéticos de dominancia. En otro sentido, si la correlacion entre DZ es mas de la mitad
de la correlacion entre MZ, se interpreta como una prueba de la influencia de factores
ambientales compartidos (90). Ademas, este tipo de practicas se basa en la presuncion de
que el parecido debido a causas ambientales es aproximadamente el mismo para ambos
tipos de gemelos (ambientes iguales), al ser criados en la misma familia y tiempo de
forma general (91, 92).

Por tanto, toda esta informacion se puede utilizar para estimar la contribucion
relativa de cuatro fuentes de varianza diferentes que afectan a un fenotipo cualquiera
(59). Estas cuatro fuentes de varianza se clasifican en:

* Influencias genéticas aditivas (A). Representa hasta qué punto los genotipos se
trasmiten de padres a hijos. Indica la contribucion al fenotipo de la suma de los
efectos de todos los alelos individuales que intervienen en dicho fenotipo.

* Efectos genéticos de dominancia (D). Incluye los efectos génicos sobre el
fenotipo, que son producidos por las interacciones de alelos en un mismo locus.
Habitualmente se incluye también aqui el efecto de las interacciones entre
distintos pares génicos sobre el fenotipo (por ejemplo, los efectos epistaticos es
decir, cuando la expresion de uno o mas genes depende de la expresion de otro
gen).

* Influencias ambientales compartidas (C). Influencias ambientales que actiian

para hacer los gemelos similares.
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* Influencias ambientales no compartidas (E). Influencias ambientales que
actian para hacer los gemelos diferentes dentro de un par (esta fuente de
varianza también incorpora error).

Gracias a la estimacion de estds cuatro fuentes de varianza, es cuando se puede
empezar a hablar de heredabilidad. Esta hace referencia a qué proporcion de la varianza
de un fenotipo es explicada por la varianza genética, es decir qué parte de las diferencias
encontradas entre los sujetes de estudio en un determinado caracter es producto de
diferencias genéticas entre ellos. Se puede hablar de dos tipos de heredabilidad:

 Heredabilidad en sentido amplio (H?), la cual resulta de la suma de los
componentes aditivo (A) y dominante (D). > H?:A+D

* Heredabilidad en sentido estricto (h?), la cual se debe unicamente al
componente aditivo (A). > h%:A

La estimacion de la heredabilidad se podria conseguir comparando las
correlaciones entre algunos tipos de familiares, como por ejemplo entre hermanos. De
acuerdo con esto, su parecido o correlacion (r) tiene que deberse a su similitud familiar,
teniendo en cuenta que al menos comparten el 50% de los genes (1/2 h?), afiadiendo
ademas su similitud ambiental (c?).

I hermanos = /2 h* + ¢

Teniendo en cuenta esta salvedad, en el caso de los gemelos MZ y DZ seria
posible estimar los valores de las contribuciones relativas de los factores genéticos y
ambientales para un caracter especifico, siendo la correlacion para los gemelos MZ de:
rvz= h? + ¢%, con la salvedad de que comparten el 100% de sus genes, y para los gemelos
DZ de: rpz= % h> + ¢%, ya que comparten al menos el 50% de sus genes, como hemos
mencionado anteriormente. Por lo que:

2 2 2 2 2
I'Mz-I'DZ=h -1/21’1 +cC -C;I'Mz-I'DZ=1/2h
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h* =2 (rmz-rpz)

Con esto queremos explicar como la heredabilidad en sentido estricto (h2) se
calcula como el doble de la diferencia entre las correlaciones observadas dentro de cada
pareja de gemelos MZ y DZ. Con respecto a la influencia del ambiente compartido y no
compartido, cabe decir que toda variacion entre gemelos MZ tiene que deberse a fuentes
de variacion ambiental no compartida ya que, por definicion, los gemelos MZ comparten
el 100% de sus genes asi como las influencias ambientales compartidas. Este tipo de
modelos se basa en una serie de asunciones, como la escasa importancia de los efectos
dominantes, la ausencia de epistasia (interaccion entre genes), y que el ambiente
compartido para los gemelos MZ es idéntico que para los DZ. Ademas, se asume que el
genoma es exactamente igual entre los MZ y que los efectos epigenéticos
(modificaciones celulares que se pueden heredar no relacionadas con cambios en la
secuencia del ADN y que pueden ser modificadas por el ambiente) (93), no introduciran
grandes variaciones entre ellos. Es decir, estan sujetos a fuentes de error conocidas las
cuales son muy dificiles de controlar, pero que se espera que influyan en escasa medida
(94, 95).

Los especialistas en el estudio de gemelos han demostrado con creces que se
puede determinar la magnitud de los efectos genéticos (aditivos y dominantes) y
ambientales (compartidos y no compartidos), con esta informacion obtenida a través de
los gemelos MZ y DZ. Cabe destacar que con estos datos, solamente se pueden estimar
tres de las cuatro fuentes de varianza, por lo que es necesario buscar el modelo que mejor
ajuste en cada caso. Asi, el modelo genético mas sencillo incluye el efecto genético
aditivo, el ambiental compartido y el ambiental no compartido (modelo ACE), el cual
debe de estar siempre porque incluye el error. En el caso de que se sospeche que el

caracter estudiado estd influenciado por factores genéticos dominantes (cuando la

25



Tesis doctoral Jesus Lopez Minguez

correlacion de los MZ es mas del doble de la correlacion de los DZ, que implicaria que
los efectos genéticos dominantes juegan un papel importante en dicho rasgo) habria que

desestimar la influencia ambiental compartida (modelo ADE).

2.4. Estudios genéticos de poblaciones y definicion de nutrigenética: MTNRIB

A parte de los modelos de heredabilidad basados en gemelos, actualmente en
genética se realizan estudios para determinar las asociaciones entre genes especificos o
variantes génicas con fenotipos particulares asociados a enfermedad, como el grado de
obesidad, la presencia de diabetes, hipertension, riesgo cardiovascular, cancer y otras
patologias de la sociedad actual. Ademas, estos estudios se hacen en grandes poblaciones
denominados GWAs (Genome-Wide Association Study) o estudios de asociacion del
genoma completo. Los GWAs consisten en el uso de grandes poblaciones para el analisis
de un millbn o mas marcadores genéticos (polimorfismos de un solo nucledtido)
distribuidos a lo largo del genoma (96). Estos estudios estan disefiados con el objetivo de
identificar las diferentes asociaciones genéticas relacionadas con fenotipos observables
(92), para ello se usa la tecnologia del genotipado, que analiza cientos de miles de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), y permite estimar la contribucion de la
genética a enfermedades comunes (97). Se necesitan dos tipos de poblaciones para estos
estudios: personas con la enfermedad y personas similares sin la enfermedad. Se
considera que si determinadas variaciones genéticas son mas frecuentes en las personas
con la enfermedad, se dice que estas variantes génicas estan “asociadas” con dicha
enfermedad.

En este sentido, un GWAs realizado en el afio 2009 identificé un polimorfismo en
el gen que codifica el receptor 1B de melatonina (MTNRIB) rs10830963 como una
variante de riesgo para la diabetes tipo 2 (DT2) (98, 99). El MTNRIB tiene una variacion

genética comun que consiste en un cambio en una sola base nucleica o SNP en Ia
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posicion rs10830963 (MAF: 30%) que clasifica a la poblaciéon en homocigoticos
portadores del alelo de riesgo GG, en heterocigdticos portadores del alelo de riesgo CG, y
en homocigoticos no portadores CC. Este SNP en el MTNRIB se ha asociado con uno de
los efectos mas fuertes sobre el indice de disposicion oral (el producto de la secrecion de
insulina y la sensibilidad a la insulina) en méas de 90 variantes genéticas comunes
identificadas para la DT2 (100-102). Si bien este hallazgo generé mucha excitacion con
respecto al vinculo entre el suefio, los ritmos circadianos y el metabolismo de la glucosa,
el mecanismo subyacente de su asociacion esta empezando a definirse, por lo que el
camino hacia la aplicacion clinica no esta claro (102-104). Ademas, el impacto funcional
de esta variante del MTNRIB en la fisiologia metabolica no se conoce todavia, ya que las
determinaciones de glucosa se suelen realizar por la mafnana en ayunas, cuando los
valores de melatonina estdn muy bajos y, por tanto, se hacen en ausencia del ligando del
receptor.

La nutrigenética es el estudio de la interaccion de los aspectos ambientales
relacionados con la nutriciéon, como podria ser “qué”, “cémo” o “cuando” se come y un
polimorfismo determinado, para una enfermedad. Un ejemplo claro seria la interaccion
entre la hora de la comida y el SNP del MTNRIB rs10830963 para el riesgo de la diabetes
tipo 2. El habito de comer durante la noche es cada vez es més frecuente en la sociedad
actual, debido al modelo de trabajo de 24h/7dias, es decir en el que las empresas dan
servicio durante 24h al dia, los 7 dias de la semana, y es propio de ciertas poblaciones
como son los trabajadores por turnos (105). Los espafioles, debido al habito que tenemos
de cenar tarde, somos poblacion de riesgo: un porcentaje elevado de la poblacion cena
durante las dos horas y media antes de ir a la cama, por lo que se nos considera como

cenadores nocturnos naturales.
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Un estudio a gran escala en mas de sesenta mil personas ha demostrado que comer
por la noche se asocia con un aumento de glucemia (hiperglucemia), independientemente
de otros factores tales como el grado de obesidad (106). Sin embargo, todavia se
desconoce la causa de esta disminucion de la tolerancia a la glucosa durante el consumo
nocturno de alimentos.

Aunque son muchos los factores que pueden estar involucrados (107, 108),
estudios previos apoyan la hip6tesis de que la ingesta de alimentos coincidiendo con altos
valores de melatonina puede conducir a un deterioro de la tolerancia a la glucosa. De
hecho, nuestro equipo de investigacion y otros, han demostrado que la administracion
exogena de melatonina, en concentraciones supra-fisioldgicas, disminuye la tolerancia a
la glucosa tanto en mujeres mayores (109) como en mujeres jovenes (110). Sin embargo,
hasta la fecha no se conoce la influencia de la melatonina endogena, a concentraciones
fisiologicas, sobre la tolerancia a la glucosa.

Para entender el porqué esta variante génica MTNRIB rs10830963 se asocia con
el riesgo de padecer Diabetes Mellitus tipo 2, anteriormente se desarrolld un estudio por
nuestro grupo controlado con placebo para investigar si la administracion exogena de
melatonina (5 mg) presentaba un efecto diferente sobre la tolerancia a la glucosa en
sujetos portadores de la variante de riesgo (G) del MTNRIB, que en los no portadores .
Nuestros resultados mostraron que la administracion de melatonina disminuia la
tolerancia a la glucosa especialmente en aquellos sujetos que presentaban la variante de
riesgo G, mientras que en los no portadores no se observo ningin efecto (111). Estos
resultados se han replicado recientemente mediante otro grupo de investigacion, que
obtiene resultados semejante incluso tras de la administracion crénica de melatonina
(102). Sin embargo, todos estos estudios se han realizado tras administrar melatonina, lo

que lleva a concentraciones supra-fisiologicas que no representan la situacion habitual del
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individuo, por lo que los resultados de estos estudios solamente son de utilidad para 1)
tratar de entender el mecanismo de accidon de la melatonina, y su efecto diferencial en
funcién de la variante génica en su receptor; 2) para estudiar aquellos individuos que son
tratados con melatonina exdgena. Sin embargo, hacen falta estudios en los que se analice
la concurrencia de valores elevados de melatonina endogena y glucosa, como es el caso
de cenadores tardios, que suelen comer durante las dos horas antes de comenzar el suefio,
con lo que ingieren carbohidratos en presencia de valores altos de melatonina, ya que ésta
hormona comienza su incremento en sangre aproximadamente dos horas antes de ir
dormir. La hipdtesis es que comer con melatonina elevada, produce alteraciones en el
metabolismo de insulina (menor secrecién o una menor sensibilidad a la insulina) lo que
daria lugar a una disminucion de la tolerancia a la glucosa sobre todo en aquellos
portadores de la variante de riesgo G en MTNRIB rs10830963, en los que el receptor de

melatonina presenta una funcioén exacerbada, y que son un 51% de la poblacion europea.
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Objetivos

Estado actual

Los estudios realizados sobre la heredabilidad del sistema circadiano se han
abordado de forma subjetiva mediante cuestionarios o registros semanales de suefio y
comida. Sin embargo, hacen falta estudios objetivos sobre la heredabilidad de otros
pardmetros cronobioldgicos relevantes, como la fase, la amplitud, la estabilidad o la
fragmentacion, caracteristicos todos de un ritmo circadiano saludable. Este andlisis
objetivo se puede realizar mediante el andlisis de: a) variables como la temperatura
corporal, la actividad, la posicion corporal, o una combinacion de ellos (TAP); b) ritmos
circadianos de hormonas como el cortisol y la melatonina; c) caracteristicas del suefio; d)
horarios de comida. Ademds, se pueden estudiar variantes génicas individuales,
implicadas en la salud del sistema circadiano, y su posible asociacion con ciertos
fenotipos de interés.

Uno de los objetivos de los estudios clasicos de gemelas ha sido el estudio de la
heredabilidad el suefio generalmente analizado por polisomnografia. Aunque esta técnica
es considerada la técnica por excelencia, no permite determinar la estabilidad del suefio a
lo largo de varios dias, ni estudiar la siesta o el suefio diurno (hdbito caracteristico de
nuestra region mediterranea). Para ello, se requiere del uso de técnicas que se puedan
utilizar de manera continua durante al menos 7 dias. En esta tesis doctoral, proponemos el
TAP (temperatura, actividad y posiciéon) como una técnica novedosa para el analisis de la
heredabilidad de la salud circadiana y de los ritmos de suefio-vigilia.

Por otro lado, se sabe que la hora a la que comemos es un sincronizador de
nuestros relojes periféricos. Sin embargo, no se conoce el grado de heredabilidad de este
factor, y de otras variables relacionadas con ¢l como son el cortisol, los horarios de suefio

o el cronotipo.
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Aunque el GWAs realizado en 2.009 identific6 un SNP del receptor de
melatonina 1B como variante génica de riesgo para la diabetes mellitus tipo 2, no hay
estudios claros que demuestren si existe una interaccion entre la concurrencia de las
concentraciones fisioldgicas de melatonina y la ingesta de alimentos sobre la tolerancia a

la glucosa en los portadores de la variante de riesgo G.

Objetivo general

En base a lo expuesto en el estado actual, nuestro objetivo principal es el estudio
de las influencias genéticas y ambientales en la salud del sistema circadiano, el patron de
suefio-vigilia y el horario de la comida. De igual modo, pretendemos estudiar si una
variante génica relacionada con el sistema circadiano, cémo es el caso de MTNRIB
rs10830963, se relaciona con una intolerancia al metabolismo de la glucosa, factor de
riesgo de diabetes, sobre todo cuando existe una concurrencia entre valores elevados de

melatonina e ingesta.

Objetivos especificos

Objetivo 1: Analizar las influencias genéticas y ambientales sobre la salud del sistema
circadiano mediante la medicion continua de la temperatura en la mufieca.

Objetivo 2: Utilizar procedimientos multiparamétricos como la variable integrada de
temperatura, actividad y posicion (TAP) para la medicion de las influencias genéticas y
ambientales sobre la salud del sistema circadiano.

Objetivo 3: Determinar las influencias genéticas y ambientales del patron suefio-vigilia
y sus diferentes pardmetros coémo son la siesta y el suefio nocturno, medidos de forma
continua a través de una variable integrada (TAP). Asi como la posible relacion entre el

suefio diurno y las medidas antropométricas relacionadas con la obesidad.
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Objetivo 4: Evaluar las influencias genéticas y ambientales de factores relacionados con
la hora de la comida en una poblacion mediterranea de gemelas.

Objetivo 5: Estudiar si la variante génica del receptor 1 de melatonina (MTNRIB
rs10830963) relacionada con el sistema circadiano presenta un impacto sobre el
metabolismo de la glucosa, en especial cuando existe coincidencia en el tiempo entre

melatonina e ingesta.
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Material y Métodos

1) Poblaciones de estudio

-Poblacion de gemelas (objetivos 1-4). Para llevar a cabo los objetivos relacionados con
la heredabilidad de la salud del sistema circadiano (objetivos 1-4), se selecciond una
muestra de mujeres gemelas adultas del registro de gemelas de Murcia (MTR) (112, 113).
El MTR ha sido aprobado por el comité bioético de la Universidad de Murcia y sigue las
normas nacionales en materia de proteccion de datos personales. Durante esta
investigacion se siguieron las regulaciones institucionales y gubernamentales aplicables
sobre el uso ético de los voluntarios humanos. La muestra seleccionada para este estudio
constaba de 53 pares de gemelas: 28 pares fueron monozigoticas (MZ) y 25 pares fueron
dizigoticas (DZ) (tabla 1, ver en anexos). La edad media de las participantes fue de 52
afios (SD: 6,03; Rango: 46-69). Todas las mujeres procedian de la misma area geografica
(alrededor de unos 30 Km del centro de investigacion). La zigosidad fue determinada por
un test de ADN. Los criterios de exclusion incluian los diagnésticos de desordenes

cognitivos, diabetes mellitus, enfermedad renal cronica, enfermedad hepatica o cancer.

-Poblacion ONTIME-DINE (objetivo 5). Para llevar a cabo el objetivo sobre el impacto
de una variante del gen MTNRIB en enfermedades asociadas con la cronodisrupcion
como la diabetes, se dio de alta la poblacion ONTIME-DINE (Numero de Clinical Trial:
NCT03003936). Esta poblacion constaba de 40 mujeres con sobrepeso/obesidad (IMC>
25 kg/m?) de ascendencia europea que eran comedoras tardias habituales (aquellas que no
dejan al menos 2:30 h entre la cena y la hora habitual de irse a la cama), incluyendo 20
homocigoéticas portadoras del alelo de riesgo GG y 20 homocigoéticas portadoras de CC
para MTNRIB rs10830963 (tabla 2, ver en anexos). Las 20 portadoras GG se
seleccionaron a partir de una base de datos previamente establecida (n=94) (ONTIME,
NCT02829619) mientras que las portadoras de CC (n=20) fueron seleccionadas como

controles para coincidir en los pardmetros de edad, obesidad y sindrome metabolico
39



Tesis doctoral Jesus Lopez Minguez

(tabla 2, ver en anexos). Los criterios de exclusion fueron: tener una dieta especial, estar
bajo tratamiento con medicamentos para bajar de peso, usar medicamentos para dormir o
melatonina, o diagndsticos de diabetes mellitus, insuficiencia renal cronica, enfermedades
hepaticas o cancer. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada paciente
conforme lo establecido en la Declaracion de Helsinki de Estudios Humanos y aprobado

por el Comité de Etica de la Universidad de Murcia (UMU, Murcia).

2) Procedimientos y diseiio experimental de los estudios

-Heredabilidad de la salud del sistema circadiano (poblacion de gemelas). Los datos
analizados en la poblacion para el estudio de la heredabilidad de la salud del sistema
circadiano fueron recolectados entre diciembre del 2012 y marzo del 2013. Una carta
informativa se envié a las mujeres seleccionadas. Mas tarde, una llamada telefonica
confirm6 su disponibilidad, la ausencia de cualquier criterio de exclusion y su voluntad
de participar. La participaciéon fue completamente voluntaria. Los sujetos fueron
organizados en grupos de 4-5 parejas, y se les dio una cita en un centro universitario
situado en la ciudad de Murcia, donde el consentimiento informado fue firmado antes de

cualquier otro procedimiento.

53 pares
28 MZ 25 DZ
N
4 N
Cita 1 Cita 2
-Explicacion del estudio y consentimiento informado 7 di -Recogida de los cuestionarios (comida, suefio y MEQ)
ias

-Medidas antropométricas -Recogida de los sensores de temperatura, actividad y posicion
-Recordatorio de 24h -Recogida de salivetes
-Entrega de los sensores de temperatura, actividad y posicion
-Entrega de salivetes

— _/
e

Temperatura | | Actividad | | Posicion | | TAP || Suefio || Horarios de ingesta y suefio || Cortisol || MEQ |

| Objet;VO 1] [ Objetivo 2| | Objetivo 3 |

Figura 2. Esquema del procedimiento realizado y variables obtenidas en la poblacion de gemelas.
Abreviaturas: MZ, monocigoéticas; DZ, dicigoticas; TAP, temperatura, actividad, posicion; MEQ,
cuestionario vespertino-matutino.
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-Impacto del MTNRIB en enfermedades asociadas con la cronodisrupcion como la
diabetes (poblacion ONTIME-DINE). En primer lugar, los sujetos fueron contactados a
través de una llamada telefonica en la que se les informé sobre el estudio y se concertd
una cita personal en los centros de nutricion Garaulet. Posteriormente, durante el
encuentro personal en el centro de nutricion, se dio una explicacion mas detallada del
estudio experimental y se obtuvo el consentimiento informado por escrito, después del
cual se establecieron las fechas de la intervenciébn y se realizaron medidas
antropométricas y de presion arterial. En los dos dias de la intervencion, se realizaron las
pruebas de tolerancia a la glucosa de 2 h, la recogida de muestras de saliva y la medicion
de luz en las casas de las participantes del estudio.

