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PROLOGO

Los ritmos bioldgicos han sido estudiados desde hace muchos afios y se
ha podido demostrar su gran influencia en la vida de todas las especies
de este planeta. Los de tipo estacional, por ejemplo, influyen en gran
variedad de organismos, especialmente en el hemisferio norte, donde la
supervivencia ante las duras condiciones climdticas que trae el invierno
obliga a muchos animales a hibernar. Los ritmos estacionales, a su vez,
impulsan el ciclo reproductivo, de tal manera que las crias nacen hacia
el final de esta estacion, lo que les ofrece las condiciones 6ptimas para
buscar alimento durante la primavera y el verano. Del mismo modo, los
ritmos de las mareas también son afectados por los ciclos de la luna alre-
dedor de la tierra, lo que estimula la reproduccién de muchos animales
que viven en el mar o cerca de él.

Por otra parte, los ritmos circadianos, que son el tépico de este libro,
estan determinados por la diaria rotacion de la tierra y los ciclos luz/ oscuri-
dad de aproximadamente 24 horas. Estos eternos ciclos han sido la causa de
que todas las especies del planeta tierra hayan desarrollado genes reloj que
les permiten sincronizar su vida a ritmos de 24 horas aun sin la luz del sol.

En el caso de los mamiferos los genes reloj se encuentran en todas
las células, pero es en el sistema nervioso central, especialmente en el
ntcleo supraquiasmético —una pequefia estructura en la base del hipo-
tdlamo-, donde su expresién ha sido mds estudiada. En el hipotdlamo
se regulan muchas funciones fundamentales de nuestro cuerpo, desde
la ingesta de alimento, el control de la presién sanguinea, la regulacién
de la temperatura y la reproduccién.
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En los dltimos treinta afios los estudios en animales de experimenta-
cién han demostrado que el nicleo supraquiasmadtico o reloj biolégico
tiene una alta capacidad de influir en todas las funciones del ritmo dia-
rio. Este ritmo se ajusta a los cambios constantes del ciclo luz/oscuridad
a lo largo del dia; al mismo tiempo que es auténomo gracias al ritmo de
los genes reloj en las neuronas, que forman asas de retroalimentacién
entrelazadas dando como resultado un ciclo de 24 horas de actividad
eléctrica neuronal, la cual se transmite a las estructuras blanco en el
hipotdlamo. Esta actividad ritmica en el hipotdlamo del individuo le
permite, por su fisiologfa, anticipar la conducta asociada a los ciclos de
luz y oscuridad.

Anteriormente se pensaba que los ritmos de 24 horas no afectaban a
la especie humana, dado que nosotros podemos prescindir casi libre-
mente de las sefiales del reloj biolégico. Sin embargo, ahora ha quedado
claro que el comportamiento y la fisiologia humana estdn fuertemente
asociadados a la influencia del reloj biolégico. En la actualidad se estd in-
vestigando ampliamente el hecho de que podamos ignorar las sefiales de
nuestro reloj biolégico y su impacto en el desarrollo de las enfermedades.

El presente libro tiene como objetivo presentar algunas problemdticas
asociadas a las alteraciones en nuestro reloj bioldgico. Se muestran los
resultados de investigaciones realizadas con animales que permiten
aclarar los mecanismos bdsicos de las interacciones entre dicho reloj y
los diferentes tejidos de nuestro cuerpo. Se expone un punto de vista
muy certero sobre cémo los ciclos de la luz y la noche pueden influir no
s6lo en los patrones de suefio y aprendizaje, sino también en la fisiologia
de los bebés que nacen prematuramente y que crecen en las salas de los
hospitales bajo una iluminacién continua.

Con la informacién de este libro el lector podrd entender que la habili-
dad que los seres humanos tenemos de ignorar nuestro reloj biolégico y
sucumbir a los malos hébitos de mantenernos de pie y comer durante la
noche, cuando el organismo indica que es tiempo de dormir, trae conse-
cuencias irreversibles. Si ignoramos frecuentemente estas advertencias,
las posibilidades de desarrollar mds pronto diversas enfermedades como
diabetes, hipertensién, cdncer o depresién, son mayores.

Todos aquellos que deseen conocer mds acerca de los mecanismos
bésicos que hay detrds de estos procesos biolégicos encontrardn en este
libro una excelente puerta abierta.