Se utiliz6 un disefio de estudio cruzado y aleatorizado. Los participantes fueron
examinados en dos condiciones de horario de cena diferentes: a) Cenar tarde (LE: “Late
Eating”): 1 hora antes de su hora habitual de ir a la cama, con la cena aproximadamente a
partir de las 23:00 h; b) Cenar pronto (EE: “Early Eating”): 4 horas antes de la hora
habitual de ir la cama, con la cena aproximadamente a partir de las 20:00 h. La
aleatorizacion fue realizada por el personal de la Universidad de Murcia con un tamafio
de bloque 2, usando un disefio equilibrado a través de un software ejecutado por un
ordenador (http://www.randomization.com). Los valores de glucosa en sangre se
determinaron por un glucdmetro justo antes de la cena (TO’) y a los 30°, 60°, 90’ y 120’
minutos después del comienzo de la misma. Se recogieron muestras de saliva cada hora
(justo antes de cenar (T0’), y a los 60’ y 120’ minutos después del comienzo de la misma)
para la evaluacion de las concentraciones de melatonina salival. La exposicion a la luz se
mididé usando un sensor de temperatura/luz UA-002-64 (Onset Computer, Bourne, MA,
EE,UU) situado en una cadena en el cuello lo mas cerca posible de los ojos. Los

participantes fueron estudiados en su ambiente natural (sus hogares) en las dos
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condiciones de cena con un periodo de lavado de 6 dias entre visitas, es decir, el mismo

dia de la semana en dos semanas consecutivas (tabla 3, ver anexos). Como se esperaba,

en los dos dias del experimento, los valores de melatonina eran mas altos y la intensidad

de luz era mas baja en la condicion de LE que en la EE (tabla 3, ver anexos).

Reclutamiento (n=40)

20 GG 20CC

l

Visita inicial

Revision del protocolo

Consentimiento informado

Medidas basales: recordatorio 24h
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Entrega del registro de 7 dias, cuestionario de suefio y MEQ
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Figura 3. Esquema del procedimiento realizado y variables obtenidas en la poblacion ONTIME-DINE.

Abreviaturas: MEQ); cuestionario vespertino-matutino.
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Por otra parte, durante la semana anterior a cada experimento no se encontraron
diferencias significativas en la ingesta de alimentos y el horario de suefio entre la
condicién de comer temprano y la de comer tarde. Del mismo modo, en el dia del
experimento, el tiempo de suefio y de ingesta de alimentos fue el mismo en las dos
condiciones (EE y LE). Sin embargo, el inicio de la comida y de la cena fue modificado
en funcion del estudio para mantener la misma duracion de ayuno (8h) antes de la cena en

ambas condiciones.

3) Caracteristicas generales de las poblaciones estudiadas

a) Parametros de obesidad y sindrome metabdélico (MetS)

Las mediciones antropométricas se obtuvieron al comienzo de la cita a la misma
hora del dia. El peso corporal se determin6 en los sujetos descalzos que llevaban ropa
ligera usando una escala digital con precision de 0,1 Kg. La altura se determiné usando
un estadiometro portatil (rango 0,14-2,10). Los sujetos se midieron en posicion vertical,
relajados y con la cabeza en el plano de Frankfort. Estos datos se utilizaron para calcular
el indice de Masa Corporal (IMC) de acuerdo con la formula: peso (Kg) /altura (m?). La
grasa corporal total se determind por impedancia bioeléctrica, utilizando el equipo
TANITA TBF-300 (Tanita Corporaciéon de América, Arlington Heights, IL, EEUU). La
distribucion de la grasa corporal se determind mediante el indice cintura-cadera: la
cintura se medid a nivel del ombligo y la cadera en el maximo perimetro (114).

Especificamente en la poblacion ONTIME-DINE se determinaron los valores de
triglicéridos (TG), colesterol y glucosa mediante andlisis quimico automatizado
(Analizador quimico ILAB 600 en el laboratorio de instrumentacion). El HDL-C se midio
después de la precipitacion de lipoproteinas que contienen apoB con sulfato de dextrano y
magnesio. El indice de resistencia a la insulina (HOMA) se calculé con la féormula

aceptada: HOMA = glucosa en ayunas (mmol/l) x insulina en ayunas (mIU/l) /22,5. Para
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determinar la presencia o ausencia de MetS, se aplicd la definicion propuesta por la
Federacion Internacional de Diabetes (115, 116). Se calculd un valor de MetS para cada
participante sumando una unidad para cada uno de los componentes de MetS
(circunferencia de cintura, glucosa en ayunas, triglicéridos, HDL-C y presion arterial

sistolica o diastdlica) con un valor maximo de 5 puntos (tabla 2, ver anexos).

b) Evaluacion del cronotipo

Las mujeres también completaron el cuestionario de matutinidad/vespertinidad
(MEQ) de 19 preguntas de Horne & Ostberg (57). Se consideraban sujetos de tipo
vespertino aquellos que obtuvieron una puntuaciéon por debajo de 41, y de tipo matutino
aquellos cuya puntuacion estuvo por encima de 59. Todos los sujetos dentro del rango

entre 42-58 fueron clasificados de tipo indefinido (117).

¢) Evaluacion de la dieta y caracteristicas del sueiio

El dia de la cita las participantes cumplimentaron el recordatorio de 24h, que se
utiliz6 para ensefiar a las participantes coémo apuntar las ingestas, sus cantidades y
horarios. Posteriormente, las participantes realizaron un registro continuo de siete dias en
caso de la poblacion de gemelas, y de catorce dias (cada semana previa a cada condicion)
en el caso de la poblacion ONTIME-DINE (tabla 4, ver anexos)..
Las participantes también aprendieron a cumplimentar un diario de suefio disefiado por el
Laboratorio de Cronobiologia de la Universidad de Murcia (34), el cual incluia
informacion sobre cuando se iban a la cama, el momento en que se despertaban y la
duracion del suefio (tabla 4, ver anexos). Estas preguntas eran para el suefio nocturno, asi
como para el suefio diurno o siesta.

Condiciones dietéticas de la poblacion ONTIME-DINE. Durante al menos cuatro
dias antes de cada dia experimental, se les indico a los participantes que siguieran su

ingesta dietética habitual. En los dias del experimento, a cada participante se le
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proporcioné una cena con un alto indice glucémico en ambas condiciones la de cenar
temprano (Early Eating; EE) y la de cenar tarde (Late Eating; LE). Esta cena consistia en
un bote de ravioli con salsa de tomate y una pieza de melocotéon (Hero, S,A, Murcia,
Espafa) con una composicion nutricional de 58-60% de carbohidratos, 15-17% de
proteinas y 25-27% de grasas. El contenido de energia de esta cena representd del 30 al
35% de la ingesta energética total del dia para cada participante. En ambas condiciones
de cenar temprano o tarde, las participantes consumieron los mismos alimentos tanto para
el desayuno, el almuerzo y la cena. La comida principal del mediodia, fue rica en
proteinas y baja en carbohidratos con un contenido total de energia de 650 Kcal y
comenzé 8§ horas antes de la cena para asegurar la misma duracion de ayuno antes del

inicio del experimento en ambas condiciones de cena temprana o tardia.

4) Hormonas circadianas

Cortisol. Las muestras de saliva para el cortisol se recogieron en la poblacioén de
gemelas utilizando el sistema de Salivette (Sarstedt, Barcelona, Espana) (118). Las
muestras de cortisol salival se recogieron a las 09:00 h de la mafana, antes de la comida
del mediodia alrededor de las 14:00 h y antes de acostarse sobre las 23:00 h. Dichos
salivetes se centrifugaron para la obtencion de saliva, la cual se repartio en alicuotas de
500 ul en criotubos para su posterior congelacion y almacenamiento a -80°C hasta su
analisis. Las concentraciones salivales de cortisol se midieron mediante
radioinmunoensayo (RIA) (IZASA, Barcelona, Espana). El limite inferior de deteccion de
cortisol en la saliva fue de 0,2 nmol/l. El coeficiente de variacion intra e inter-ensayo fue
4,0% por encima de 0,4 nmol/l y 10,0% para los valores inferiores.

Melatonina. Las muestras de saliva para la melatonina se recogieron en la
poblacion ONTIME-DINE durante los dos dias experimentales de la condicion de cenar

pronto y tarde, utilizando el sistema Salivette (Sarstedt, Barcelona, Espafa). Dichas
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muestras se recolectaron justo antes de comenzar la cena (hora 0') y cada hora después
del inicio de la misma, durante 2 horas (tiempo 60' y tiempo 120"). Las muestras de saliva
se centrifugaron y se repartieron en alicuotas de 500 ul en criotubos para su posterior
congelacion y almacenamiento a -80°C hasta su andlisis. Las concentraciones de
melatonina salival se midieron mediante radioinmunoensayo (RIA) (IBL, Alemania). La

precision intra e inter-ensayo fue de 6,7% y 10,4%, respectivamente.

5) Evaluacion de la salud del sistema circadiano

El registro de las diferentes variables cronobiologicas, solamente se realiz6 en la
poblacion de gemelas para llevar a cabo los objetivos sobre la evaluacion de la
heredabilidad del sistema circadiano. Para ello, se les entregd un dispositivo en forma de
reloj, el cual incluia un sensor de temperatura y un actimetro en forma de brazalete.

-Medicion de la ritmicidad de la temperatura de la muifieca. El ritmo de la
temperatura de la mufieca se evalud durante 7 dias de forma continua usando un sensor de
temperatura (Thermochron iButton DS1921H, Dallas, Maxim, Dallas, TX, EE,UU) con
una sensibilidad de 0,125°C que se programo para recopilar informacion cada 10 min. Se
unid a un tipo de brazalete que simulaba un reloj, el cual se colocd en la mufieca sobre la
arteria radial de la mano no dominante, como se describi6 previamente por Sarabia et al,
(34). La informaciéon almacenada en el iButton se transfiri6 a través de un adaptador
(DS1402D-DRS, Dallas, Maxim) a un ordenador personal utilizando iButton Viewer v.
3,22 (software Semiconductor Maxim de Dallas suministrado por el fabricante). Los
datos se recolectaron durante el periodo de diciembre de 2012 a marzo de 2013, con
temperaturas ambientales de 12,53+1,68 °C (datos obtenidos del Centro de Estadistica de
Murcia, Espafia) para minimizar la influencia de altas temperaturas ambientales en las

lecturas de la temperatura de la mufieca.
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-Medicion de la ritmicidad de la posicion corporal y ritmo de actividad de
reposo. Los ritmos de posicion corporal y de actividad de reposo se evaluaron durante los
mismos 7 dias. Para ello, se utilizoé un sensor de datos de aceleracion HOBO Pendant UA
UA-004-64 (Onset Computer, Bourne, MA, EE.UU) que estaba programado para
registrar datos cada minuto y colocado en el brazo no dominante por medio de una banda
elastica, con su eje X paralelo al himero. La informacion almacenada en el actimetro se
transfirid a través de un adaptador oOptico USB (MAN-BASE-U-4, HOBO, Onset
Computer) a un ordenador personal utilizando el software proporcionado por el fabricante
(HOBOware v. 2,2). A partir de la informaciéon proporcionada por el actimetro se
definieron dos variables: actividad motora (A) y posicion corporal (P). En primer lugar, A
se calcul6 como grados de cambio en la posicion de los ejes X, Y y Z con respecto al
tiempo de muestreo anterior, tal como se describe por Ortiz-Tudela et al, (51). En
segundo lugar, P se calculd6 como el angulo entre el eje X del actimetro y el plano
horizontal, siendo el valor 0° cuando el brazo estaba en posicion horizontal y 90° cuando
estaba alineado verticalmente (51).

-Medicion de la ritmicidad de la variable integrada de temperatura, actividad y
posicion (TAP) y del sueiio. Las medidas de la temperatura de la muieca, la actividad
motora y la posicion del cuerpo fueron finalmente integradas en una variable llamada
TAP (51) segun el software de Circadianware implementado en la plataforma de

Kronowizard (https://kronowizard.um.es/). Para calcular la variable integrada TAP,

primero se normalizaron las variables de temperatura, actividad y posicion calculando los
percentiles 95 y 5 para cada variable. Los valores de temperatura de la mufieca se
invirtieron ya que los valores de actividad y posicion eran opuestos, de modo que los
valores maximos para las tres variables concurrieron a la misma hora del dia. Luego se

calculd la media de las 3 variables normalizadas, donde 0 correspondia al reposo
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completo y suefio, y 1 a periodos de alta excitacion y movimiento. Para una descripcion
detallada del procedimiento, véase (Ortiz-Tudela et al, 2010) (51). En un paso posterior
se calculd un umbral individualizado a partir de la distribucién de frecuencias del TAP,
para el analisis individualizado de los patrones de suefio.

-Medicion de la luz. La exposicion a la luz se midi6 unicamente en las mujeres de
la poblacion ONTIME-DINE. Dicho registro se realiz6 cada 30 minutos empezando
media hora antes de la cena y hasta 2 horas después del inicio de la misma con un sensor
de temperatura/luz de HOBO UA-002-64 (Onset Computer, Bourne, MA, EE.UU)
situado en un cadena en el cuello lo mas cerca posible de los ojos. El dia de la cita
personal, las participantes fueron instruidas para evitar la exposicion a la luz brillante
(intensidades de luz por encima de 25 lux) en la condicion de cenar tarde, mientras que en
la condicion de cenar pronto los participantes debia de estar expuestas a su luz habitual en

el hogar (300-500 lux).

5.1. Parametros obtenidos del estudio de ritmos circadianos

Los parametros de temperatura, actividad, posicion, TAP y suefio se obtuvieron
utilizando el paquete integrado "Circadianware" (Laboratorio de Cronobiologia,
Universidad de Murcia, Espaia, 2010). Los datos ritmicos se procesaron primero para
eliminar mediciones erroneas, como las producidas por la eliminacion temporal del
sensor en el momento de la ducha. Para caracterizar las variables circadianas se
calcularon los siguientes parametros utilizando métodos paramétricos y no paramétricos

en los siete dias de medicion.

a) Parametros obtenidos a traves del andlisis de Cosinor:

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

con la temperatura media.
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-Amplitud: diferencia entre el valor maximo (o minimo) de la funcidn coseno y el mesor.
-Acrofase: sincronizacion del valor maximo de la funcién coseno.

-Rayleigh test: evalua la distribucion de la acrofase dentro de un periodo de 24 horas.
Esta prueba proporciona un vector r con su origen en el centro de una circunferencia de
radio uno. La longitud del vector r (entre 0 y 1) es proporcional al grado de
homogeneidad de fase durante el periodo analizado y puede considerarse como una
medida de la estabilidad de fase del ritmo durante los 7 dias sucesivos.

-Porcentaje del ritmo (PR): porcentaje de varianza de datos explicado por la funcion

sinusoidal. Valores mas altos de este pardmetro significan una curva mas sinusoidal.

-Analisis de Fourier: con estos andlisis se calcul6 la potencia del primer armonico (P1)
como una potencia espectral del ritmo de 24 h y la potencia del segundo arménico (P2)

que muestra la subida postprandial de la temperatura.
b) Parametros obtenidos mediante andlisis no paramétrico (119)

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

repite exactamente dia tras dia.

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

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

- Indice de funcionalidad circadiana (CFI): indice numérico que determina la robustez

circadiana basada en tres pardmetros circadianos: estabilidad interdiaria, variabilidad
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intradiaria y la amplitud relativa (51). Los valores de variabilidad intradiaria fueron
invertidos y normalizados entre 0 y 1, siendo 1 una sinusoide perfecta. Por ultimo, el CFI
se calculo como el promedio de estos 3 pardmetros realizados por el software
"Circadianware”. En consecuencia, CFI oscila entre 0 (ausencia de ritmicidad circadiana)

y 1 (ritmo circadiano robusto).

¢) Parametros de suefio obtenidos a partir del software registrado (Circadianware ®):

-Duracion del suerio nocturno: duracion del suefio durante la noche de 21:00h a 11:00h.
-Duracion del suerio diurno: minutos de suefio diurno de 12:00h a 20:00h.

-Duracion del suerio total: duracion total del suefio durante 24 horas.

-Profundidad de sueiio (%): indice de profundidad del suefio, determinado como la
diferencia entre 1 y las 5 horas de minimos valores del TAP. La profundidad del suefio
muestra sus valores mas altos cuando los valores de TAP son més bajos. Se expresa en
tanto por ciento.

La siesta fue registrada como una variable categorica (Si / No). Los sujetos que
proporcionaron informacion diaria sobre la siesta (hora de inicio y finalizacion) durante 1
o mas dias en una semana fueron considerados como dormidores de siesta, codificados
como "Si", el resto fueron codificados como "No".

La duracion de la siesta (es decir, el suefio diurno) se obtuvo de los registros de
TAP seleccionando y promediando los minutos de suefio registrados entre las 14:00h y

las 19:00 h de los 7 dias consecutivos.

6) Medidas de los valores de glucosa capilar
Se obtuvieron perfiles de glucosa de 2h después de cenas idénticas en la poblacion
ONTIME-MT. La glucosa se determind en ambos dias, justo antes de la cena (hora 0') y

cada 30 minutos después del comienzo de la misma (tiempo 30', 60', 90 y 120'). El area
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bajo la curva con respecto a la base (AUC) para la glucosa, se calculd con el método
trapezoidal (21). Se determin6é la concentracion de glucosa en sangre total con
GlucoMen®LX Plus (Menarini Diagnosticos S,A, Barcelona, Espafia) que utiliza tiras

reactivas para medir la glucosa.

7) Aislamiento del ADN y genotipado del MNTRIB

Se aislé el ADN de las mujeres de la poblacion ONTIME-MT a partir de muestras
de sangre usando el procedimiento estandar (Qiagen, Valencia, CA, USA). El genotipado
del polimorfismo del gen MTNRIB se realiz6 mediante el método TagMan® con sondas
especificas de los alelos, en el sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7900HT
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE,UU) de acuerdo con protocolos estandarizados
de laboratorio (120).

Los sistemas de PCR que utilizan las sondas TagMan® aprovechan la actividad 5’
nucleasa de la ADN polimerasa. La sonda TagMan® consta de un oligonucledtido
especifico, con un fluorocromo en el extremo 5’ (reporter) y en el extremo 3’ tiene otra
tincion que evita que el flourocromo emita la flourescencia cuadno estan cerca
(quencher). Posteriormente, la sonda se corta gracias a la actividad 5’ nucleasa de la
ADN polimerasa, con lo que se separan el “reporter” y el “quencher”, y el fluorocromo
emite fluorescencia. Este proceso se va repitiendo conforme avanza la PCR obteniendose
un incremento de la fluorescencia, la cual es proporcional a la cantidad de
ARNmensajero del gen (121). Asi, se obtiene una nube de puntos reflejando el nucleétido

especifico de cada persona (figura 4).
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Figura 4. Representacion de las tres variantes ] T
genéticas diferentes que se pueden presentar en el i ! ‘d HH T ! U i
polimorfismo del MTNRIB. En color azul se o FEHEEH i HH
representan los portadores homocigoticos del alelo it v e
de riesgo (GG). En color rojo los homocigo6ticos i ww "“Jhnui},ﬂ!rn
no portadores del alelo de riesgo (CC), y en verde i
los heterocigoticos portadores del alelo de riesgo
(CG).
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8) Analisis estadisticos

Poblacion de gemelas

La preparacion de datos y los analisis descriptivos se realizaron en SPSS v.15,0 (SPSS,
2010). Para evaluar las diferencias estadisticas entre los grupos de zigosidad en las medidas

antropométricas, Matutinidad/Vespertinidad y las caracteristicas del suefio, se utiliz6 la prueba t

de Student.

Analisis genético: Los indices de actividad, posicion, TAP y suefio que no se ajustaron a
la normalidad se normalizaron mediante un procedimiento rankit anterior a los analisis (122).
Los valores atipicos se excluyeron del andlisis usando tres veces el intervalo inter-cuartil
como referencia. Los supuestos basicos del disefio de gemelos (es decir, medias y
varianzas iguales para gemelos MZ y DZ, asi como para orden dentro de cada par) y los
posibles efectos de la edad se probaron comparando los modelos emparejados con
modelos saturados. No se observaron diferencias significativas de media o de varianza
entre gemelos en un par o entre grupos de cigosidad. El efecto de la edad no fue relevante
en ningun caso, y podia ser eliminado de los modelos sin pérdida significativa de ajuste.

A continuacion, probamos si las correlaciones entre pares de MZ eran superiores a

las correlaciones entre pares de DZ, lo que sugeriria una influencia genética en las

52




Material y Métodos

diferencias individuales para la medida. Luego, las influencias genéticas sobre las
diferencias individuales en los parametros de las diferentes variables se estimaron
mediante el ajuste de un modelo de ecuaciones estructurales (SEM), en el que la varianza
fenotipica observada se descompone en sus componentes genéticos y ambientales (123).
Cabe destacar que la mayoria de los pardmetros obtenidos de las diferentes variables eran
de naturaleza continua, pero la siesta se definié como una variable categdrica. Se analizd
como tal utilizando un modelo de umbral de probabilidad. Para aplicar modelos genéticos
de componentes de varianza a datos de gemelos categdricos, se supone que las categorias
reflejan una medida imprecisa de una distribucion normal subyacente de probabilidad,
que tendria uno o mas umbrales para discriminar entre las categorias. Esta probabilidad
puede estar influenciada por factores genéticos y ambientales y se distribuye
normalmente con un valor medio de 0 y una varianza de 1. La similitud entre gemelos
puede estimarse mediante la correlacion para la escala de probabilidad, llamada
correlacion tetracorica.

Las correlaciones observadas entre gemelos MZ y DZ reflejan generalmente una
combinacion de factores genéticos aditivos (A, es decir, efectos alélicos sumados a través
de multiples genes) y factores genéticos no aditivos (D, es decir, dominancia genética,
posiblemente incluyendo epistasia); Asi como los factores ambientales compartidos (C,
es decir, entorno comun / familiar) e individuales (E, es decir, idiosincrasicos, incluyendo
el error de medida). No es posible estimar C y D simultdneamente, porque C y D se
confunden negativamente y la eleccion del modelado C o D depende del patron de las
correlaciones MZ y DZ. Por lo general, C se estima si la correlacion entre DZ es mayor
que la mitad de la correlacioén entre MZ y D se estima si la correlacion entre DZ es menor

que la mitad de la correlacion entre MZ (94).
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El modelado de ecuaciones estructurales determina la combinaciéon que mejor
coincide con los datos observado (124). Los datos de los pares de gemelos MZ y DZ se
analizaron utilizando el paquete de software MX (125). El mejor ajuste total del modelo
completo (ADE) se determind sobre la base del estadistico chi-cuadrado (37).
Posteriormente se evalu6 la importancia de los factores genéticos (A y D) por medio de
pruebas de razon de verosimilitud comparando el modelo completo con un submodelo en
el que estos factores se restringieron a cero. Cuando el ajuste empeoro significativamente,
la contribucion de factores genéticos fue considerada significativa. La heredabilidad en
sentido amplio (H?) del fenotipo se definié6 como el porcentaje de varianza total que
podria explicarse por factores genéticos (A + D).

La potencia del disefio experimental para detectar heredabilidad de sentido amplio
para diferentes valores de H* basados en el tamafio actual de la muestra se determiné
mediante pruebas de ADE frente a E con una prueba de 2 df y alfa de 5%. El poder de
detectar una H2 de 0,5, 0,6 o 0,8 fue de 75%, 91% y 99% respectivamente, cuando la

contribucion de los efectos aditivos y no aditivos se consideraba equivalente.

Poblacion ONTIME-DINE

Se utiliz6 la prueba t de Student para analizar las posibles diferencias en las
caracteristicas generales y datos bioquimicos de la poblacion ONTIME-DINE entre los
portadores GG y CC. Ademas, se realizd un test pareado para estudiar las diferencias
estadisticas entre las dos condiciones (EE y LE) dentro de cada grupo de mujeres
(portadores GG o CC) para a) tolerancia a la glucosa (AUC), b) melatonina, c)
condiciones de luz, d) caracteristicas habituales del suefio y e) tiempo habitual de la
ingesta de alimentos. Ademds, se utilizo un ANOVA para medidas repetidas
(ANOVArm) con el fin de probar las diferencias en la glucosa a lo largo de los diferentes

momentos (T0’, T30’, T60’, T90’ y T120’) entre EE y LE. Ademas, se uso el ANOVArm
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para comprobar si habia una interaccion entre el tiempo de comidas (EE vs LE) y el
genotipo (GG vs CC) para los valores del AUC y de glucosa a lo largo de los diferentes
momentos (T0’, T30’, T60’, T90’ y T120’) (JMP Pro 12, SAS Institute). Los datos se
ajustaron por MEQ para la interaccion del horario de comida y por el ciclo menstrual para

la glucosa a lo largo de los diferentes momentos.

55






RESULTADOS






Resultados objetivos 1-4:

Heredabilidad de la salud del sistema circadiano






Resultados

1) Caracteristicas generales de la poblacion estudiada

La tabla 1 (ver anexos) representa las caracteristicas generales segin grupos de
zigosidad de la poblacion de gemelas, que participd en el estudio sobre la heredabilidad
del sistema circadiano. No se encontraron diferencias significativas en edad y variables
antropométricas (peso, altura, IMC, % de grasa, cintura, cadera y metabolismo basal).
Ademas, tampoco se encontraron diferencias en las caracteristicas del suefio tanto diurno
como nocturno (hora de acostarse, hora de despertase y duracion), en horarios de ingesta
de alimentos (inicio del desayuno, comida y cena), asi coémo en el ratio del cortisol entre

la mafiana y la noche caracteristicas de vespertinidad-matutinidad.

2) Resultados especificos del analisis de la heredabilidad del sistema circadiano

evaluado con la temperatura en la muiieca (objetivo 1)

En la figura 5 se representan cinco ejemplos seleccionados de patrones
circadianos de la temperatura en la mufieca en parejas de gemelas (1A para MZ y 1B para
DZ). Los patrones de temperatura diarios regulares se caracterizan por un aumento de la
temperatura antes del inicio del suefio, un estado nocturno estable con altas temperaturas
y una caida pronunciada después de despertar por la mafiana. También hay un pico
secundario en la tarde, un periodo que normalmente se asocia con siesta, y una caida de
temperatura entre 20:00 h y 22:00 h, periodo de minimas temperaturas conocido como
"zona de mantenimiento del despertar" (126). Este patron regular del ritmo de
temperatura se observo en algunos de los participantes, mientras que otros mostraron una
curva menos regular.

Los patrones de temperatura de las gemelas MZ fueron muy similares en ambas
hermanas, tanto en aquellas que mostraban un patrén regular (figuras 5 A1-2), como en

aquellas que tenian un patrén circadiano irregular con curvas mas aplanadas (figuras 5
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A3-5). En cambio, las gemelas DZ mostraron mayores diferencias entre los patrones de

temperatura entre ambas hermanas (figura 5 B1-5).
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Figura 5. Patrones diarios de la temperatura de la muifieca de las hermanas registradas durante un
periodo de siete dias; La linea naranja es para una hermana y la linea azul es para la otra hermana.
Para esta figura, se seleccionaron cinco ejemplos de los pares monozigoéticas que mostraron el la
mayoria de los patrones similares entre los gemelos (figura 1A) y los que muestran las mayores
diferencias entre los pares de dizigdticas (figura 1B) del total muestra.
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Aunque estas figuras soélo representan una seleccion de pares de gemelas, cabe
destacar que tanto la similitud en las MZ como la desigualdad en las DZ fue coherente en
la poblacion total (53 pares de gemelas), tal como se muestra en las correlaciones intra-

clase (figura 6) (tabla 5, ver anexos).
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Figura 6. Correlaciones intra-clase entre las gemelas MZ en barras azules y las gemelas DZ en barras
verdes. Las variables se han ordenado segin la magnitud de la correlacion en las MZ, los valores
menores sugieren un aumento refleja el incremento de las influencias del ambiente no compartido.

Las gemelas MZ mostraron correlaciones intra-clase superiores a las de las
gemelas DZ de manera constante, especialmente en los parametros de fase (acrofase del
ritmo de 24 h) y otras mediciones. Las correlaciones intra-clase entre MZ y DZ fueron
muy diferentes en el test de Rayleigh, el mesor, la potencia del primer armonico, la

temperatura media y en las cinco horas de maxima temperatura (M5). Estas diferencias
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disminuyeron para el porcentaje del ritmo y la variabilidad intradia (IV), y

desaparecieron para el poder del segundo armonico (P2), la estabilidad interdaria y el

indice de funcionalidad circadiana (CFI) (figura 6).

El patrén de correlaciones en estas variables sugiere que el ritmo de la

temperatura de la mufieca estd determinado en gran parte por la genética. Estos datos se

confirmaron cuando se estimd la contribucion relativa de los factores genéticos [aditivo

(A) y no aditivo (D)] y medioambientales (E). Las estimaciones estandarizadas de estos

factores aparecen en la figura 7 y tabla 5 (ver anexos).
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Figura 7. Contribucion de heredabilidad en porcentaje de: factores genéticos aditivos y factores
genéticos dominantes (A+D), factores ambientales compartidos (C) y factores ambientales no
compartidos (E) de las diferentes variables. CFI: indice de funcionalidad circadiana y M5: cinco horas
de maxima temperatura. Las variables se clasifican de mayor a menor heredabilidad.

Cuando se elimind la influencia de los factores genéticos en el modelo, el ajuste

empeord significativamente, por tanto, se célculo la heredabilidad en sentido amplio

(A+D). Esto sucedié en parametros tales como la temperatura media, el mesor, la

acrofase, la prueba de Rayleigh, el porcentaje de ritmicidad, el M5 y la variabilidad

intradiaria, en las cuales las heredabilidades (A+D) oscilaron entre 46% y el 72%. Otras
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medidas relacionadas con la temperatura como la amplitud y la potencia del primer
armoOnico mostraron una tendencia a una menor magnitud en el efecto genético (P <0,1).
Las correlaciones obtenidas en las gemelas MZ y DZ para la potencia del segundo
armonico no fueron validas para su aplicacion posterior en los modelos genéticos.

En el caso de la estabilidad interdiaria y el Indice de Funcionalidad Circadiana
(CFI), el patrén de correlaciones indicd que existian factores ambientales comunes
(figura 7 y tabla 5, ver anexos), por lo tanto, para estos dos parametros se aplico el
modelo ACE. Los datos resultantes en los modelos genéticos demostraron que existe una
influencia de los factores familiares (A+C) que en caso de eliminarse de los modelos se

pérdida significativamente la bondad del ajuste.

3) Resultados especificos la determinacion de heredabilidad del sistema circadiano

evaluado con el TAP (objetivo 2)

La ritmicidad circadiana de la temperatura periférica (medida en la mufieca), la
actividad y la posicion corporal se analizé independientemente comparando las
correlaciones de los pares de gemelas MZ y DZ y ajustando los modelos genéticos a los
pardmetros medidos. Tal y como hemos mencionado anteriormente, los principales
pardmetros medidos para la temperatura periférica muestran una influencia genética
relevante, con estimaciones de heredabilidad entre 46% y 70% (tabla 5, ver anexos). Sin
embargo, los andlisis de actividad y posicién no mostraron un patrén de correlaciones
intra-clase mayor para las gemelas MZ que para las DZ. Ademas, las proporciones de
varianza estimadas en los modelos genéticos para la actividad y la posicion apuntaron a la
predominancia de factores ambientales no compartidos (incluyendo el error de medida)

para muchos de los parametros analizados (tablas 6 y 7 respectivamente, ver anexos).
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La figura 8 representa las ondas medias diarias de las gemelas MZ (A) y DZ (B)
seleccionadas para la el andlisis de la variable TAP. Ambos grupos mostraron un patrén
de TAP diario similar al descrito previamente por el grupo de cronobiologia de la
Universidad de Murcia (Ortiz-Tudela, Martinez-Nicolas et al, 2010). El patron diario de
TAP se caracteriza por una gran disminucion de los valores durante el tiempo de suefio, y
de otra disminucién consistente, pero transitoria, alrededor de las 16:00-17:00 h. Esta
disminucion secundaria de estos valores suele aparecer después de la hora habitual de la
comida de los sujetos y durante su periodo normal de siesta. A continuacion, se observan
los mayores valores de TAP entre las 09:00-14:00 h y entre las 19:00-21:00 h. Por altimo,
los valores de TAP comienzan a disminuir antes de acostarse.

Cuando comparamos las ondas medias de TAP entre las hermanas gemelas de MZ
y DZ, observamos que los patrones diarios de las MZ eran similares entre las hermanas
mientras que los patrones de las DZ presentaban diferencias notables dentro del mismo
par de hermanas.

Esto se refleja en las correlaciones intra-clase para el TAP, representadas en la
tabla 8 (ver anexos). Del la misma manera que pasaba con la temperatura de la muiieca,
las gemelas MZ mostraron correlaciones intra-clase superiores a las de las gemelas DZ de
para practicamente todos los pardmetros analizados, incluyendo el mesor, la acrofase y la
amplitud del ritmo de 24 h. Estas grandes diferencias en las correlaciones entre MZ y DZ
también se encontraron en la estabilidad interdiaria y el Indice de Funcionalidad
Circadiana (CFI). Para la prueba de Rayleigh, el porcentaje de ritmicidad y variabilidad

intradiaria las diferencias seguian siendo significativas.
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A) Ejemplos individuales de MZ

B) Ejemplos individuales de DZ
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Figura 8. Patrones diarios de TAP de las hermanas registradas durante un periodo de siete dias; La
linea naranja es para una hermana y la linea azul es para la otra hermana. Para esta figura, se
seleccionaron cuatro ejemplos de los pares monozig6ticas que mostraron el la mayoria de los patrones
similares entre los gemelos (A) y los que muestran las mayores diferencias entre dizigoticas pares (B)

del total muestra.
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Las correlaciones de las gemelas, representadas en la tabla 8 (ver anexos)
sugirieron la presencia de efectos genéticos dominantes (ya que las correlaciones de las
MZ fueron mas del doble que las correlaciones de las DZ), por lo tanto, los datos se
ajustaron a través de los modelos ADE. En el modelo ADE, la varianza fenotipica se
descompone en efectos genéticos aditivos (A), efectos genéticos dominantes (D) y
efectos ambientales no compartidos (E).

En la tabla 9 (ver anexos) se muestran los resultados de los modelos genéticos
ajustados y las proporciones de la varianza explicadas por los modelos ADE, para los
diferentes pardmetros del TAP. Para este analisis genético, se probaron sucesivamente
diferentes sub-modelos en los que los efectos A y D se fueron eliminando para probar su
importancia y asi poder ajustar por los diferentes modelos genéticos ADE o ACE. Si
alguno de estos factores representaba un valor significativo de varianza no podria ser
descartado del modelo sin causar un cambio significativo en la Chi cuadrado. Por lo
tanto, el mejor modelo de ajuste, siguiendo el principio de parsimonia (aquel que busca la
explicacion mas sencilla), seria un modelo simple que proporciona un ajuste comparable
a los datos.

En el presente trabajo, los modelos que mejor se ajustaron mostraron un
componente genético en todas las variables estudiadas (principalmente aditivo pero
también incorporando factores dominantes no significativos) y fuentes de variacion
ambientales no compartidas (AE). En los modelos AE la eliminaciéon del componente
genético (para ajustar a un modelo mas simple con sbélo el efecto ambiental no

compartido) siempre empeoraba la significacion del ajuste.
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La figura 9 muestra la heredabilidad de sentido amplio (A+D) que oscild entre el
70% para el mesor y el 39% para el porcentaje de ritmo. Otros pardmetros como la
acrofase, la prueba de Rayleigh, la variabilidad intradiaria, la estabilidad interdiaria, la
amplitud relativa, la amplitud y el indice de funcionalidad circadiana (CFI) mostraron

heredabilidades amplias que oscilaron entre 62% y 40%.
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100% 4
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

v

0% 1 1 1 1 1 1 1 1
Mesor  Acrofase v RA CFI Amplitud IS PR Rayleigh

Figura 9. Contribucion de heredabilidad en porcentaje de: factores genéticos aditivos y factores
genéticos dominantes (A+D), factores ambientales compartidos (C) y factores ambientales no
compartidos (E) de las diferentes variables. IV: variabilidad intradiaria, RA: amplitud relativa, CFI:
indice de funcionalidad circadiana, IS: estabilidad interdiaria, PR: porcentaje del ritmo. Las variables
se clasifican de mayor a menor heredabilidad.

Los mismos analisis se aplicaron a las variables de actividad y de posicion
corporal. El ajuste de los modelos genéticos para estas variables mostrd mayores
inestabilidades y diferencias en las contribuciones de los factores genéticos y
ambientales. Especialmente en la posicion donde la mayor parte de la variacion parece

tener un origen ambiental (tablas 6 y 7, ver en anexos).
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4) Resultados especificos la determinacion de heredabilidad del patron suefio-vigilia

y la siesta (objetivo 3)

La tabla 10 (ver anexos) representa la asociacion entre la duracion de la siesta y la
obesidad. Se observé una asociacion significativa y positiva entre la duracion del suefio
diurno y el IMC, la grasa corporal total (kg y porcentaje) y la masa grasa visceral (P
<0,05). Ademas, la siesta tendia a presentar mayor duracion en las mujeres mas obesas.

Las ondas medias de suefio diario extraidas a través de la variable TAP (figura
10) muestra una mayor similitud circadiana entre los pares de hermanas de gemelas MZ
que entre los pares de hermanas de las gemelas DZ. El ritmo del suefio se muestra como
la probabilidad de estar dormido en un momento dado cuyos valores van de 0 a 1, en el
que 1 indicaria el estar totalmente dormido y 0 indicaria el estar totalmente despierto. La
figura 10 A1 y A2 muestra que, no solo el suefio nocturno, sino también el suefio diurno
fue similar entre las hermanas MZ, mientras que entre las hermanas DZ (figura 10 B1 y
B2) las diferencias entre sus patrones de sueflo fueron mas marcadas.

Esta mayor similitud entre los pares de hermanas MZ se confirmd por las
correlaciones intra-clase. Estas correlaciones fueron mayores para las gemelas MZ que
para los pares de DZ de manera constante en los diferentes parametros de suefio

analizados (tabla 11, ver anexos).
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A) Ejemplos individuales de MZ B) Ejemplos individuales de DZ
B1
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Figura 10. Patrones diarios de suefio extraidos de la variable TAP de las hermanas registradas durante
un periodo de siete dias; La linea naranja es para una hermana y la linea azul es para la otra hermana.
Para esta figura, se seleccionaron dos ejemplos de los pares monozigdticas que mostraron el la
mayoria de los patrones similares entre los gemelos (A) y los que muestran las mayores diferencias
entre dizigoticas pares (B) del total muestra..

Las correlaciones intra-clase (tabla 11, ver anexos) sugirieron la presencia de
efectos genéticos dominantes (las correlaciones de las MZ fueron mas del doble de las
correlaciones de las DZ), por lo tanto, para el andlisis de los datos se ajustaron los
modelos ADE (excepto para la amplitud relativa, donde se aplicé el modelo ACE).

A continuacion, para el andlisis genético, se fueron probando diferentes sub-
modelos en los que los efectos D/C y A se fueron eliminando para probar su importancia
y asi poder ajustar por los diferentes modelos genéticos ADE o ACE.

Para todas las variables, los modelos mas adecuados incluyeron un componente
genético y una fuente de variacion ambiental no compartida (AE). El componente

genético en los modelos de AE no se pudo eliminar en la mayoria de los casos (solo en la
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variabilidad intradiaria), ya que un modelo mas simple con so6lo el efecto ambiental no
compartido (E) produjo un empeoramiento significativo del ajuste (tabla 12, ver anexos).

La figura 11, representa las diferentes heredabilidades de la siesta, informacion
obtenida mediante cuestionario, y de la duracion diaria del sueflo, asi como de varios
pardmetros de suefio obtenidos a partir de la variable TAP como son la duracion de suerio
nocturno 'y duracion total del suerio (diurno y nocturno), la amplitud relativa, el CFI, la

estabilidad interdiaria, el porcentaje del ritmo, la variabilidad intradiaria, la acrofase y

el mesor.
Heredabilidad (A+D) Ambiente no compartido (E)
Siesta Duracion del suefio Duracién del suefio Duracién del suefio
diurno nocturno total
35% 399, 35% 33%
65% 61% 65% 67%
Profundidad del suefio Amplitud relativa CFI Estabilidad interdiaria
o 37% 42% °
54% 46% 3% 58% 43% 579%
Porcentaje del ritmo  Variabilidad intradiaria Acrofase Mesor
36% 31%
52% | 48% 64% 48% | 52% 9%

Figura 11. Los trozos de pastel representan la contribucion de heredabilidad en porcentaje de: factores
genéticos aditivos y factores genéticos dominantes (A+D) y factores ambientales no compartidos (E)
de las diferentes variables y parametros. CFI: indice de funcionalidad circadiana.

La heredabilidad del habito de dormir la siesta (analizado mediante cuestionario)
y la duracion del sueiio diurno fueron de un 65% y 61% respectivamente. Es importante
resaltar que la heredabilidad del suesio diurno seguia siendo relevante [A: 45% (IC del

95%: ,13, ,68); E: 55% (IC del 95%: 0,31, 0,87)] después de ajustar por la duracion del
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suefio nocturno. Lo que indica que la heredabilidad de la siesta y su duracién no estéd
determinada por el suefio nocturno, sino que existe de forma independiente.

En el resto de parametros obtenidos a partir del TAP, se encontraron resultados
similares, con unas heredabilidades estimadas entre el 36% y el 69%. Estas estimaciones

sugieren un impacto genético importante en la siesta y en el ritmo del suefio.

5) Resultados especificos de la determinacion de heredabilidad del horario de la

comida y variables relacionadas (objetivo 4)

Se analiz6 la ritmicidad circadiana del horario de las comidas, las caracteristicas
del suefio, el cortisol y el MEQ, comparando las correlaciones de los pares de gemelas
MZ y DZ y ajustando los modelos genéticos a las variables medidas. En la tabla 10 (ver
anexos) se muestran las correlaciones de las diferentes variables estudiadas para este
objetivo.