Ruud M. Buijs

12 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



PREFACIO

Los ritmos bioldgicos son un tema de interés creciente, ya que ademads de
su importancia cientifica cada dia se desarrollan nuevas aplicaciones de este
campo a la salud del ser humano. El estudio de los ritmos bioldgicos, espe-
cificamente de los ritmos circadianos, recibié un gran impulso dentro de las
neurociencias desde que se establecié que el nticleo supraquiasmatico,
ubicado en la base del hipotdlamo, constituye el asiento del reloj biolégico.
Se encontrd, ademds, que una gran cantidad de funciones fisiolégicas y
de comportamiento de los mamiferos, como la conducta locomotora, la
ingesta de agua y la secrecién de la hormona corticosterona, estd contro-
lada por este niicleo. Sin embargo, los ritmos circadianos se presentan en
la mayor parte de los seres vivos, desde organismos unicelulares hasta el
ser humano, muchos de los cuales no tienen ntucleo supraquiasmatico. Por
lo deméds, algunas conductas de los mamiferos no parecen estar controla-
das por este ntcleo, de aqui que nos preguntemos: ;Cémo se controlan
los ritmos circadianos en los organismos que no tienen ntcleo supra-
quiasmdtico? ;Cémo se regulan los comportamientos de los mamiferos
cuyo funcionamiento no parece depender del nticleo supraquiasmético?

Las respuestas a estas interrogantes tienen su fundamento en la exis-
tencia de los llamados “genes reloj”, descubrimiento que ha ampliado
enormemente el conocimiento de los ritmos circadianos. Estos genes se
encuentran practicamente en todas las células de los organismos vivien-
tes, esto es, desde los unicelulares més sencillos hasta los multicelulares
mads complejos, incluyendo los grandes drboles conocidos como secoyas,
asi como en el ser humano, pasando por toda la escala filogenética.
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El presente libro refleja esta complejidad y nos ofrece un panorama
amplio y actual de algunos de los enfoques de estudio acerca de los rit-
mos circadianos, principalmente de investigadores mexicanos, quienes
forman parte de grupos de investigaciéon con amplia trayectoria cien-
tifica y reconocimiento internacional en ritmos biolégicos. En los doce
capitulos que lo integran se describen desde los conceptos basicos de
los ritmos circadianos hasta su funcionamiento en neonatos y el papel
que juegan en el envejecimiento. Se exploran temas de enorme impor-
tancia para nuestra especie, tales como el metabolismo, la obesidad y el
sindrome metabdlico, resaltando la importancia del alimento como po-
tente sincronizador de los ritmos circadianos. Se analizan los patrones
de actividad y sobre-exposicién a la luz que en la vida moderna estan
perturbando nuestra salud, provocando una somnolencia que afecta
nuestra capacidad de atencién. Un ejemplo muy evidente en donde
ocurren estos trastornos son los cambios de turnos de trabajo.

Otro de los aspectos aqui abordados es la cronofarmacologia, tépico
que se conoce desde hace mucho tiempo y que esperamos logre esta-
blecerse en la practica médica. Asimismo, se revisa un tema que sigue
siendo de gran importancia en la actualidad, el cdncer, destacando la
aplicacién del conocimiento de los ritmos circadianos en la préctica cli-
nica de esta enfermedad. Por tltimo, se trata el tema del envejecimiento,
mostrando evidencias de cémo el entendimiento de los ritmos circadia-
nos puede ser de gran utilidad para apoyarnos en esta etapa de la vida.

Es necesario enfatizar que la mayoria de los capitulos que conforman
este libro tratan los temas circadianos con un enfoque hacia nuestra
especie, lo cual resulta relevante, pues hace todavia algunos afios se
pensaba que los ritmos circadianos eran sélo un fenémeno biolégico
interesante pero de poca importancia, ya que su alteraciéon no parecia
afectar la supervivencia ni la existencia del ser humano. Actualmente,
como se podrd observar en estas paginas, el panorama es exactamente
opuesto. Se ha encontrado que la alteracién de los ritmos circadianos en
el ser humano no resulta ser fatal de manera inmediata, pero si afecta
la salud a corto, mediano y largo plazo. Por lo tanto, el avance en el
conocimiento de los ritmos circadianos promete ser de gran ayuda para
preservar y mejorar la salud humana. Esperamos que este libro contri-
buya de manera decisiva a alcanzar esta meta.

Mario Caba
Pablo Valdez
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1.

INTRODUCCION
A LA CRONOBIOLOGIA

Pablo Valdez Ramirez,! Candelaria Ramirez Tule’ y Aida Garcia Garcia’

INTRODUCCION

La cronobiologia (de kronos = tiempo, bios = vida, logos = tratado) es
el estudio de la adaptacion de los seres vivos a las variaciones ciclicas
del ambiente que ocurren como consecuencia de los movimientos de
nuestro planeta. Asi, la rotacion de la tierra produce variaciones en la
iluminacién y en la temperatura ambiental cada 24 horas (dia/noche).
Durante el dia aumenta la iluminacién y la temperatura ambiental,
mientras que en la noche éstas disminuyen. Por otro lado, la traslacién
de la tierra alrededor del sol produce alteraciones en el ambiente que se
manifiestan como las estaciones del afio (primavera, verano, otofio e in-
vierno). En el verano los dias son mds largos y aumenta la temperatura,
mientras que en el invierno los dias son mds cortos y la temperatura dis-
minuye. Los seres vivos surgieron y se desarrollaron en nuestro planeta
bajo la influencia de estos ciclos ambientales (ver figura 1.1).