Los parametros estudiados para las caracteristicas del horario de la ingesta de
alimentos y el MEQ no mostraron grandes diferencias en las correlaciones intra-clase
entre las hermanas MZ y las DZ. Por otra parte, para el horario del inicio de la cena, las
gemelas DZ mostraron una correlacion intra-clase mas alta que la de las gemelas MZ, lo
que sugiere un componente genético menor. Sin embargo, con respecto a las
caracteristicas del suefio, tanto la hora de acostarse como la hora de despertar mostraron
correlaciones intra-clase mayores para las gemelas MZ que para las gemelas DZ. Del
mismo modo, el momento del cortisol analizado a las 9:00h, a las 14:00h y a las 23:00h
mostro correlaciones intra-clase mayores para las gemelas MZ que para las gemelas DZ.

El patron de las correlaciones encontrado en estas variables sugiere una
determinacion genética relevante, especialmente en el inicio de la ingesta del desayuno,

el inicio del suefio, el final del suefo, en el cortisol de las 9:00h y de las 14:00h y para el
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MEQ. Asi, para las diferentes variables se calculd la contribucion relativa de los factores
genéticos [aditivos (A) y dominantes (D)] y ambientales no compartidos (E).

Los valores estandarizados de los factores genéticos y ambientales aparecen en la
tabla 13 (ver anexos) y la figura 12. En cuanto a las caracteristicas del horario de la
ingesta de alimentos, cabe destacar que el inicio del desayuno estuvo mas influenciado
por factores genéticos (57%) (figura 12) cuando se compar6 con el inicio de la comida y
de la cena que mostraron un fuerte factor ambiental (61%). Por lo tanto, los genes

parecen tener una mayor influencia en el desayuno que en el momento de la comida.

Inicio del

Heredabilidad Ambiente
(A+D) \ 2 no compartido

(E)

Hora de
acostarse

despertar

Figura 12. Los factores genéticos aditivos y factores genéticos dominantes (A+D) estan representados
en la izquierda, mientras que los factores ambientales no compartidos (E) estan a la derecha de los
diferentes parametros. MEQ: cuestionario de matutinidad-vespertinidad.

Los modelos genéticos mostraron también una heredabilidad de sentido amplio
(A+D) que oscil6 entre el 60% para el cortisol de las 14:00h y el 25% para ratio entre el

cortisol de la mafiana y el de la noche. Esta baja heredabilidad para el ratio entre el
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cortisol de la mafiana y el de la noche es normal debido a la gran diferencia en los
factores genéticos entre el cortisol a las 9:00h y el cortisol a las 23:00h (53% y 32%
respectivamente). Cuando se analiz6 el horario del suefio (datos recogidos mediante un
registro de suefo), se observo que los efectos genéticos representaron el 38% de la
varianza en la hora de acostarse, mientras que estos efectos genéticos mostraron un
porcentaje mayor en la hora de despertar (55%).

Ademads, también se estim6 la heredabilidad en sentido amplio para el cronotipo
de las mujeres que participaron en el estudio (figura 12), el cual tras el analisis de lo

modelos genéticos mostrd una influencia genética en sentido amplio (A+D) del 43%.
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1) Resultados especificos del estudio de la variante del MTNR1B, su interaccion con

la cena y su efecto sobre la tolerancia a la glucosa (objetivo 5)

La figura 13 muestra los perfiles de glucosa después de la cena en ambas
condiciones para la poblacion total. Segun la hipdtesis, en la poblacion total, cenar tarde
perjudicé significativamente la tolerancia a la glucosa en comparaciéon con cenar pronto
observado en el andlisis del 4rea bajo la curva (AUC) (mediaxSD; LE:
AUC=284,74+32,67 mmol/Lxh y EE:AUC=269,61+34,8 mmol/Lxh, respectivamente,
P=0,002). Ademas, el andlisis de ANOVA para medidas repetidas (ANOVArm) para la
concentracion de glucosa analizada cada media hora también mostré una diferencia

significativa entre ambas condiciones de cena (P =0,003).
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Figura 13. Perfiles de glucosa (justo antes de cenar y a los 30", 60", 90" y 120" minutos después de cenar)
de la poblacion total estudiada. En color amarillo, estdn representados los valores obtenidos en la
condicion de cenar temprano, mientras que en color granate estan representados los valores obtenidos en
la condicién de cenar tarde.
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Ademas, cuando la poblacion fue dividida segun el genotipo de MTNRIB (GG y
CC) (figura 14A y 14B), los resultados mostraron que entre los portadores del alelo de
riesgo GG, cenar tarde afecta la tolerancia a la glucosa en comparacion con el hecho de
cenar temprano segun los valores del AUC de la glucosa (mediaxSD; LE: AUC
=292,2433,8 mmol/Lxh y EE: AUC =270,9+30,4mmol/Lxh, P=0,006). Resultados
similares se encontraron para los valores de glucosa analizada cada media hora segun el
analisis de ANOVArm (P = 0,013). Sin embargo, entre los no portadores del alelo de
riesgo riesgo (CC), la condicion de la cena (pronto o tarde) no afect6 significativamente a
la tolerancia postprandial a la glucosa, evaluada por el AUC (LE: AUC=277,3+£30,5

mmol/Lxh y EE: AUC=268,2+38,2 mmol/Lxh, P=0,122) o en el analisis de ANOVArm

(P=0,230).
Portadores (GG) No portadores (CC)
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Figura 14. Perfiles de glucosa (justo antes de cenar y a los 30", 60", 90" y 120" minutos después de cenar) de la poblacion
separadas en funcién del SNP del MTNRIB. A la izquierda se muestran los portadores del alelo de riesgo (GG), y a la
derecha los no portadores (CC). En color amarillo, estan representados los valores obtenidos en la condicion de cenar
temprano, mientras que en color granate estan representados los valores obtenidos en la condicion de cenar tarde.

Otros andlisis demostraron una interaccion significativa entre el horario de las
comidas (EE vs LE) y el genotipo (GG vs CC) para el AUC (P=0,045) y para las medidas

repetidas de glucosa (P=0,016).
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1. Sobre el analisis de las influencias genéticas y ambientales en la salud del sistema

circadiano mediante la medicion continua de la temperatura periférica

Los datos presentados en esta tesis proporcionan la primera evidencia sobre la
heredabilidad de los patrones circadianos de la temperatura periférica medida en la
mufieca en mujeres adultas estudiadas en su vida habitual. El patrén de las correlaciones
y los modelos genéticos apuntan a una heredabilidad de moderada a alta para la mayoria
de los parametros analizados, lo que sugiere una influencia genética relevante en los
patrones circadianos. De hecho, nuestros resultados muestran una heredabilidad elevada
en los parametros tales como la fase del ritmo y la temperatura media, que fluctué entre
el 50% y el 74%.

Estos modelos genéticos, basados en estudios de gemelos, se han utilizado en el
pasado para otras caracteristicas fenotipicas relacionadas de forma directa o indirecta con
el sistema circadiano, tales como el cronotipo (vespertino o matutino) y la duracion y
calidad del suefio, generalmente evaluadas de forma subjetiva mediante cuestionarios.
Asimismo, estos modelos también se han usado para analizar variables circadianas mas
precisas y objetivas como la variabilidad diaria del cortisol sanguineo o la presion
arterial. Estudios previos basados en cuestionarios mostraron una heredabilidad total
alrededor del 47% al 49% para cronotipo mediante el uso del cuestionario de
vespertinidad-matutinidad (MEQ) (56, 127) o alrededor del 20% al 44% (para la duracion
y la calidad del suefio) (59, 60, 62, 64, 128-130). Los resultados del presente estudio
mediante medidas objetivas como es el ritmo diario de temperatura de la mufieca,
registrado cada minuto durante siete dias consecutivos, muestran valores de heredabilidad
ligeramente superiores (50%-74%). Esta diferencia puede deberse a la naturaleza de la
medida, siendo ésta una técnica objetiva y mas precisa que los cuestionarios con

preguntas que contesta el participante (medida subjetiva).
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Ademas, los estudios realizados sobre el sistema circadiano mediante el uso de

otras medidas también objetivas como son la presion arterial y los perfiles diarios de
ritmo cardiaco (mediante electrocardiografia) mostraron en general resultados similares a
los nuestros. Las correlaciones variaron de 0,66 a 0,83 para MZ y de 0,25 a 0,37 para DZ
tanto en la acrofase como en la amplitud (55).
En esta tesis doctoral, las gemelas MZ mostraron correlaciones intra-clase superiores en
comparacion con las gemelas DZ de manera constante para la mayoria de las medidas. En
particular las correlaciones en la acrofase, la prueba de Rayleigh, el mesor, la
temperatura media, las 5 h de mdxima temperatura y el porcentaje del ritmo. De hecho,
los modelos mostraron que los factores genéticos eran responsables del 46% al 70% de la
varianza en estos parametros.

Entre los parametros estudiados, la acrofase (hora de maxima temperatura diaria
en las participantes) en y la prueba de Rayleigh (que define la estabilidad de la fase del
ritmo, y se refiere a distribucion uniforme o no de esta fase en un circulo o reloj de 24h ),
fueron los pardmetros con mayor porcentaje de heredabilidad, lo que indica una fuerte
influencia genética en la fase, y en la estabilidad del sistema circadiano. Llama la
atencion esta heredabilidad elevada ya que resultados anteriores de nuestro grupo de
investigacion han demostrado que la acrofase estd relacionada con las caracteristicas de
alteraciones metabolicas del MetS (38). Se ha observado que una acrofase retrasada, se
relaciona con una hipoglucemia matutina (38, 131). De hecho, los parametros de fase
tienen un componente genético como se ha demostrado previamente en un estudio
realizado en una poblacion con sobrepeso. Este trabajo, muestra que los portadores del

alelo del gen CLOCK 3111C presentaron una mayor preferencia por la noche (132).
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Estudios anteriores han mostrado que esta fase de temperatura es capaz de
detectar con precision la fase del sistema circadiano en sujetos estudiados en condiciones
de vida normales en comparacion con el Dim Light Melatonin Onset (DLMO) (36). De
hecho, los indices de fase de temperatura de la mufieca mostraron una correlacion
significativa y fuerte, una alta capacidad de prediccion y una coincidencia temporal con
el DLMO. Un retraso en la fase es bastante comun entre los jévenes de hoy en dia (133) y
caracteriza a los individuos de tipo tardio o vespertinos.

En lo que se refiere a otros parametros obtenidos del andlisis del ritmo de
temperatura, como son la temperatura media, el mesor y las 5 horas de méxima
temperatura nuestros resultados muestran que el componente genético explico
aproximadamente el 50% de la varianza. Temperaturas elevadas de mufieca se han
relacionado con vasodilatacion cutanea diurna, activacidon parasimpética y somnolencia
(134). De hecho, se ha demostrado que un pequefio aumento (0,4°C) en la temperatura de
la piel suprime la vigilia nocturna y cambia la estructura del suefio NO REM, hacia una
mayor presencia y duracion de etapas mas profundas como son las etapas 3 y 4 (135).

La variabilidad intradiaria mide la fragmentacion del ritmo y parece ser poco
dependiente de los cambios circadianos endoégenos, ya que demuestra una correlacion
baja con el bienestar social y emocional (119). De hecho, nuestros datos corroboran estos
resultados, ya que este parametro muestra una heredabilidad relativa del 56%. la
variabilidad intradiaria se relaciona con la obesidad (38) y con una disminucién de la
amplitud de la ritmicidad de la melatonina, signo biologico de cronodisrupcion (136),
también se ha relacionado con el tratamiento de la obesidad, de tal manera que también
una variabilidad intradiaria o fragmentacion alta se asocia con una menor pérdida de peso
(39). Ademas, se ha demostrado una mayor fragmentacion del ritmo en aquellos sujetos

que respondian mal al tratamiento en comparacion con aquellos que respondian bien al
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tratamiento conductual de la obesidad. Una variabilidad intradiaria elevada también se ha
relacionado con el envejecimiento (79), probablemente debido al alargamiento de la
siesta diurna y a los despertares nocturnos de las personas mayores.

Otro parametro que ha sido previamente ligado al envejecimiento es la amplitud.
Una disminucion de la amplitud del ritmo circadiano de temperatura es uno de los
cambios mdas destacados en el envejecimiento (79). Normalmente, este parametro es
elevado en sujetos con un sistema circadiano sano y en aquellos que tienen una rutina
diaria mas estable, mientras que se han descrito amplitudes bajas en personas mayores
(79) y también en sujetos con Alzheimer (79, 137) o con obesidad (38). En nuestro
estudio, la amplitud presenté un porcentaje genético moderado, lo que sugiere que la
salud del sistema circadiano es parcialmente heredable, teniendo en cuanta que también
muestra un efecto medioambiental moderado. Estos resultados coincidieron con los
resultados anteriores de nuestro grupo, en los que se muestra que la amplitud es el
resultado de influencias tanto internas como externas (51).

Ademas, se analiz6 la estabilidad interdiaria, un parametro que depende mas de
las condiciones de vida libre (138). Este pardmetro mide la similitud del patrén de 24h
encontrado en los diferentes dias, es decir la regularidad del ritmo. Sobre este parametro
encontramos un efecto de los factores familiares, aunque la muestra no fue lo
suficientemente grande como para diferenciar de forma adecuada entre los factores
genéticos aditivos (A) y los factores ambientales compartidos (C), mientras que los
efectos ambientales no compartidos (E) representaron el 57,1% de la varianza. Esto esta
de acuerdo con trabajos previos (138) indicando que la estabilidad interdiaria podria
verse influida en mayor medida por factores ambientales. Estos resultados pueden parecer
contradictorios teniendo en cuenta que la prueba de Rayleigh, la cual describe la

estabilidad de la fase del ritmo, indica una alta heredabilidad en el ritmo circadiano de la
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temperatura. Sin embargo, la estabilidad interdiaria y la prueba de Rayleigh, tienen
significados similares pero diferentes: mientras que la prueba de Rayleigh se refiere a la
estabilidad de la fase determinada por un andlisis de cosinor donde los datos de
temperatura se ajustan a una onda sinusoidal, la estabilidad interdiaria mide la
repetitividad de todo el patron circadiano independientemente de la forma de la onda.

Otro parametro interesante en fisiopatologia es la potencia del segundo armonico
(P2) de la temperatura que, se refiere a un segundo pico que aparece después de comer en
nuestra muestra y en otras de poblaciones también mediterraneas, y que suele asocairase
con la siesta. Nuestros resultados indican que no hay diferencias en las correlaciones
intra-pares, o entre hermanas, cuando se comparan las gemelas MZ y las DZ, lo que
indica una fuerte dependencia del entorno. Un pico ultradiano poco marcado se ha
relacionado con la temperatura postprandial y se ha asociado previamente con obesidad.
Datos previos indican que mientras que en mujeres con normo-peso hay un pico de
temperatura secundario marcado en el periodo postprandial, este pico es menos
pronunciado en mujeres obesas (38). Los efectos ambientales externos tales como las
diferencias en el tipo y cantidad de alimento ingerido con mayor o menor efecto
termogénico, en los tiempos de trabajo, o en los periodos de siesta, pueden estar
implicados en esta observacion (34, 38). Ademads, otro factor ambiental como el momento
de la actividad fisica también puede afectar el poder de este segundo armoénico (P2):
mientras que el ejercicio matutino estd relacionado con un mayor P2, la actividad
nocturna parece disminuir este pico postprandial (13).

El indice de funcionalidad circadiana (CFI), un indice numérico que determina la
robustez circadiana, integra tres parametros circadianos, cada uno proporciona
informacion complementaria sobre el sistema circadiano: la variabilidad intradiaria, la

amplitud y la estabilidad interdiaria (139). Se ha demostrado que el CFI es preciso al
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tratar de definir el estado circadiano de los sujetos (51). En esta tesis, los factores
ambientales compartidos representaron casi el 60% de la varianza para el CFI de la
temperatura, mientras que el resto se explicaron por factores familiares (A+C).

A partir del presente estudio podriamos suponer que en la practica clinica podria
ser util enfocar los esfuerzos en la modificacion de aquellos pardmetros que dependen
principalmente de condiciones ambientales como la amplitud, la estabilidad interdiaria y
la potencia del segundo armonico para mejorar el estado circadiano del paciente (139).
Como, como se menciono6 anteriormente, nuestros estudios previos muestran que algunos
de estos parametros, principalmente ambientales, estdn asociados con condiciones
fisiopatologicas como la obesidad, la hipertension y el MetS. Sin embargo, es importante
seflalar que los parametros relevantes de la temperatura de la mufieca como la fase, la
estabilidad de la fase del ritmo, la temperatura media y la fragmentacion del ritmo que
parecen influir en el reloj central (140, 141) muestran influencias genéticas. No obstante,
todavia dependen del efecto ambiental y, por lo tanto, son también susceptibles de
cambio a través de intervenciones externas.

Nuestros resultados representan un paso significativo en la comprension de la
naturaleza de los ritmos diarios de temperatura periférica, un marcador circadiano y han
demostrado ser relevantes para evaluar la condicion del sistema cronobiologico e
identificar las bases genéticas y las intervenciones ambientales relacionadas con la salud
cronobioldgica.

En resumen, el patron de correlaciones y los modelos genéticos apuntan a una
heredabilidad moderada a alta en la mayoria de los pardmetros analizados de ritmo WT,
lo que sugiere una influencia genética relevante en el sistema circadiano de las mujeres
estudiadas. La presencia de estos factores genéticos apunta a la endogenicidad como la

principal causa de la coincidencia de los ritmos entre las hermanas MZ. Sin embargo,
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algunos de los parametros de la temperatura siguen dependiendo de factores ambientales
en su gran medida y, por lo tanto, susceptibles de cambio a través de intervenciones

externas.

2. Sobre la utilizacion de procedimientos multiparamétricos como la variable
integrada de temperatura, actividad y posicion (TAP) para la medicion de las

influencias genéticas y ambientales sobre la salud del sistema circadiano

Esta tesis doctoral presenta también el primer andlisis de como influyen los
factores genéticos y ambientales en la variable integrada TAP (temperatura, actividad y
posicion). La existencia de multiples influencias ambientales para variables ritmicas
consideradas marcadores circadianos como son la temperatura, la actividad y la posicion,
de manera independiente ha llevado a proponer una combinacion de estas tres variables
ritmicas para la evaluacion del sistema circadiano en la vida real, no en condiciones de
laboratorio, en las que se utilizan técnicas mas complejas y costosas (51). TAP
proporciona informacion sobre el estado general del sistema circadiano, ya que incluye
una variable con un gran componente enddégeno (temperatura), y otras mas dependientes
de los habitos y las conductas del individuo, como la actividad motora y la posicion
corporal. Teniendo en cuenta que el TAP permite una prediccion muy precisa de los
periodos de actividad en reposo, constituye un gran paso adelante en la evaluacion
ambulatoria del estado del sistema circadiano en humanos (51). Ademas, permite una
correcta evaluacion del ritmo de sueno-vigilia, y esta técnica ha sido validada por
polisomnografia.

En esta validacion, el TAP present6 los valores mas elevados (85,70%) del indice
que mide la coincidencia entre los episodios de suefo-vigilia medidos por

polisomnografia y los episodios de suefio-vigilia estimados por TAP, en comparacioén con
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la temperatura de la mufieca (79,57%), la actividad (61,08%) y la posicién corporal
(76,93%) evaluadas independientemente (52). El TAP también se ha utilizado para
analizar los deterioros cognitivos leves (52). La confirmacion de que la variabilidad del
TAP depende en gran medida de factores genéticos ayudaria a comprender su naturaleza
y determinaria la susceptibilidad del sistema circadiano a la intervenciéon ambiental.

Nuestros resultados de heredabilidad de la variable integrada TAP parecen ser
mas robustos y precisos que los obtenidos a partir de las variables individuales. Sélo la
temperatura ha mostrado resultados comparables mientras que la actividad y la posicion
presentan mas discrepancias en los datos de heredabilidad, quizés por los errores debidos
a la presencia de artefactos. Si observamos cualquiera de las tres medidas de forma
aislada, podemos observar la presencia mas relevante de factores ambientales (tanto
compartidos como, especialmente, no compartidos que incluyen el error de medida) en
algunos de los indices. Esto también esta relacionado con las mayores diferencias en las
estimaciones de heredabilidad entre los parametros obtenidos dentro de cada variable ,
como por ejemplo en la posicion, en la que la estimacion de heredabilidad fluctué de de 0
a 66% entre los parametros estudiados, por ejemplo amplitud, fragmentacion, estabilidad
del ritmo, etc. Estas inconsistencias podrian ser un reflejo de que la temperatura, la
posicion y la actividad no estan afectadas por los mismos factores genéticos y
ambientales o que el ambiente tiene efectos desiguales entre las medidas.

El elevado efecto ambiental no compartido en algunos casos (por ejemplo, en la
estabilidad interdiaria de la actividad) también puede ser el resultado de los artefactos o
errores, especificamente asociados a medidas individuales. Por el contrario, al integrar los
resultados, el TAP presenta resultados mds consistentes en sus parametros, con
estimaciones mas estables (heredabilidades entre el 39% y el 70%), lo que parece indicar

una mayor precision de la medida debido a que depende menos de efectos del azar.
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Estudios anteriores han demostrado que la actividad fisica tiene un componente
ambiental importante (28). En la actualidad, la actividad fisica medida por actimetria se
utiliza para predecir la salud y la enfermedad. De hecho, muchos estudios han concluido
que la fragmentacion del ritmo de actividad estd relacionada con la obesidad y la
adiposidad central, alteraciones cerebrales (142), enfermedad cardiovascular (143),
sintomas de depresion (139), el envejecimiento (138) y el riesgo de mortalidad (144).

En el TAP, los factores genéticos explican aproximadamente el 60% de la
varianza en la fragmentacion del ritmo de actividad (variabilidad intradiaria), lo que
sugiere que tiene una dependencia (parcial) de los ritmos circadianos endogenos. Sin
embargo, de acuerdo con nuestros resultados, la mayoria de los paradmetros derivados de
la actividad como el mesor, la amplitud y la prueba de Rayleigh, parecen estar en gran
medida influenciados por factores ambientales no compartidos que también explican el
error de la medicion.

La posicion del cuerpo se ha utilizado recientemente para medir el estado del
sistema circadiano. En los ultimos afios, la posicion relativa del cuerpo se ha
correlacionado positivamente con la presion arterial sistdlica y diastolica y se ha
demostrado que cambiar de “estar de pie” a estar acostado durante la fase de reposo,
podria estar implicado en la vasodilatacion de los vasos sanguineos periféricos lo que
afectaria a la presion arterial (37). Ademads, esta variable ha sido util en estudios
genéticos de obesidad mostrando que las mujeres con sobrepeso portadoras del alelo
menor (C) del gen CLOCK 3111T/C presentaron posiciones mas acostadas (132).
Nuestros resultados con respecto a la posicion muestran una heredabilidad de baja a
moderada con una heterogeneidad importante entre los parametros obtenidos de ella, lo
que sugiere que los factores ambientales son responsables de la mayor parte de la

varianza de este fenotipo.

91



Tesis doctoral Jesus Lopez Minguez

Estos resultados proporcionan un apoyo para el uso de la variable integrada TAP
como un marcador del estado del sistema circadiano. Teniendo en cuenta que el TAP es
el resultado de tres medidas complementarias, se puede suponer que proporciona una
mejor representacion del sistema circadiano en su conjunto en lugar de una sola
medicion, por ejemplo, la temperatura. La integracion de las mediciones parece reducir el
ruido y minimizar los errores, produciendo mas estabilidad y reduciendo Ia
heterogeneidad entre los indices. Por lo tanto, un efecto de esta integracion podria ser
ayudar a desentrafiar los verdaderos efectos de entornos individuales de errores de
medicién y artefactos, que podrian ser probados en el futuro con procedimientos
apropiados. Como posible efecto de esa homogeneizacion, las estimaciones de
heredabilidad de sentido amplio para TAP son superiores al 40% para todos los
pardmetros. También se obtuvieron heredabilidades elevadas en la temperatura de la
mufieca, especialmente en el Rayleigh y acrofase en comparacion con otros parametros
derivados de la temperatura, pero las diferencias entre los parametros fueron mayores.

Los parametros obtenidos por TAP pueden clasificarse en a) aquellos que miden
"valores", tales como el mesor que muestra una heredabilidad del 70%; b) aquellos que
miden el "tiempo", tales como la acrofase que tenia una heredabilidad del 62%; C)
aquellos que miden la "robustez", tales como la amplitud, la amplitud relativa, el
porcentaje del ritmo, el Rayleigh, la IV, la IS y el CFI. Recordemos que el Rayleigh
utiliza el analisis de cosinor al ajustar los datos del TAP a una onda sinusoidal, mientras
que la IS mide la similitud de todo el patron circadiano independientemente de la forma
de la onda. Trabajos previos sugieren que la IS podria estar influenciada por factores
ambientales (51). En esta tesis se muestra que al considerar las tres técnicas por separado
(temperatura, actividad y posicion), la influencia relativa de factores genéticos y

ambientales tanto para el Rayleigh como para la IS varia dependiendo de la técnica. Sin
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embargo, utilizando la variable de integracion TAP, los efectos ambientales reducen su
impacto y, en consecuencia, el componente genético tiene una magnitud similar tanto en
en Rayleigh como en IS. Como se ha mencionado anteriormente, una de las ventajas de la
medicion integrada TAP es la minimizacion de artefactos y errores de medicion mediante
el equilibrio de los efectos de las variables aisladas. Por lo tanto, el TAP muestra una
mejora sustancial en la estabilidad en comparacion con las técnicas circadianas
individuales.

Con respecto al CFI (resume la regularidad (IS), la fragmentacion (IV) y la
amplitud del ritmo), la heredabilidad de TAP-CFI se estima en un 47%. Por el contrario,
la de las mediciones individuales varia entre el 17% para la temperatura de la muiieca, el
33% para la posicion corporal y el 35% para la actividad. Una vez maés, la integracion de
las tres mediciones parece producir una reduccion del ruido, aumentando asi el peso
relativo de los factores genéticos sobre la variabilidad del TAP. El CFI es especialmente
importante porque proporciona informacion resumida sobre el sistema circadiano, lo que
facilita la evaluacion objetiva de la eficacia de los tratamientos para mejorar la
cronodisrupcion (51). Estos resultados, si se confirman en estudios futuros, son un paso
importante en la biisqueda de evidencias para encontrar el menor nimero de mediciones
necesarias para el monitoreo ambulatorio en la vida diaria, el cual puede usarse para
proporcionar una estimacion notablemente precisa del reloj interno en humanos (145,
146). Esta reduccion es necesaria porque cuando se analiza independientemente cada
variable y pardmetro, la cantidad de datos es demasiado grande. Por lo tanto, el uso de
técnicas como TAP, que sintetizan o condensan esta informacion, y el uso de indices,
como el CFI, para unificar varios pardmetros a la vez, seria extremadamente util. La
obtencion de una variable que permita la clasificacion cronobiologica de los sujetos

cuando se trate de tratamientos clinicos, como la medicina del suefio, la psiquiatria u
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otros dominios clinicos, representaria una base para conocer la fase circadiana enddgena

exacta y una ayuda para el momento preciso del tratamiento (51).

En resumen, nuestros resultados profundizan en el analisis de la heredabilidad del
sistema circadiano mediante el uso de una técnica integradora como el TAP que
proporciona resultados mas precisos sobre el estado del sistema circadiano que la

temperatura, la actividad y la posicion de la mufieca analizados individualmente.

3. Sobre la determinacion de las influencias genéticas y ambientales en la siesta y el

patron suefo-vigilia

En esta tesis se ha investigado por primera vez la contribucion relativa de los
factores genéticos y ambientales en la siesta. Ademas de la el TAP nos ha permitido
estudiar la heredabilidad del suefio desde una nueva perspectiva, a diferencia de la
polisomnografia, que es dificil de llevar a cabo en la vida real del individuo, y que es una
técnica limitada a la evaluacion de una noche, generalmente en hospital, el TAP permite
medir caracteristicas como la regularidad del suefio o su estabilidad, ya que nos permite
medir el suefio durante periodos largos como durante 7 dias, o mas. Ademas, el TAP nos
permite estudiar caracteristicas diferentes que las que se estudian con la polisomnografia,
que se refieren principalmente a la arquitectura del suefo, duracion de la fase REM y no
REM, numero de despertares o apneas o hipoapneas. EI TAP introduce un nuevo enfoque
para el estudio de la heredabilidad del suefo, a través de la evaluacion de: a) parametros
de robustez circadiana (es decir, CFI); b) tiempo de suefio, evaluado por la acrofase; c)
valor de suefio, determinado por el mesor. La ventaja del TAP es que ofrece la
posibilidad de evaluar la heredabilidad en condiciones de vida libre, sin interferir con la
rutina del sujeto. Este conocimiento proporciona una vision unica no solo del suefio

nocturno, sino también de la siesta o suefio diurno y mejora nuestra comprension del
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importante papel que desempefian los factores genéticos en la calidad y duracién del
suefio (59, 64, 147).

La siesta es un aspecto novedoso a considerar en los estudios del suefio, debido a
sus efectos sobre la salud son todavia polémicos. En particular, algunos estudios se han
centrado en la asociacion entre la siesta y la obesidad (73, 148). La duracién de la siesta
se considera un factor relevante en la obesidad, aquellos que durmieron la siesta durante
mas de una hora, exhibieron un aumento del 46% de la obesidad central (148). Ademas,
Sayon-Orea et al. (73), determinaron en 2013 que la probabilidad de ser obeso fue mayor
en personas que durmieron siestas de mas de 30 minutos y tenian suefios nocturnos de
menos de 5 horas. Este estudio demostro la implicacion de hormonas relacionadas con el
apetito, con valores mas bajos de leptina, hormona que reduce el apetito, y valores mas
altos de ghrelina, hormona que aumenta el hambre, en aquellos que dormian una siestas
mas largas (73). Recientemente, se ha demostrado una correlacion genética entre
somnolencia diurna y los patrones de adiposidad (77). Estos resultados coinciden con los
datos obtenidos en la presente tesis, que muestran que las siestas mas largas se asocian
con un mayor grado de obesidad (mayor IMC, mayor grasa corporal total y mayor grasa
visceral).

Nuestros resultados sobre la duracion de la siesta y del suefio diurno muestran una
heredabilidad de moderada a alta (65% y 61% respectivamente), lo que sugiere una
contribucion importante del componente genético en la siesta, habito comuln
caracteristico de los paises mediterraneos, como Espafia. Nuestros datos muestran una
similitud mucho mayor entre las hermanas MZ que entre las hermanas DZ en el hecho
dormir la siesta, asi como en los minutos dormidos durante el dia. Este fuerte efecto

genético se refleja en el ritmo de 24h, ya que las gemelas MZ mostraron curvas de suefio
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tanto diurnas como nocturnas muy similares entre las hermanas, mientras que las gemelas
DZ mostraron mas diferencias entre las hermanas.

Para la evaluacion de la heredabilidad de la siesta, se utilizaron dos métodos
diferentes: uno subjetivo medido por un registro de suefio, para la variable "siesta, si 0
no"; y otro objetivo para la variable "duracion suefio diurno, es decir minutos dormidos"
obtenido con el TAP. Cabe destacar que la contribucion genética a la siesta obtenida por
estos dos métodos fue similar. Es obvio que dormir la siesta no s6lo depende de factores
genéticos, sino también de los habitos culturales y las condiciones ambientales, requiere
un poco de tiempo libre y un espacio conveniente. Nuestros resultados sugieren que,
cuando se cumplen estas condiciones (como es el caso de nuestra poblacion), la
somnolencia después de la comida del mediodia y la consiguiente necesidad de dormir
siesta pueden tener influencias genéticas, asi como la duracion de este descanso.

Las caracteristicas del suefio nocturno y la duraciéon son otros aspectos a
considerar en la necesidad de dormir siesta. Se sabe que el ritmo suefio-vigilia estd
regulado no so6lo por el impulso circadiano (un reloj interno), sino también por el impulso
homeostatico, es decir la presion que produce en si mismo el cansancio, que aumenta en
el caso de un suefio insuficiente durante la noche anterior. Ambos factores homeostaticos
y circadianos interactuan entre si (149).

Un resultado importante de nuestros andlisis fue que la heredabilidad la siesta fue
significativa, a pesar de controlar por la duracidon del suefio nocturno. Esto sugiere que la
heredabilidad de la siesta, estd marcada por factores, distintos al de dormir siesta para
compensar un sueflo nocturno insuficiente, y quizas los genes que determinen el suefo
nocturno y el diurno sean distintos entre ellos.

La duracion del suefio nocturno es uno de los aspectos mas estudiados, y tanto el

suefio largo como el suefio corto se han relacionado con la obesidad, la saciedad, el
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apetito y el equilibrio energético, con lo que se considera que la relacion del suefio y la
obesidad presenta una distribucion de tipo “U” (150, 151). La duracién nocturna del
suefio también se ha relacionado con el riesgo metabdlico (152) y el riesgo de
enfermedad cardiovascular (153), asi como con trastornos mentales como la
esquizofrenia, la ansiedad y la depresion (154-156). La heredabilidad de la duracion
nocturna del suefio ha sido muy estudiada con EEG y polisomnografia, demostrando en
varios trabajos que oscila entre el 50% y el 70% (78, 157). Recientemente, los analisis de
asociacion del genoma sobre la alteracion del suefio han identificado nuevos loci y han
replicado un /ocus previamente asociado con la duracion del suefio (77).

Con el uso del TAP, hemos sido capaces de investigar aspectos novedosos del
suefio. La evaluacion del patron de suefio de 24h medido de forma continua durante 7
dias nos ha permitido diferenciar entre la duracion del suefio nocturno, con una
heredabilidad del 65% y la regularidad del suefio, que corresponde a la estabilidad
estabilidad interdiaria del suefio con un 57% de heredabilidad. Esta nueva variable de
regularidad esta siendo de gran interés en los estudios modernos del suefio, ya que la falta
de regularidad en si misma, parece ser un factor de riesgo de enfermedad.

Los factores genéticos que influyen sobre la duracion del suefio (si el tiempo de
suefio es mas largo o mas corto), puede que sean diferentes a los de su regularidad. Se
deben realizar otros estudios de asociacion del genoma para abordar esta cuestion.

Otro aspecto importante de la arquitectura del suefio son las caracteristicas del
sueio No REM, el suefio de ondas lenta tal y como se percibe en la los
electroencefalogramas (EEG). Estudios anteriores con EEG han demostrado que la
cantidad de suefio de onda lenta presenta heredabilidades del del 50% (78). Estos datos se
asemejan a nuestros resultados obtenidos con TAP, que estiman que los factores

genéticos de suefio de onda lenta presentan un 46% de la varianza.
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Tal y como comentamos en el apartado anterior, los pardmetros obtenidos del
TAP, se pueden clasificar en tres grupos: a) los que miden la robustez; b) los relacionados
con el tiempo; ¢) los que miden los parametros "de valor". En este estudio analizamos:

a) En relacion con el suefo, la heredabilidad de los pardmetros de robustez
circadiana como la amplitud relativa, el CFI, la estabilidad interdiaria, €l porcentaje del
ritmo y la variabilidad intradiaria, los cuales muestran factores genéticos que fluctuan
entre el 36% y el 63%. La amplitud relativa, que determina los cambios entre el suefo
maximo y el despertar, ha sido considerada como un indicador del envejecimiento
bioldgico (79). Ademas, un patrdn de suefio circadiano robusto debe ser regular y con una
baja fragmentacion. Estos aspectos se determinan respectivamente por la estabilidad
interdiaria y la variabilidad intradiaria. La integracion de estos tres parametros (amplitud
relativa, estabilidad interdiaria e variabilidad intradiaria) en el indice de funcionalidad
circadiana (CFI) tiene una heredabilidad estimada de 58%, lo que sugiere que la robustez
del suefo estd en gran parte influenciada por factores genéticos.

b) La hora central del suefio nocturno, que se considera la fase mas profunda del
suefio, se evaluo con la acrofase, la cual es uno de los parametros mas importantes para la
caracterizacion del suefio y estd relacionada con diferentes patologias, como el tipo de
fase avanzada de suefio familiar o la fase de suefio retrasada (158). Los resultados
actuales estiman una heredabilidad del 52% para la acrofase en suefio nocturno.

¢) Por ultimo, el mesor es un parametro de "valor" relacionado con los valores
medidos de suefio (0 es para el totalmente despierto y 1 para el totalmente dormido). Para
este parametro, nuestros datos muestran una heredabilidad del 69%.

Resumiendo, esta tesis aporta asociaciones significativas y positivas entre la
duracion de la siesta y la obesidad. También se han mostrado heredabilidades

significativas relacionadas con el ritmo de suefio circadiano en la mayoria de los
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parametros, utilizando una metodologia que permite un monitoreo ambulatorio de
medidas ritmicas objetivas. Cabe destacar que esta influencia genética aparece no s6lo en
la noche, sino también en los parametros diurnos del suefio. Nuestros resultados
representan un paso importante en el entendimiento del ritmo del suefio. Esta
comprension ha demostrado ser relevante para evaluar la condicion de nuestro sistema

cronobioldgico, y su posible relacion con varias patologias, como la obesidad.

4. Sobre la evaluacion de las influencias genéticas y ambientales de factores

relacionados con la hora de la comida en una poblacion mediterrianea de gemelas

Es interesante observar la persistencia de un patron béasico de comidas en
diferentes culturas y épocas, conocido como el patron de tres comidas al dia: una toma
por la mafiana, otra al mediodia y otra por la noche, aunque en ocasiones se incorporen
otras dos (a media manana y a media tarde). Este patron se ha observado incluso en seres
humanos aislados de fuentes externas temporalmente, a los que se les permitia comer
cudnto y cuando quisieran. A pesar del aislamiento, practicamente todos los individuos
estudiados eligieron comer tres veces al dia en intervalos comparables a los que siguen en
la vida cotidiana. Esto se podria explicar debido a que un estudio llevado a cabo en el afio
2001, por John M. de Castro (159) mostrd que la hora media de la comida por la manana,
tarde y noche parecia ser hereditaria, representando el 24%, 18% y 22%,
respectivamente. En esta tesis, comprobamos que el momento de la ingesta tiene una
carga genética considerable, siendo del 57% para el desayuno y del 39% para la comida y

la cena, valores que se asemejan a estudios previos.

En este sentido y en cuanto al comportamiento alimentario, una de las principales

senales de apetito es el horario de la comida. Muchas veces se come en momentos
99



Tesis doctoral Jesus Lopez Minguez

precisos simplemente porque es la hora de comer, sin sentir verdadero apetito. Ademas,
algunos casos de obesidad se relacionan con ingestas especificas en determinadas horas
del dia. Asi, Garaulet ef al. observaron una asociacion entre la acumulacion de grasa, en
especial en el abdomen, y la ingesta de grasas saturadas y azucares simples
especificamente por la noche (19). Ademas, este comportamiento alimentario se asocia
con la variabilidad diaria de los valores de cortisol plasmatico y con el grado de obesidad.

El cortisol es una hormona circadiana, y su presencia estd fuertemente
correlacionada con el momento de la ingesta de alimentos. Estudios previos demostraron
que el horario de las comidas afecta a la concentracion del cortisol que disminuyd en las
comidas de la manana y de madrugada, pero no durante la tarde-noche (87). También se
ha demostrado que el aumento medio del cortisol plasmatico después del despertar y la
respuesta del cortisol al despertar tenian un componente genético que oscilaba entre el
40% y el 48% (160-162). Los datos obtenidos en esta tesis reflejan como la carga
genética del horario del cortisol va disminuyendo conforme avanza el dia, siendo de un
54y 64 % en el desayuno y en la comida, y de un 33% en la cena.

Este marcador circadiano es importante en el campo de la alimentacion y la
obesidad ya que resultados previos han correlacionado la amplitud del cortisol con la
obesidad abdominal (163), asi como patrones circadianos de esta hormona con
alteraciones metabolicas en la circunferencia de la cintura, la presion arterial, la glucosa
en plasma y la regulacion de lipidos.

Sin embargo, hasta los ultimos afios no se ha empezado a demostrar que el
momento de la ingesta es un factor clave en la obesidad, que puede ser independiente de
la ingesta calorica diaria. Asi, un estudio longitudinal que se realizé en colaboracion con
la Unidad del Suefio de la Universidad de Harvard, dirigido por el profesor Frank Scheer

y publicado en 2013 en la revista International Journal of Obesity se demostrd que en
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Espaia, en una poblacion mediterrdnea, el momento de la comida principal del dia era
predictivo de la pérdida de peso (86). Ademds, los resultados previos fueron
sorprendentes, ya que tanto los que comian temprano (antes de las 15:00) como los que lo
hacian mas tarde presentaron ingestas y gastos energéticos semejantes, lo que hace
necesario encontrar una explicacién metabolica a estos resultados.

Con el fin de descubrir por qué el momento de la ingesta de alimentos podria
influir en la pérdida de peso, se llevo a cabo un estudio aleatorizado en el que 32 mujeres
delgadas y jovenes completaron dos protocolos: uno que incluia evaluaciones de gasto
energético en reposo (calorimetria indirecta) y la tolerancia a la glucosa, y el otro
constaba de mediciones de patrones circadianos, como los perfiles de cortisol en la saliva
y la temperatura de la mufieca. Las participantes recibieron comidas estandarizadas
durante las 2 semanas de intervencion, y se estudiaron en dos tiempos: comiendo
temprano (a las 13:00h) y tarde (a las 16:30h). Los resultados mostraron que estas
mujeres delgadas, después de una semana comiendo tarde, experimentaron alteraciones
metabodlicas que suelen caracterizar a las mujeres obesas, como disminucién de la
tolerancia a la glucosa, del gasto energético en reposo y de la oxidacion de hidratos de
carbono. Ademas, tenian un patrén diario de cortisol aplanado y alteraciones en los
ritmos diarios de la temperatura similares a las que caracterizan a las mujeres obesas (22).

La importancia de estos dos estudios radica en que son los primeros trabajos que
demuestran que no solo es el “qué” se come, sino también el “cudndo” es decisivo en la
pérdida de peso. De hecho, es bien sabido que un horario regular de comidas ayuda a
mantener el orden temporal interno del sistema circadiano, por lo que no es de extrafar
que presenten una carga genética considerable. Sin embargo, en la sociedad actual de 24
horas hace que con frecuencia se abandonen estos patrones, no so6lo, por ejemplo, por el

trabajo por turnos y el jet-lag, sino también, y sobre todo en los jovenes, por la creciente
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demanda de estudio e incluso de ocio y placer, conocido como el jet-lag social.

En este ambito, los horarios de suefio juegan un papel fundamental. Asi, datos
experimentales en seres humanos demostraron que una inversion de 12 horas del ciclo de
ayuno/ayuno y del de suefio/vigilia (comer durante la noche y ayunar durante el dia) se
acompafiaba de una alteracion de la tolerancia a la glucosa y disminucion de leptina
(hormona de saciedad). Los resultados de esta tesis muestran un componente genético del
42% en la hora del despertar y de un 36% en la hora de acostarse. Dichos datos son
consistentes que estudios previos que muestran que la duracion del suefio aumenta las
influencias genéticas en el IMC y sugirieren que una cantidad considerable del patron de
suefio es determinado genéticamente (59-62).

Por ultimo, un estudio reciente ha demostrado que el cronotipo tiene una
correlacion 47% (56) con factores genéticos, y al mismo tiempo con el momento de la
ingesta de alimentos. Este resultado tuvo en cuenta que los individuos de tipo nocturno
tendian a comer mas tarde (164) tenian mas propension a engordar y menos capacidad de
perder peso (165) y eran comedores tardios en general (86). Por lo tanto, los estudios
sobre el componente genético del cronotipo se han convertido en preciadas fuentes de
informacion para el estudio de los horarios de las comidas y su relacion con la obesidad.

El estudio de la carga genética y ambiental de estos tipos de variables es
fundamental, ya que con el andlisis de los factores genéticos podriamos centrar nuestros
objetivos en la investigacion de polimorfismos o variantes genéticas para determinar las
asociaciones causales en enfermedades como la obesidad. Por otra parte, con el analisis
de los factores ambientales podriamos centrar nuestros objetivos en mejorar los métodos
que actualmente se utilizan para resolver estas enfermedades, ya que hay terapias que
utilizan la interaccion entre los genes y el medio ambiente para tratarlas.

En la actualidad se sabe de la existencia de factores genéticos en el ritmo
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circadiano. Estos factores genéticos no s6lo se han demostrado, en esta tesis, con la
temperatura, sino también con el cortisol (54, 166) y el cuestionario de vespertino-
matutino (MEQ) (56, 59), etc. En este sentido, es importante entender cémo estos
marcadores cronobioldgicos pueden interactuar con la alimentacion y qué papel
importante juegan en el momento de la hora de la comida.

En resumen, gracias a este estudio hemos demostrado que con respecto a los
horarios de comida asi como de variables relacionadas como el horario del suefio, el
cortisol y el cronotipo presentan un mayor componente genético en la mafiana, el cual va
disminuyendo conforme avanza el dia, dando lugar a una mayor carga ambiental en la
noche. Ademas, hemos podido comprobar que los valores en dichos horarios relacionados
con la comida en la poblacion mediterranea, son consistentes con otras poblaciones.

En la discusion de los resultados obtenidos en la influencia de factores genéticos y
ambientales en la evaluacion del sistema circadiano (puntos del 1-4 de esta discusion),
debemos considerar algunas limitaciones de ambito general en la poblacion de gemelas.
Un mayor tamafio de la muestra habria aumentado la potencia y habria permitido estimar
mas acuradamente y diferenciar entre los componentes genéticos y ambientales de los
factores familiares en parametros especificos. Adicionalmente, el hecho de que solo
mujeres adultas participaron en este estudio, limita las conclusiones a este género y rango
de edad. Dados los amplios intervalos de confianza de los parametros, nuestros resultados
deben considerarse con precaucion. En la evaluacion del suefio esto habria permitido la

comparacion entre los ritmos del sueflo y las variables relacionadas con la salud.
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5. Sobre el estudio de una variante génica de riesgo del MTNRIB y su impacto sobre

enfermedades asociadas con la cronodisrupcion como la diabetes

Los resultados actuales de esta tesis doctoral apoyan la hipotesis de que los
valores altos de melatonina endogena por la noche, junto con la ingesta de alimentos,
causan un empeoramiento en la tolerancia a la glucosa. El hecho de que este efecto sea
mayor en los portadores homocigdticos del alelo de riesgo del SNP MTNR 1B rs10830963
sugiere que la melatonina estd implicada en el empeoramiento de la tolerancia a la
glucosa.

Estos resultados tienen relevancia en la practica clinica y en la salud publica, dado
que: a) el alelo G de riesgo es altamente prevalente, con un aproximadamente 51% de
individuos de ascendencia europea portadores de dicho alelo (MAF ~ 30%); b) los
portadores de riesgo presentan un aumento de la expresion del receptor 1b de melatonina
en los islotes pancreaticos (98, 102), lo cual implica una ganancia en la funciéon de dicho
receptor y con ello un aumento del riesgo de diabetes (104); y ¢) el alelo de riesgo del
MTNRIB tiene uno de los efectos adversos mas fuertes sobre la secrecion y sensibilidad a
la insulina y la tolerancia a la glucosa de todas las asociaciones con la diabetes tipo 2
(DT2) conocidas hasta ahora (100, 101). Por estas razones, la senalizacion del MTNRIB
se ha propuesto como objetivo terapéutico en la prevencion de la DT2 (167).

Estudios clinicos previos controlados con placebo en humanos han demostrado
que la administracion exogena (farmacologica) de melatonina empeora la tolerancia a la
glucosa por la mafiana y por la noche, tanto en mujeres mayores (109) como en mujeres
jovenes (110). Ademas, se encontré que la variante de riesgo del MTNRIB rs10830963
empeora drasticamente el efecto de la melatonina exdgena en la tolerancia a la glucosa
(111). Estos resultados en su totalidad sugieren una vulnerabilidad en los portadores del

alelo de riesgo del MTNRIB rs10830963 a la hora de consumir alimentos cuando los
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valores de melatonina son elevados, sobretodo si los portadores del alelo de riesgo son
comedores tardios o trabajadores por turnos.

Sin embargo, hasta el momento no se habia evaluado el impacto de las variantes
del MTNRIB sobre el metabolismo de la glucosa cuando coincidian -elevadas
concentraciones endogenas (fisiologicas) de melatonina y la ingesta de alimentos, hecho
que se observa en las poblaciones de comedores nocturnos como la espafola. El impacto
de la melatonina endogena sobre el control de la glucosa es una cuestion importante y
ampliamente relevante. Mientras que alrededor de 5-12 millones de personas en los
EE.UU utilizan la melatonina exdgena para tratar el problema del suefio (168), una
proporcion mayor de la poblacion cena tarde como costumbre, momento en el que los
valores de melatonina enddégena son elevados, incluyendo no solo en los
aproximadamente 10 millones de trabajadores por turnos (169), sino que también la
poblacion general en la que cenar tarde parece ser ain mas comun de lo que se habia
estudiado previamente (170).

Mientras que los estudios epidemioldgicos ya habian demostrado que cenar tardeo
se asociaba con una peor regulacion de la glucosa, tales estudios no pueden asegurar si
esto es debido a un hecho causal. Nuestro estudio experimental se ajusto especificamente
para cada sujeto (seglin su hora habitual de suefio) y se demostrd que interviniendo en la
cena hacia un horario mas tardio la tolerancia a la glucosa fue menor. Mas importante
atn, mostramos que las diferencias en dicha tolerancia a la glucosa entre el horario de
cena temprano (baja melatonina) y el tardio (alta melatonina) se limita a los portadores
del alelo de riesgo del MTNRIB. De hecho, entre los no portadores del alelo de riesgo, el
horario de la cena no influy6 significativamente en la tolerancia a la glucosa. Apoyados
por el aumento en la expresion del receptor 1b de melatonina en los portadores del alelo

de riesgo G (98), proporcionamos la primera evidencia de que la melatonina estd
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implicada en las alteraciones del metabolismo de la glucosa que se presentan
principalmente en los comedores nocturnos.

Ademas de las diferencias en la presencia o ausencia de melatonina entre los
cenadores tempranos o tardios, puede haber otros factores implicados en las diferencias
en la tolerancia a la glucosa. Dichos factores pueden ser los cambios diarios en la
sensibilidad a la insulina y funcidon gastrica, intestinal y pancreéatica (107, 108). Sin
embargo, el hecho de que cenar tarde sélo perjudique la tolerancia a la glucosa en los
portadores del alelo de riesgo del MTNRIB y no en los no portadores de dicho receptor
evidencia de que la melatonina juega un papel importante como se puede apreciar en
nuestros resultados.

Nuestros hallazgos novedosos nos llevan a recomendar cenar entre 2 y 4 horas
antes del momento habitual de irse a dormir. Esto permitird la recuperacion de la
glucemia postprandial a los valores de ayuno antes del aumento de los valores de
melatonina endogena. La elevacion de los valores de glucosa después de una comida
puede tardar entre 1 y 2 horas en individuos normoglucémicos y mas en individuos pre-
diabéticos y diabéticos. En cambio, la melatonina comienza a subir sus concentraciones
aproximadamente 2 horas antes de la hora habitual de acostarse. Con esta recomendacion
se evitaria la concurrencia entre las concentraciones elevadas de glucosa y melatonina.

Estos consejos pueden ser particularmente beneficiosos para muchas poblaciones
como: a) aquellas sociedades occidentales que tienen la mayor ingesta de energia por la
noche, como los canadienses (171) o los estadounidenses (172) los cuales consumen
aproximadamente el 40% de la ingesta total de energia durante la cena (173); b) para
aquellos paises, incluidos algunos mediterraneos, en los que la cena se realiza a altas
horas de la madrugada y en torno una hora antes de irse a dormir (88); c¢) aquellos que

padecen el sindrome de comedor nocturno, que afecta entre el 0,5% y el 5,7% de la
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poblacion general (1); y d) para los trabajadores por turnos que representan el 15-20% de
la poblacion activa y con frecuencia suelen consumir alimentos en un momento atipico,
es decir, a media noche o de madrugada (174). Dentro de estas poblaciones, estas
recomendaciones deben dirigirse principalmente a los portadores del alelo de riesgo G
que representan aproximadamente el 51% de la poblacién con ascendencia europea.

La fuerza de este estudio incluye el disefio cruzado y aleatorizado realizado en una
poblacion de comedores tardios naturales, en la seleccion de portadores y no portadores
del alelo de riesgo homocigoéticos, en la duracion idéntica del ayuno y en las condiciones
dietéticas previas a la cena el dia del estudio. Una limitacion de este trabajo es la falta de
determinaciones de insulina en suero. Otros estudios deben evaluar efectos separados
sobre la secrecion de insulina, sensibilidad a la insulina, secrecion de glucagén y otros
factores implicados en la regulacion de la tolerancia a la glucosa. En este estudio,
decidimos evitar métodos invasivos como la puncién venosa para no alterar las
condiciones habituales de vida de las mujeres.

En resumen, estos hallazgos podrian apoyar una aplicacion clinica para el cribado
de este SNP y la posibilidad de implementar intervenciones de comportamiento adaptadas

y costo-efectivas para prevenir la DT2 en poblaciones vulnerables.
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(1) El ritmo de temperatura, muestra una heredabilidad de moderada a alta para la
mayoria de sus parametros, lo que sugiere una influencia genética. La presencia de estos
factores genéticos apunta a la endogenicidad como la principal causa de la coincidencia
entre los ritmos de las hermanas MZ. Sin embargo, aquellos parametros dependientes de

factores ambientales son mas susceptibles de cambio a través de intervenciones externas.

(2) El analisis de la heredabilidad del sistema circadiano mediante el uso de una técnica
integradora como el TAP, proporciona datos mas precisos sobre el estado del sistema
circadiano que la temperatura, la actividad y la posicion de la muifieca. Con estos
resultados demostramos que el uso de variables integradoras mejora la evaluacion del

sistema circadiano, aumentando la carga genética y reduciendo el efecto ambiental.

(3) Existe una asociacion significativa y positiva entre la duracion de la siesta y la
obesidad. Ademas, el patrdn suefo-vigilia muestra heredabilidades significativas tanto en
el suefio nocturno como en el suefio diurno. Esta comprension ha demostrado ser
relevante para evaluar la condiciéon de nuestro sistema cronobioldgico, y su posible

relacion con varias patologias, como la obesidad.

(4) Los horarios de las comidas y de variables relacionadas como el horario del suefio, el
cortisol y el cronotipo presentan un mayor componente genético en la mafiana, el cual va
disminuyendo conforme avanza el dia, dando lugar a una mayor carga ambiental en la

noche.

(5) Los resultados actuales apoyan nuestra hipotesis de que los valores elevados de
melatonina en la noche, junto con la ingesta de alimentos, causan un deterioro en la
tolerancia a la glucosa. Ademas, este efecto se empeora en portadores homocigoticos del
alelo de riesgo del MTNR1B rs10830963. Estos datos sugieren el desarrollo de programas
de intervencidn para avanzar la hora de la cena sobre todo en los portadores de a variante

de riesgo para prevenir el desarrollo de diabetes tipo 2.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion de gemelas estudiada.

Monozigéticas (n=56) Dizigéticas (n=50) Valor P
Edad (afios) 51+6 53+6 0,066
Peso (kg) 64,12+8,56 63,44+7,91 0,370
Altura (cm) 156,43+6,84 157,5245,61 0,369
IMC (kg/m?) 26,30+3,89 25,66+3,65 0,404
Porcentaje de grasa (%) 32,99+5,89 32,96+6,72 0,979
Cintura (cm) 90,56+8,76 90,08+10,66 0,805
Cadera (cm) 103,68+7,15 102,3948,10 0,379
Metabolismo basal (kcal) 1282+101 1267+79 0,382
Caracteristicas del suefio diurno
Duermen siesta (cuestionario) (%) 63% 60% 0,540
Duracion siesta (cuestionario) (mm) 51£23 49+26 0,744
Duracion siesta (medida por TAP) (mm) 49,3+37,3 41,1+£31,6 0,296
Caracteristicas del suefio nocturno
Hora de acostarse (cuestionario) (hh:mm) 24:18+00:56 24:28+00:59 0,288
Hora de levantarse (cuestionario) (hh:mm) 07:33+01:09 07:38+01:00 0,684
Duracion suefio (cuestionario) (hh:mm) 6:32+0:52 6:47+1:04 0,159
Duracion suefio (medido por TAP) (hh:mm) 7:08+0,53 7:13+0:55 0,691
Caracteristicas de la ingesta de alimentos
Inicio del desayuno 08:49+00:54 08:36+00:52 0,209
Inicio de la comida 14:314+00:33 14:32+00:30 0,904
Inicio de la cena 21:36+00:40 21:22+00:41 0,072
Caracteristicas del cortisol
Cortisol 9:00h 33,77+19,86 21,57£10,07 0,001
Cortisol 14:00h 15,88+8.38 12,16+4,86 0,019
Cortisol 23:00h 7,55+1,15 7,64+1,01 0,024
Ratio del cortisol mafana/noche (nmol/I) 5,06+2,88 4,69+2,61 0,568
Cuestionario vespertino-matutino (SCORE)
Matutino 20 (36%) 22 (44%) 0,389
Indefinido 33 (59%) 24 (48%) 0,264
Vespertino 3 (5%) 4 (8%) 0,589

Los datos estan representados como la media+SD. La hora de acostarse y la duracion del
suefio estan expresados como horas y minutos. Abreviaciones: IMC, indice de masa
corporal.
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Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacion ONTIME-DINE.

Poblacion total Alelo de riesgo No alelo de riesgo  Valor P
(GG+CC) (GG) (CO)
(n=40) (n=20) (n=20)
Edad (afios) 42+10 42+9 42+11 0,999
Peso (kg) 75,56£11,30 75,26+9,74 75,86+12,93 0,870
IMC (kg/m) 28,42+4,04 29,34+43,71 27,504+4,23 0,151
Grasa (%) 33,87+5,93 34,72+5,33 33,02+6,50 0,373
Cintura (cm) 97,21£9,75 98,10+7,18 96,32+11,91 0,571
Cadera (cm) 110,36+8,19 110,80+7,65 109,92+8,87 0,740
WHR 0,86+0,07 0,86+0,08 0,86+0,06 0,984
Triglicéridos (mmo 1'1) 1,08+0,47 1,11+0,48 1,04+0,46 0,637
Colesterol (mmo I'") 5,03£1,10 5,32+1,37 4,734+0,63 0,122
Colesterol HDL (mmo 1) 1,48+0,30 1,54+0,30 1,43+0,29 0,286
Insulina (nUI/ml) 17,21£22,77 14,96+23,92 19,61+22,00 0,564
Glucosa (mmo 1) 4,84+0,73 4,77+0,71 4,91+0,78 0,597
HOMA 1,59+1,16 1,05+0,65 2,17+2,97 0,161
Presion sistolica (mm Hg) 113,90+19,74 111,80+25,73 116,00+11,37 0,510
Presion diastélica (mm Hg) 74,80+14,21 70,90+16,11 78,70+11,09 0,084
MetS Score 1,35+0,95 1,54+0,66 1,71+£0,91 0,574
MEQ Score 54,40+9,65 56,90+9,04 51,90+9,81 0,102

Los datos estdn representados como la media+SD. Abreviaciones: IMC, Indice de Masa Corporal;
WHR, ratio cintura-cadera;, HOMA. Evaluacion del modelo de Homeostasis; MetS, Sindrome
metabodlico, MEQ: Cuestionario de vespertino-matutino. Los P valor indican la comparacion entre los
portadores y no portadores del alelo de riesgo mediante la prueba t de Student entre dos muestras.
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Tabla 3. Comparacion de la melatonina, luz, y el suefio y la ingesta de alimentos del dia del experimento
entre condiciones de alimentacion de pronto (EE) y tarde (LE) dentro de cada grupo de genotipo.

Alelo de riesgo (GG) No alelo de riesgo (CC)
(n=20) (n=20)
EE LE Valor P EE LE Valor P

Vielatonina (pg/mL)*

TO 5,67+1,72 15,45+9,68 <0,0001 5,19+£2,61 12,87+5,97 <0,0001

T60’ 6,21£1,81 14,13+5,56 <0,0001 5,21+3,84 14,37+4,61 <0,0001

T120° 8,03+4,63 16,83+7,30 <0,0001 6,13+£5,69 15,99+5,61 <0,0001
.uz (luxes)*

TO 2824248 545 <0,0001  317+262 545 <0,0001

T60’ 2904253 545 <0,0001  312+222 4+2 <0,0001

T120° 296+252 6+7 <0,0001  318+262 442 <0,0001
{orario de suefio
Inicio del suefio (hh:mm)° 23:56+0:52 24:26+0:59 0,057  23:50+£0:52 23:50+0:34 0,966
Fin del suefio (hh:mm)° 7:29+0:12 7:34+0:13 0,524 7:36+£0:14  7:41+0:14 0,719
Duracion del suefio (hh:mm)®  7:33+0:11 7:09+0:14 0,154 7:394£0:11  7:45+0:12 0,675
{orario de ingesta
Inicio comida (hh:mm) 12:08+0:32 15:034+0:28 <0,0001 11:46+0:30 14:48+0:27 <0,0001
Inicio cena (hh:mm) 20:04+0:26 23:02+0:27 <0,0001 19:51+0:28 22:48+0:27 <0,0001

*Antes (T0”) y después (T60° y T120”) de cenar; ° Noche anterior al experimento, mafiana del experimento y
la duracién; EE (condicion de pronto), LE (condicidn de tarde). Los P valor indican la comparacion entre los
portadores y no portadores del alelo de riesgo mediante la prueba t de Student entre dos muestras. La

significacion estd mostrada en negrita.
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Tabla 4. Comparacion del suefio, el tiempo de ingesta de alimentos, la ingesta dietética y la
distribucion de energia las semanas antes del dia del experimento (caracteristicas habituales) entre EE
y LE condiciones de alimentacion dentro de cada grupo genotipo.

Alelo de riesgo (GG)

No alelo de riesgo (CC)

(n=20) (n=20)

EE LE Valor P EE LE Valor P
Horario de suefio
Inicio del suefio (hh:mm) 24:30+0:46  24:29+0:38 0,897 24:10+0:48  24:04+0:48 0,278
Fin del suefio (hh:mm) 7:58+1:01 7:47+£1:00 0,302 7:34+0:40 7:43+0:37 0,227
Duracidn del suefio (hh:mm) 7:25+0:41 7:17£0:50 0,415 7:24+0:35 7:39+0:35 0,115
Horario de ingesta
Inicio del desayuno (hh:mm) 8:43+0:53 8:48+0:47 0,330 8:41+0:56 8:42+0:54 0,783
Inicio de la comida (hh:mm) 14:40+0:20  14:46+0:24 0,346 14:31+0:51  14:45+0:23 0,284
Inicio de la cena (hh:mm) 21:31+0:33  21:35+0:33 0,566 21:33+0:24  21:27+0:26 0,169
Ingesta dietética
Ingesta energética total (Kcal/dia) 1391+606 1332+260 0,703 13374234 1466+74 0,090
Distribucion de la energia (dia)+
Desayuno (%) 1947 19+5 0,870 17+7 17+6 0,987
Comida (%) 39+10 37+7 0,561 42+11 41+£11 0,753
Cena (%) 26+9 3149 0,218 29+11 2949 0,597

tDistribucion de la energia con respecto del total de la energia consumida; la diferencia al 100% corresponde
al consumo de aperitivos entre comidas; EE (condicion de pronto), LE (condicion de tarde). Los P valor indican
la comparacion entre los portadores y no portadores del alelo de riesgo mediante la prueba t de Student entre

dos muestras.
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Tabla 5. Correlaciones intra-clase en temperatura de gemelas y proporciones de la varianza explicadas por influencias genéticas y ambientales con un CI del 95%, extraidas a
partir de un analisis univariante.

Correlacion Intra-clase Modelos Genéticos

MZr (CI 95%)

DZr (CI 95%)

A (CI95%)

D (CI95)%

E (CI 95%)

Bondad del ajuste.

Se elimina la diferencia de factc
genéticos del modelo complet

Temperatura media
Mesor

Amplitud

Acrofase

Rayleigh

Porcentaje del ritmo

Poder del 1¥ harmédnico
Poder del 2° harménico

M5
Variabilidad intradiaria

Amplitud relativa

Estabilidad interdiaria

CF1

0,497 (0,185/0,701)
0,484 (0,176/0,689)
0,384 (0,068/0,616)
0,710 (0,476/0,836)

0,739 (0,501/0,856)
0,461 (0,141/0,677)
0,336 (0,036/0,571)
0,316 (-0,074/0,597)
0,499 (0,149/0,712)
0,624(0,394/0,854)

0,438 (0,133/0,743)

0,188 (-0,247/0,535)
0,059 (-0,373/0,457)
0,083 (-0,347/0,489)
-0,047 (-0,397/0,318)

0,199 (-0,145/0,489)
0,239 (-0,179/0,559)
0,116 (-0,426/0,554)
0,346 (-0,029/0,614)
0,093 (-0,271/0,427)
0,330 (-0,019/0,679)

0,04 (-0,351/0,431)

0,255 (0/0,694)
0 (0/0,664)
0 (0/0,601)
0 (0/0,742)

0,057 (0/0,828)
0,462 (0/0,675)

0,129 (0/0,566)

0 (0/0,677)
0,560 (0/0,728)
0 (0/0,615)

0,242 (0/0,700),
0,480 (0/0,688)
0,383 (0/0,615)
0,703 (0/0,835)

0,682 (0/0,856)
0 (0/0,672)

0,206 (0/0,571)

0,495 (0/0,710)
0 (0/0,703)
0,402 (0/0,638)

0,503 (0,299/0,807)
0,520 (0,312/0,828)
0,617 (0,385/0,931)
0,297 (0,165/0,549)

0,261 (0,144/0,499)
0,538 (0,323/0,833)

0,664 (0,429/0,960)

0,504 (0,290/0,851)
0,440 (0,272/0,680)

0,598 (0,362/0,928)

¥ =9,4;df=2; p=0,009
¥'=8,5;df=2;p=0,014
¥ =5,7,df=2; p=0,059
x> =17,0; df = 2; p = 0,000

' =17.8; df =2; p = 0,000
Y =8,6; df =2; p=10,013
' =4,9;df=2; p=0,085

' =17,3;df=2; p=0,026
¥ =16,3; df = 2; p = 0,000

Y =5,6; df =2; p= 0,060

r MZ (CI 95%)

r DZ (CI 95%)

A (CI 95%)

C (CI195)%

E (CI 95%)

0,429 (0,097/0,658)
0,444 (0,141/0,747)

0,351 (-0,052/0,628)
0,308 (-0,047/0,663)

0,156 (0/0,655)
0,170 (0/0,644)

0,273 (0/0,595)
0,247 (0/0,586)

0,571 (0,342/0,850)
0,583 (0,354/0,863)

Y¥'=9,1;df=2; p=0,010
x'=8,6;df=2; p=0,013

MZr: coeficiente de correlacion intra-clase de monocigoticos, r DZ: coeficiente de correlacion intra-clase de dicigdticos , CI (95%): intervalo de confianza, A: efecto genético aditivo, D: efecto genético dominante, C:

ambiental compartido, E: efecto ambiental no compartido, CFI: indice de funcionalidad circadiana, M5: 5 horas de maxima temperatura.
Nota: La estructura de las correlaciones de MZ y DZ para el porcentaje del ritmo y la variabilidad intradiaria permite la aplicacién de modelos ADE o ACE. Para ambas variables el modelo elegido no era relevante
ya que C o D se podian eliminar del respectivo modelo sin pérdida significativa del ajuste y los modelos AE mostraron el mejor ajuste en ambos casos. Solo los modelos completos de ADE se muestran en la tabla

para estas variables.
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Tabla 6. Correlaciones intra-clase en actividad de gemelas y proporciones de la varianza explicadas por influencias genéticas y ambientales con un CI del 95%, extraidas a part

analisis univariante.

Correlacion Intra-clase

Modelos Genéticos

Bondad del ajuste.
r MZ (CI1 95%) r DZ (CI 95%) A (CI95%) D (CI195)% E (CI 95%) Se elimina la diferencia de factores
genéticos del modelo completo
Amplitud 0,35 (-0,08/0,66) 0,15 (-0,25/0,52) 0,32 (0,01/0,61) 0 (0,00/0,62) 0,68 (0,38/1) X =2,8;df=2; p=0,245
Rayleigh 0,57 (0,20/0,79) -0,33(-0,71/0,08) 0 (0,00/0,61) 0,44 (0,00/0,71) 0,56 (0,28/1) X =2.8;df=2; p=0,243
Porcentaje del ritmo 0,59 (0,24/0,80)  -0,04 (-0,43/0,36) 0 (0,00/0,71) 0,57 (0,00/0,71) 0,43 (0,23/0,80) ¥ =7,8; df =2; p=0,021
Variabilidad intradiaria 0,61(0,27/0,80) 0,13 (-0,30/0,54) 0,31 (0,00/0,77) 0,29 (0,00/0,78) 0,40 (0,22/0,72) ¥ =11,1; df = 2; p = 0,004

Amplitud relativa 0,63 (0,26/0,82) 0,13 (-0,27/0,49) 0 (0,00/0,79) 0,65 (0,00/0,81) 0,35 (0,18/0,69) ¥ =9,9; df =2; p = 0,007

CFI 0,29(-0,17/0,64) 0,04(-0,36/0,43) 0 (0,00/0,62) 0,35 (0,00/0,67) 0,65 (0,33/1) ¥’ = 8,6; df = 1,8; p = 0,409
r MZ (CI 95%) r DZ (CI 95%) A (C195%) C (C195)% E (C195%)

Mesor 0,42 (-0,01/0,72) 0,43 (0,03/0,78) 0 (0/0,57) 0,38 (0,00/0,61) 0,62 (0,39/0,92) X =6,0; df=2; p=0,050

Acrofase 0,57 (0,25/0,78) 0,33 (-0,11/0,66) 0,51 (0,19/0,72) 0 (0,00/0,54) 0,49 (0,28/0,17) X' =8,9;df=2; p=0,011

Estabilidad interdiaria -0,03 (-0,41/0,36) -0,09 (-0,47/0,32) 0 (0,00/0,06) 0 (0,00/0,05) 1 (0,94/1) ¥ =0,0;df=2;p=1

MZr: coeficiente de correlacion intra-clase de monocigoticos, r DZ: coeficiente de correlacion intra-clase de dicigoticos , CI (95%): intervalo de confianza, A: efecto genético aditivo, D: efecto genético dominante, C:
efecto ambiental compartido, E: efecto ambiental no compartido, CFI: indice de funcionalidad circadiana.
Nota: La estructura de las correlaciones de MZ y DZ para el porcentaje del ritmo y la variabilidad intradiaria permite la aplicacion de modelos ADE o ACE. Para ambas variables el modelo elegido no era relevante
ya que C o D se podian eliminar del respectivo modelo sin pérdida significativa del ajuste y los modelos AE mostraron el mejor ajuste en ambos casos. S6lo los modelos completos de ADE se muestran en la tabla

para estas variables.

132



Anexos

Tabla 7. Correlaciones intra-clase en posicion de gemelas y proporciones de la varianza explicadas por influencias genéticas y ambientales con un CI del 95%, extraidas a
partir de un andlisis univariante.

Correlacion Intra-clase

Modelos Genéticos

r MZ (CI 95%)

r DZ (CI 95%)

A (CI 95%)

D (CI 95)%

E (CI 95%)

Bondad del ajuste.
Se elimina la diferencia de
factores genéticos del
modelo completo

Mesor

Amplitud

Porcentaje del ritmo
Estabilidad interdiaria
Amplitud relativa

CFI

Acrofase
Rayleigh

Variabilidad intradiaria

0,79 (0,58/0,89)
0,32 (-0,77/0,62)
0,38 (-0,04/0,66)
0,43 (0,04/0,68)
0,50 (0,21/0,77)

0,40 (0,09/0,70)

-0,07 (-0,45/0,34)
0,01 (-0,40/0,42)
-0,04 (-0,41/0,39)
-0,31 (-0,66/0,09)
-0,05 (-0,52/0,28)

-0,23 (-0,67/0,12)

0 (0,00/0,62)
0 (0,01/0,55)
0 (0,00/0,55)
0 (0,00/0,45)
0 (0,00/0,64)

0 (0,00/0,54)

0,66 (0,00/0,82)
0,30 (0,00/0,58)
0,31 (0,00/0,57)
0,29 (0,00/0,53)
0,44 (0,00/0,67)

0,330 (0,00/0,58)

0,34 (0,18/0,66)
0,70 (0,41/1)
0,69 (0,42/1)
0,71 (0,46/1)

0,56 (0,33/0,88)

0,670 (0,41/1)

¥ =11,0; df = 2; p = 0,004
' =2,4;df=2; p=0,294
¥ =7.8; df =2; p = 0,021
' =2,1;df=2; p=0,346
Y =6,6; df=2; p=0,036

y'=3,8;df=1,8;p=0,152

r MZ (CI 95%)

r DZ (CI 95%)

A (CI 95%)

C (CI95)%

E (CI 95%)

0,68 (0,39/0,84)
0,04 (-0,37/0,44)

0,47(0,16/0,75)

0,49 (0,11/0,74)
-0,07 (-0,57/0,48)

0,64 (0,23/0,83)

0,30 (0,19/0,77)
0 (0,04/0,05)

0 (0,00/0,62)

0,31 (0,00/0,71)
0 (0,00/0,04)

0,49 (0,12/0,67)

0,39 (0,22/0,66)
1 (0,94/1)

0,51 (0,32/0,77)

¥ =17,0; df = 2; p = 0,000
Y=0;df=2;p=1

v =113;df=2; p=10,003

MZr: coeficiente de correlacion intra-clase de monocigdticos, r DZ: coeficiente de correlacion intra-clase de dicigdticos , CI (95%): intervalo de confianza, A: efecto genético aditivo, D: efecto genético dominante, C:
efecto ambiental compartido, E: efecto ambiental no compartido, CFI: indice de funcionalidad circadiana.
Nota: La estructura de las correlaciones de MZ y DZ para el porcentaje del ritmo y la variabilidad intradiaria permite la aplicacion de modelos ADE o ACE. Para ambas variables el modelo elegido no era relevante
ya que C o D se podian eliminar del respectivo modelo sin pérdida significativa del ajuste y los modelos AE mostraron el mejor ajuste en ambos casos. Solo los modelos completos de ADE se muestran en la tabla

para estas variables.

133



Tesis doctoral

Jests Lopez Minguez

Tabla 8. Correlaciones intra-clase en gemelas para los parametros relacionados con TAP.

Correlaciones intra-clase

MZr (CI 95%)

DZr (CI 95%)

Mesor

Amplitud

Acrofase

Rayleigh

Porcentaje del ritmo (PR)
Estabilidad interdiaria (IS)
Variabilidad intradiaria (IV)

Amplitud relativa (RA)

CFI

0,791 (0,578/0,901)
0,554 (0,192/0,778)
0,710 (0,406/0,866)
0,484 (0,024/0,757)
0,437 (0,034/0,710)
0,562 (0,191/0,787)
0,591 (0,263/0,794)
0,590 (0,255/0,795)

0,599 (0,239/0,807)

0,004 (-0,402/0,409)
0,003 (-0,403/0,410)
0,282 (-0,146/0,622)
0,112 (-0,359/0,552)
0,141 (-0,282/0,517)
0,031 (-0,366/0,419)
0,263 (-0,163/0,603)
-0,109 (-0,484/0,299)

-0,003 (-0,401/0,396)

MZr: coeficiente de correlacion intra-clase de monozigoéticas. DZr: coeficiente de correlacion
intra-clase de dizigdticas. CI (95%): intervalo de confianza.

134



Anexos

Tabla 9. Resultados del modelo de ajuste para modelos univariados de los diferentes parametros del TAP; y las proporciones de varianza explicadas por: efectos
genéticos aditivos (A), efectos genéticos dominantes (D) o efectos ambientales compartidos (C) y efectos ambientales no compartidos (E) con intervalos de

confianza del 95%.

indice de bondad del ajuste

Estimas de los parametros (CI = 95%)

Modelo  -2LL df  AIC AX? Adf p A D E
Mesor ADE 237,49 86 65,49 - - - 0 (0/0,82) 0,72 (0/0,85) 0,28 (0,15/0,33)
AE 23948 87 65,48 1,99 1 0,158 0,70 (0,41/0,85) - 0,30 (0,15/0,59)

E 255,05 88 79,05 17,56 2 < 0,001 - - 1
Amplitud ADE 24930 86 77,30 0 (0/0,67) 0,48 (0/0,69) 0,52 (0,30/0,85)
AE 249,88 87 75,88 0,58 1 0,446 0,45 (0,12/0,68) - 0,55 (0,31/0,87)

E 256,82 88 80,82 7,52 2 0,023 - - 1
Acrofase ADE 243,89 86 71,89 - 0,08 (0/0,79) 0,56 (0/0,80) 0,36 (0,19/0,67)
AE 244,27 87 70,27 0,38 1 0,538 0,62 (0,31/0,80) - 0,38 (0,20/0,69)

E 256,13 88 80,13 12,24 2 0,002 1
Rayleigh ADE 228,33 78 72,33 - 0,20 (0/0,66) 0,39 (0/0,67) 0,41 (0,32/0,98)
AE 228,44 79 70,44 0,11 1 0,740 0,40 (0,01/0,67) - 0,60 (0,33/0,98)

E 232,57 80 72,57 424 2 0,120 1
Porcentaje del ritmo ADE 252,06 86 80,16 - 0,27 (0/0,64) 0,13 (0/0,65) 0,60 (0,35/0,98)
AE 252,07 87 78,07 0,01 1 0,920 0,39 (0,78/0,66) - 0,61 (0,34/0,92)

E 256,93 88 80,93 4387 2 0,088 1
Estabilidad interdiaria ADE 250,34 86 78,34 - 0 (0/0,67) 0,48 (0/0,71) 0,52 (0,29/0,87)
AE 251,01 87 77,01 0,67 1 0,413 0,44 (0,09/0,69) - 0,56 (0,31/0,91)

E 256,81 88 80,81 6,47 2 0,039 1
Variabilidad intradiaria ~ ADE 24330 86 71,30 - 0,53 (0/0,72) 0 (0/0,71) 0,47 (0,27/0,74)
AE 243,34 87 69,34 0,00 1 0,999 0,53 (0,25/0,72) - 0,47 (0,27/0,75)

E 2552 88 79,02 11,86 2 0,003 1
Amplitud relativa ADE 245,83 86 73,83 - 0 (0/0,65) 0,50 (0/0,71) 0,50 (0,28/0,83)
AE 247,17 87 73,17 1,34 1 0,247 0,45 (0,11/0,69) - 0,55 (0,30/0,89)

E 253,62 88 77,62 779 2 0,020 1
CFI ADE 24795 86 75,95 - 0 (0/0,69) 0,50 (0/0,72) 0,50 (0,28/0,84)
AE 248,61 87 74,61 0,66 1 0,417 0,47 (0,13/0,70) - 0,53 (0,29/0,86)

E 255,64 88 79,64 7,69 2 0,021 1

-2LL: dos veces negativo el log-probabilidad; df: grados de libertad; AIC: criterio de informaciéon de AKaike; AX2: diferencia en X* del modelo completo; Adf:
diferencia de grados de libertad con el modelo completo. Los valores en negrita indican el mejor modelo de ajuste.
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Tabla 10. Asociacion entre la duracion del suefio diurno (min) y variables antropométricas

ajustadas por edad.

B (CI 95%) p values
IMC (kg/m) 2,054 (-0,002,4,109) 0,050
Peso (kg) 0,827 (-0,031,1,684) 0,059
Grasa total (%) 1,504 (0,193,2,815) 0,025
Grasa total (Kg) 1,386 (0,246,2,527) 0,017
Grasa visceral 4,290 (0,382, 8,199) 0,031

Ratio cintura cadera

-63,694 (-193,49,66,104) 0,336

Los datos estan representados como B (95% intervalo de confianza).

Abreviaciones: IMC, indice de masa corporal; WHR, ratio cintura cadera. Las asociaciones
significativas estan representadas en negrita.

Tabla 11. Correlaciones de gemelos intra-clase para los parametros de suefio relacionados.

Correlacion intra-clase

MZr (CI 95%)

DZr (CI 95%)

Siesta (cuestionario)
Duracién suefio diurno
Duracioén suefio nocturno
Mesor

Acrofase

Duracioén sueiio total
Profundidad del suefio (%)
Porcentaje del ritmo (PR)
Estabilidad interdiaria (IS)
Variabilidad intradiaria (IV)
Amplitud relativa (RA)

Indice de funcionalidad circadiana (CFT)

0,694 (0,196/0,932)
0,671 (0,379/0,839)
0,706 (0,419/0,844)
0,749 (0,478/0,884)
0,700 (0,387/0,861)
0,730 (0,444/0,874)
0,648 (0,341/0,827)
0,572 (0,029/0,785)
0,644 (0,322/0,828)
0,436 (0,029/0,712)
0,655 (0,349/0,831)

0,653 (0,335/0,832)

0,156 (-0,443/0,672)
-0,014 (-0,427/0,408)
-0,116 (-0,495/0,314)
0,100 (-0,331/0,495)
0,060 (-0,349/0,451)
-0,124 (-0,513/0,309)
0,246 (-0,186/0,594)
-0,057 (-0,440/0,345)
0,028 (-0,373/0,422)
-0,117 (-0,503/0,309)
0,398 (-0,031/0,698)

0,040 (-0,365/0,435)
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Tabla 12. Resultados del modelo de ajuste para modelos univariados de los diferentes fenotipos del suefio; y las proporciones de varianza explicadas por: efectos
genéticos aditivos (A), efectos genéticos dominantes (D) o efectos ambientales compartidos (C) y efectos ambientales no compartidos (E) con intervalos de confianza

del 95%. .
Indice de bondad del ajuste Estimas de los parametros (CI = 95%)
Modelo 2LL df AIC AX? Adf p A D/C E
Siesta (cuestionario) ADE 136,91 103 -69,09 - - - 0 (0/0,91) 0,69 (0/0,93) 0,31 (0,07/0,80)
AE 137,27 104 -70,73 0,36 1 0,549 0,65 (0,17/0,92) - 0,35 (0,08/0,83)
E 143,88 105 -66,12 6,97 2 0,031 - - 1(1, 1)
Duracién del suefio ADE 239,31 86 67,31 0 (0/0,76) 0,64 (0/0,80) 0,36 (0,20/0,66)
diario AE 240,75 87 66,75 1,44 1 0,230 0,61 (0,29/0,79) - 0,39 (0,21, 0,71)
E 25223 88 76,23 12,92 2 0,002 - - 1 (1/1)
Duracién del suefio ADE 223,28 85 53,28 0 (0/0,77) 0,70 (0/0,84) 0,30 (0,16/0,62)
nocturno AE 226,15 86 54,15 2,87 1 0,090 0,65 (0,26/0,84) - 0,35 (0,16/0,74)
E 234,95 87 60,95 16,05 2 0,001 - - 1.(1/1)
Mesor ADE -298,8 86 -470,80 - - - 0 (0/0,82) 0,71 (0/0,85) 0,29 (0,15/0,56)
AE 297,32 87 -471,32 1,48 1 0,224 0,69 (0,38/0,85) - 0,31 (0,15/0,62)
E -284,57 88 -460,57 14,23 2 0,001 1.(1/1)
Acrofase ADE 232,68 85 62,84 - 0 (0/0,72) 0,53 (0/0,73) 0,47 (0,27/0,78)
AE 233,13 86 61,12 0,45 1 0,502 0,52 (0,19/0,73) - 0,48 (0,27/0,80)
E 242,13 87 68,13 9,45 2 0,009 1(1, 1)
Duracién del suefio total ~ ADE 279,15 86 107,15 - 0 (0/0,82) 0,69 (0/0,84) 0,31 (0,16/0,59)
AE 280,32 87 106,32 1,17 1 0,279 0,67 (0,35/0,84) - 0,33 (0,16/0,65)
E 292,54 88 116,54 13,39 2 0,001 1.(1/1)
Profundidad del suefio ADE 510,39 86 338,39 - 0 (0/0,65) 0,53 (0/0,74) 0,47 (0,26/0,81)
(%) AE 512,41 87 338,41 2,02 1 0,155 0,46 (0,11/0,72) - 0,54 (0,28/0,89)
E 518,69 88 342,69 8,30 2 0,016 1.(1/1)
Porcentaje del ritmo ADE 681,39 86 509,39 - 0 (0/0,68) 0,54 (0/0,74) 0,46 (0,26/0,81)
AE 682,90 87 508,90 1,51 1 0,219 0,48 (0,12/0,72) - 0,52 (0,28/0,88)
E 689,55 88 513,60 8,16 2 0,017 1.(1/1)
Estabilidad interdiaria ADE -146,58 86 -318,58 - 0 (0/0,74) 0,61 (0/0,79) 0,39 (0,21/0,72)
AE -144,99 87 -318,99 1,59 1 0,207 0,57 (0,21/0,78) - 0,43 (0,22/0,79)
E -136,28 88 -312,28 10,30 2 0,006 1(1, 1)
Variabilidad intradiaria ADE -168,00 86 -340,00 - 0 (0/0,63) 0,47 (0/0,73) 0,53 (0,27/1)
AE -166,54 87 -340,54 0,00 1 0,227 0,36 (0/0,68) - 0,64 (0,31/1)
E -164,05 88 -340,05 11,86 2 0,139 1.(1/1)
Amplitud relativa ACE 232,28 86 60,28 0,47 (0/0,79) 0,15 (0/0,67) 0,37 (0,20/0,67)
AE 23242 87 58,42 0,14 1 0,708 0,63 (0,36/0,80) - 0,37 (0,20/0,64)
CE 233,65 87 59,65 1,37 1 0,242 0,52 (0,27/0,71) 0,48 (0,29/0,73)
E 247,04 88 71,04 14,76 2 0,001 1.(1/1)
CFI ADE -235,99 86 -407,99 - 0 (0/0,75) 0,63 (0/0,80) 0,37 (0,20/0,70)
AE 23439 87 -408,39 1,60 1 0,206 0,58 (0,23/0,79) - 0,42 (0,21/0,77)
E 224,96 88 -400,96 11,03 2 0,004 1.(1/1)

-2LL: dos veces negativo el log-probabilidad; df: grados de libertad; AIC: criterio de informacién de AKaike; AX2: diferencia en X* del modelo completo; Adf:
diferencia de grados de libertad con el modelo completo. Los valores en negrita indican el mejor modelo de ajuste.
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Tabla 13. Correlaciones intra-clase en horarios de comida y variables relacionadas de gemelas y proporciones de la varianza explicadas por influencias genéticas y

ambientales con un CI del 95%, extraidas a partir de un andlisis univariante.

Correlacion Intra-clase

Modelos genéticos

MZr (CI 95%)

DZr (CI 95%)

A (CI 95%)

D (CI 95)%

E (CI 95%)

Bondad del ajuste.
Se elimina la diferencia d
factores genéticos del mod:
completo

Horario de la ingesta

Inicio del desayuno

Inicio de la comida

Inicio de la cena

0,566 (0,272/0,746)
0,401 (0,069/0,746)

0,344 (-0,041/0,613)

0,316 (-0,088/0,605)
0,168 (-0,249/0,512)

0,438 (0,087, 0,670)

0,570 (0,302/0,746)
0,394 (0,085/0,628)

0 (0/0,589)

0,392 (0/0,595)

0,430 (0,254/0,698)
0,607 (0,372/0,915)

0,608 (0,381/0,858)

x*=0,04;df=1;p=10,84
x> =0,00; df = 1; p = 1,00
¥ =0,00; df = 1; p = 1,00

Horario del cortisol
Cortisol 9:00 h

Cortisol 14:00 h

Cortisol 23:00 h

Ratio manana/noche

0,582 (0,206/ 0,803)
0,678 (0,316/0,860)

0,356 (-0,042/0,655)

0,266 (-0,183/0,618)

0,047 (-0,461/0,531)
-0,027 (-0,474/0,434)

-0,149 (-0,631/0,426)

-0,071 (-0,615/0,521)

0,530 (0,176/0,748)
0,600 (0,193/0,811)

0,320 (0/0,596)

0,250 (0/0,590)

0,470 (0,251/0,823)
0,400 (0,189/0,807)

0,680 (0,403/0,772)

0,750 (0,400/1)

' =0,12;df=1;p=0,72
' =1,13;df=1;p=0,28
' =0,12;df=1;p=0,72

' =0,17;df=1;p = 0,68

Horario del sueio
Hora de acostarse

Hora de despertarse

0,462 (0,123/0,704)

0,581 (0,281/0,778)

0,070 (-0,317/ 0,437)

0,349 (-0,034/0,643)

0,380 (0,061/0,632)

0,550 (0,294/ 0,729)

0

0

0,620 (0,368/0,939)

0,450 (0,270/0,705)

' =0,61;df=1;p=0,43

v =0,25;df=1;p=0,61

MEQ

0,496 (0,166/0,725)

0,203 (-0,191/0,540)

0,430 (0,133/0,645)

0

0,570 (0,355/0,866)

¥ =0,01;df=1;p=10,92

MZr: coeficiente de correlacion intra-clase de monocigéticos, r DZ: coeficiente de correlacion intra-clase de dicigéticos , CI (95%): intervalo de confianza, A: efecto genético
aditivo, D: efecto genético dominante, C: efecto ambiental compartido, E: efecto ambiental no compartido, CFI: indice de funcionalidad circadiana. Ratio mafiana/noche: ratio
entre el cortisol de las 9:00h y las 23:00, MEQ: Cuestionario vespertino-matutino.
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Circadian system heritability as assessed by wrist temperature: A twin study

Jesus Lopez-Minguez, Juan R. Ordofiana, Juan F. Sdnchez-Romera, Juan A. Madrid,

Marta Garaulet

Resumen

Introduccion. Investigaciones previas demuestran que la temperatura periférica medida en
la mufieca es un buen marcador para evaluar la salud del sistema circadiano en diferentes
circunstancias. Sin embargo, no se han realizado estudios para conocer el componente
genético de este marcador circadiano. Para ello, se buscd determinar, utilizando modelos
clasicos en gemelos, las caracteristicas genéticas y las influencias ambientales en la

temperatura periférica medida en la mufieca.

Métodos. El estudio se realizdo en 53 pares de gemelas (28 monocigdticas (MZ) y 25
dicigoticas (DZ)), con un indice de masa corporal de 25,943,78 y una edad media de 52+6
afios. La muestra se seleccion6 del Registro de Gemelos de Murcia. Los patrones
circadianos se estudiaron analizando la temperatura periférica durante una semana cada 10
min “Circadianware®”. Las influencias genéticas de la temperatura periférica se estimaron
mediante la comparacion de las correlaciones de MZ y DZ y el ajuste de los modelos

genéticos de ecuaciones estructurales en las variables medidas.

Resultados. Las gemelas MZ mostraron mayores correlaciones intra-clase que las

gemelas DZ para la mayoria de los pardmetros estudiados. Los factores genéticos fueron
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responsables de entre el 46% y el 70% de la varianza (heredabilidad en sentido amplio) en
pardmetros tales como la temperatura media, el mesor, la acrofase, el Rayleigh, el

porcentaje de ritmicidad y las cinco horas de mdxima temperatura.

Conclusion. El patron de correlaciones y los modelos genéticos apuntan a una
heredabilidad de moderada a alta para la mayoria de los parametros de la temperatura
periférica, lo que sugiere una influencia genética importante. La presencia de estos factores
genéticos apunta a la endogenicidad como la principal causa de la coincidencia de los
ritmos de temperatura periférica. Sin embargo, algunos pardmetros de temperatura siguen
dependiendo del medio ambiente en un cierto grado y, por lo tanto, son mas susceptibles

de ser modificados a través de intervenciones externas.
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Application of multiparametric procedures for assessing the heritability of

circadian health

J. Lopez-Minguez, L. Colodro-Conde, C. Bandin, J. R. Ordofiana, M. Garaulet, J. A. Madrid

Resumen

Introduccion. En la actualidad, la medicién del estado del sistema circadiano bajo
condiciones de vida libre a través del uso de sensores, es una técnica relativamente nueva.
Los datos obtenidos utilizando estos métodos estan influenciados fuertemente por factores
de enmascaramiento ambiental y errores que pueden afectar a su registro. Por lo tanto, es
necesario el uso de variables integradoras como el TAP, una medida que incluye
temperatura, actividad y posicion para reducir estos inconvenientes y el nimero de
pardmetros obtenidos. Sin embargo, la contribucién genética relativa a este marcador
circadiano es desconocida. El objetivo de nuestro estudio fue determinar la importancia

relativa de las influencias genéticas en el TAP, utilizando modelos gemelos clasicos.

Métodos. El estudio se realizd en 53 pares de gemelas (28 monocigéticas (MZ) y 25
dicigoticas (DZ)), con un indice de masa corporal de 25,9+3,78 y una edad media de
52+6 afios. La muestra se selecciond del Registro de Gemelos de Murcia. Los patrones
circadianos se estudiaron analizando la temperatura periférica cada diez minutos y la
actividad y la posicion cada minuto durante una semana “Circadianware®”. Las
influencias genéticas se estimaron mediante la comparacion de las correlaciones de MZ
y DZ y el ajuste de los modelos genéticos de ecuaciones estructurales en las variables

medidas.
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Resultados. Las gemelas MZ mostraron mayores correlaciones intra-clase que las
gemelas DZ para la mayoria de los parametros analizados. Los factores genéticos
(heredabilidad en sentido amplio) fueron responsables de aproximadamente el 40-72% de
la varianza del TAP en pardmetros tales como el mesor, la acrofase, la amplitud, el
Rayleigh, el porcentaje de ritmicidad y el indice de funcionalidad circadiana circadiana

(CFI).

Conclusion. Encontramos estimaciones de heredabilidad del sistema circadiano mas
homogéneas cuando se utiliza una técnica de integracion como es el TAP que con las
variables individuales (temperatura, actividad o posicion), lo que sugiere que esta medicion

puede ser mas fiable y estar menos sujeta a las influencias ambientales y errores.
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Late dinner impairs glucose tolerance in MTNRI1B risk allele carriers: A randomized,

cross-over study

Lopez-Minguez J, Saxena R, Bandin C, Scheer FA, Garaulet M

Resumen

Introduccion. La cena tardia se asocia con un mayor riesgo de diabetes tipo 2, pero el
mecanismo subyacente no esta claro. Una hipotesis explicativa es que la concurrencia entre
la melatonina circulante y elevadas concentraciones de glucosa (que caracterizan el
consumo tardio) alteran la tolerancia a dicha glucosa. Sin embargo, hasta la fecha ningun
estudio ha probado la influencia de las concentraciones fisiolégicas de melatonina sobre la
tolerancia a la glucosa. El descubrimiento del receptor de melatonina MTNRIB como un
gen de riesgo para la diabetes tipo 2, proporciona una evidencia de un papel de los niveles
fisioldgicos de melatonina en el control de la glucosa. El objetivo de nuestro estudio fue
probar la hipotesis de que las concentraciones elevadas de melatonina enddégena empeoran

la tolerancia a la glucosa cuando se cena tarde.

Métodos. Se realizd6 un ensayo cruzado, aleatorizado para comparar la tolerancia a la
glucosa en presencia (cena tardia) o ausencia (cena temprana) de elevadas concentraciones
fisiolégicas de melatonina. Ademés se compararon los resultados entre portadores

homocigoéticos y no portadores del alelo de riesgo del MTNRIB.

Resultados. La concurrencia del horario de la cena con concentraciones elevadas de

melatonina enddgena resultd en un empeoramiento en la tolerancia a la glucosa. Este
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efecto fue mas fuerte en los portadores del alelo de riesgo del MTNRIB que en los no

portadores.

Conclusion. La interaccion del horario de cena con el MTNRIB apoya un papel causal de
melatonina en el deterioro de la tolerancia a la glucosa. Estos resultados sugieren que
cambiar la cena a un horario temprano puede resultar en una mejor tolerancia a la glucosa

especialmente en los portadores del alelo de riesgo del MTNRIB.
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VERSION CASTELLANA DEL CUESTIONARIO DE MATUTINIDAD - VESPERTINIDAD DE
HORNE Y OSTBERG

Instrucciones

-Antes de contestar a 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 demas. 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.

Cadigo: Edad:

P1. Si sélo pensaras en cuando te sentirias mejor y fueras totalmente libre de planificarte el dia. ;A qué
hora te levantarias?

Entre las 5 y las 6:30 de la mafana.
El Entre las 6:30 y las 8.

Entre las 8 y las 9:30 de la mafana.
Entre las 9:30 y las 11 de la mafiana.
Entre las 11 y las 12.

SNhwho

P2. Si solo pensaras en cuando te sentirias mejor y fueras totalmente libre de planificarte el dia. ¢ A qué
hora te acostarias?

Entre las 8 - 9 a.m.

Entre las 9 - 10 a.m.

Entre las 10:30 - 12:30 p.m.
Entre las 12:30-1:30 p.m.
Entre las 1:30 - 3 p.m.

SNhwRo

P3. Para levantarte por la mafiana a una hora especifica. s Hasta qué punto necesitas que te avise el
despertador?

4. No lo necesito.

3. Lo necesito poco.

2. Lo necesito bastante.
1. Lo necesito mucho.

P4. En circunstancias ambientales normales. ; Qué tal te resulta levantarte por las mananas?

1. Nada facil.

2. No muy fécil.
3. Bastante facil.
4. Muy facil.

P5. Una vez levantado por las mafianas. ¢Qué tal te encuentras durante la primera media hora?

1. Nada alerta.

2. Poco alerta.

3. Bastante alerta.
4. Muy alerta.

P6. Una vez levantado por las mafianas. Cémo es tu apetito durante 1a primera media hora?

1. Muy escaso.

2. Bastantes escaso.
3. Bastante bueno.
4. Muy bueno.




P7. Una vez levantado por las mafianas. ¢ Qué tal te sientes durante la primera media hora?

1. Muy cansado.

2. Bastante cansado.

3. Bastante descansado.
4. Muy descansado.

P8. 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. De 1 a 2 horas mas tarde.

1. Mas de 2 horas mas tarde.

P9. Has decidido hacer un poco de ejercicio fisico. Un amigo te propone hacerlo una hora dos veces por
semana y segun él la mejor hora seria de 7 a 8 de la manana. ; Como crees que te encontrarias?

4. Estaria en buena forma.

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

1. Me resultaria muy dificil.

P10. ; A qué hora de la noche te sientes cansado y como consecuencia necesitas dormir?

5. 13 Alas 8-9 p.m.

4. Alas 9-10:30 p, m.

3. Alas 10:30-12:30 p.m.
2.Alas 1-2 a.m.

1. Alas 2-3 a.m.

P11. 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 sélo en cuando te sentirias
mejor. ¢ Qué horario elegirias?

6. De 8 a 10 de la mafana.

4. De 11 de la mafiana a la 1 de] mediodia.
2. De 3 alas 5 de la tarde.

1. De 7 de la tarde a 9 de la noche.

P12. Si te acostarias a las 11 de la noche. ;Qué nivel de cansancio notarias?

0. Ninguin cansancio.
2. Algun cansancio.

3. Bastante cansancio.
5. Mucho cansancio.

P13. Por algun 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. A la hora habitual y ya no dormiria mas.
3. A la hora habitual y luego dormitaria.

2. A la hora habitual y volveria a dormirme.
1. Mas tarde de lo habitual.

P14. Una noche tienes que permanecer despierto de 4 a 6 de la madrugada debido a una guardia nocturna.
Sin tener ninglin compromiso al dia siguiente, s qué preferirias?

1. No acostarme hasta pasada la guardia.

2. Echar un suefio antes y dormir después.

3. Echar un buen suefio antes y un suefiecito después,
4. Hacer toda la dormida antes de la guardia.



P15. Tienes que hacer dos horas de trabajo fisico pesado. Eres totalmente libre para planificarte el dia.
Pensando s6lo en cuando te sentirias mejor, ¢qué horario escogerias?

4. De 8 a 10 de la mafiana.

3. De 11 de la mafiana a 1 del mediodia.
2. De 3 a 5 de la tarde.

1. De 7 de la tarde a 9 de la noche.

P16. Has decidido hacer ejercicio fisico intenso. Un amigo te sugiere practicar una hora dos veces por
semana de 10 a 11 de la noche.  Cémo crees que te sentaria?

1. Estaria en buena forma.

2. Estaria en una forma aceptable.
3. Me resultaria dificil,

4. Me resultaria muy dificil

P17. Imaginate que puedes escoger tu horario de trabajo. Supén que tu jornada es de CINCO horas

(incluyendo los descansos) y que tu actividad es interesante y remunerada segun tu rendimiento. ; Qué
CINCO HORAS CONSECUTIVAS seleccionarias?

lol1]2]3]4|5]|6|7|8]910]11]12]13]14]15]16][17[18]19]20 2122|2324 |

Considera la casilla marcada para escoger entre los siguientes rangos.
1. Entre las 12p.m. y las 4 a.m.
5. Entrelas 3 a.m.ylas 7 'a.m.
4. Alas 7 a.m.
3.Entrelas8a.m.yla1p.m.
2. Entrela1p.m.ylas5p.m.
1. Entre las 5 p.m. y las 12 p.m.

P18. ; A qué hora del dia crees que alcanzas tu cota maxima de bienestar?

1. Entre las 12 p.m. y las 4 a.m.
5. Entrelas 4 a.m.ylas 7 a.m.
4. Entre las 7 a.m. y las 9 a.m.
3. Entrelas 9 a.m. ylas 4 p.m.
2. Entre las 4 p.m. ylas 9 p.m.
1. Entre las 9 p.m.ylas 12 p.m.

P19. Se habla de personas de tipo matutino y vespertino. ;Cual de estos tipos te consideras ser?

6. Un tipo claramente matutino.

4. Un tipo mas matutino que vespertino.
2. Un tipo mas vespertino que matutino.
1. Un tipo claramente vespertino.

Suma los puntos que figuran al lado de la casilla y consulta a qué caracter corresponde la puntuacion total.

La puntuacion obtenida ha sido: puntos
Puntuacion Caracter

70-86 Matutinidad extrema

59-69 Matutinidad moderada

42-58 Indefinido

31-41 Vespertinidad moderada

Menos de 30 Vespertinidad extrema
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HOJA DE CONTROL SEMANAL

CODIGO .......evvvvvrnnnn, EDAD ...
FECHAINICIO ............... FECHAFIN ............ ...
MENOPAUSIA






DiA 1 Fechade hoy: .........ccoeevviiinnnn..

¢A qué hora se acosté anoche?: ...................
¢A qué hora se ha despertado?: ....................
Duracion del suefo: ..o
¢, Ha tomado algo para dormir?..........cccceeeeeeinnnnnnns

Desayuno
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Almuerzo
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Comida
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T = P

Alimentos Cantidad (g)




Siesta
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Duracion: .............

Merienda
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)

Cena
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)




DIiA 2 Fechade hoy: .........ccoeevviiinnnn..

¢A qué hora se acosté anoche?: ...................
¢A qué hora se ha despertado?: ....................
Duracion del suefo: ..o
¢, Ha tomado algo para dormir?..........cccceeeeeeinnnnnnns

Desayuno
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Almuerzo
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Comida
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T = P

Alimentos Cantidad (g)




Siesta
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Duracion: .............

Merienda
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)

Cena
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)




DIiA 3 Fechade hoy: .............ccoovvu..

¢A qué hora se acosté anoche?: ...................
¢A qué hora se ha despertado?: ....................
Duracion del suefo: ..o
¢, Ha tomado algo para dormir?..........cccceeeeeeinnnnnnns

Desayuno
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Almuerzo
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Comida
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T = P

Alimentos Cantidad (g)




Siesta
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Duracion: .............

Merienda
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)

Cena
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)




DIiA 4 Fechade hoy: .........ccoeevviiinnnn..

¢A qué hora se acosté anoche?: ...................
¢A qué hora se ha despertado?: ....................
Duracion del suefo: ..o
¢, Ha tomado algo para dormir?..........cccceeeeeeinnnnnnns

Desayuno
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Almuerzo
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Comida
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T = P

Alimentos Cantidad (g)




Siesta
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Duracion: .............

Merienda
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)

Cena
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN e

Alimentos Cantidad (g)




DIA 5 Fechade hoy: .............ccoovvu..

¢A qué hora se acosté anoche?: ...................
¢A qué hora se ha despertado?: ....................
Duracion del suefo: ..o
¢, Ha tomado algo para dormir?............cccevvuevrnnnnee.

Desayuno
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Almuerzo
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN e

Alimentos Cantidad (g)

Comida
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T = P

Alimentos Cantidad (g)




Siesta
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Duracion: .............

Merienda
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g9)

Cena
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)




DIiA 6 Fechade hoy: .............ccoovvu..

¢A qué hora se acosté anoche?: ...................
¢A qué hora se ha despertado?: ....................
Duracion del suefo: ..o
¢, Ha tomado algo para dormir?..........cccceeeeeeinnnnnnns

Desayuno
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Almuerzo
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Comida
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T = P

Alimentos Cantidad (g)




Siesta
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Duracion: .............

Merienda
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN e

Alimentos Cantidad (g)

Cena
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)




DIiA 7 Fechade hoy: .........ccoeevviiinnnn..

¢A qué hora se acosté anoche?: ...................
¢A qué hora se ha despertado?: ....................
Duracion del suefo: ..o
¢, Ha tomado algo para dormir?..........cccceeeeeeinnnnnnns

Desayuno
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Almuerzo
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T =

Alimentos Cantidad (g)

Comida
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
I T = P

Alimentos Cantidad (g)




Siesta
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Duracion: .............

Merienda
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)

Cena
Hora inicio; ............ Hora fin: .............. Comensales: ................
UGN

Alimentos Cantidad (g)
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