! Doctor en Psicologfa, UANL. Profesor de tiempo completo en la Facultad de Psicologia de la
UANL. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel 2.

2 Doctora en Biologfa, UANL. Profesora de tiempo completo y coordinadora del Departamento
de Psicofisiologia en la Facultad de Psicologia, UANL. Miembro del Sistema Nacional de
Investigadores, Nivel 1.

3 Doctora en Psicologfa, UANL. Profesora de tiempo completo en la Facultad de Psicologia de la
UANL. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel 1.

15



Tierra

/

——

Sol

v\ Rotacion
Traslacién

FIGURA 1.1. Rotacién y traslacién de la tierra.

Desde épocas remotas nuestros antepasados observaron que las plantas
y los animales cambiaban durante el dia. Algunas plantas florecen todos
los dias en la mafiana, mientras que otras lo hacen por la tarde; algunos
animales estdn activos durante el dia (diurnos) y otros durante la noche
(nocturnos). Esto es, desde hace mucho tiempo se observaron ciclos en
la actividad de las plantas y los animales que mantienen una relacién
directa con los ciclos ambientales.

Por ejemplo, en la Biblia se menciona que: “Todas las cosas tienen su
tiempo, hay un tiempo para todo, un tiempo para plantar y un tiempo
para cosechar” (Eclesiastés 3:1-2, La Santa Biblia). Hasta el siglo XVIII se
crefa que los organismos cambiaban su actividad como una respuesta
refleja a los cambios del ambiente. Sin embargo, Jean-Jacques d’Ortous
de Mairan (1729/1982) llevé a cabo un experimento que cambid esta ex-
plicacion. Este cientifico francés colocé una planta Mimosa ptidica en un
sitio donde no podjia recibir la luz del sol. De acuerdo con la explicacién
refleja la planta abria sus hojas en respuesta a la luz solar y las plegaba
ante la ausencia de ésta —la Mimosa abre sus hojas durante el dia y las
pliega durante la noche—, pero de Mairan observé que incluso cuando
la planta se encontraba en un lugar oscuro seguia abriendo sus hojas
durante el dfa y cerrandolas en la noche (ver figura 1.2), lo que signifi-
caba que la planta continuaba presentando ciclos en su actividad a pesar
de que ya no estaba expuesta a los ciclos ambientales de iluminacién.
Esta observacion fue crucial, ya que sugeria que los organismos tienen
un mecanismo interno, un reloj que produce ciclos en la fisiologia y la
actividad, y fue una prueba preliminar de que los seres vivos tienen un
reloj bioldgico, pues la planta presentaba un ciclo de actividad a pesar
de que se encontraba aislada de las variaciones ambientales.

16 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



No obstante, serian necesarios otros experimentos mds para demos-
trar la existencia de los relojes biolégicos, los cuales se llevaron a cabo
en las décadas siguientes. Asi, se comprobé que cuando se coloca una
planta en oscuridad constante durante un periodo prolongado se si-
guen observando ciclos de actividad pero con un periodo diferente de
24 horas.

FIGURA 1.2. Experimento del cientifico d’Ortous de Mairan, quien colocé una planta sensitiva en un
armario, lo que le permitié observar que aun en la oscuridad ésta continuaba abriendo sus hojas
durante el dia y cerrdndolas durante noche.

Desde esas fechas hasta el presente se han llevado a cabo observaciones
similares y se ha encontrado que la mayor parte de los organismos,
desde las células eucariotes hasta el ser humano, presentan ritmos en su
fisiologia cuando se les coloca en condiciones ambientales constantes,
como la luz y la temperatura (Palmer, 1976). En dichas condiciones los
organismos adoptan un periodo de “libre curso", diferente de 24 horas,
lo cual indica que estos se han adaptado a los ciclos temporales geofi-
sicos por medio de la generacién de ritmos biolégicos, lo que significa
que: 1) los organismos tienen un reloj interno o enddgeno (del griego
endo, dentro, y gen, generacion, que se origina o nace en el interior), 2) el
reloj bioldgico tiene un periodo diferente de 24 horas, y 3) la exposicion
a los ciclos de iluminacién solar y de temperatura ambiental mantienen
sincronizado el reloj bioldgico con el ciclo geofisico de 24 horas.

Introduccion a la cronobiologia 17



Los ritmos biolégicos se clasifican de acuerdo con su frecuencia en:
circadianos, infradianos y ultradianos. Los ritmos circadianos (del latin
circa, alrededor de, y dies, dia) tienen una frecuencia aproximada de un
ciclo por dia, esto significa un periodo de 20 a 28 horas; los ritmos infra-
dianos (del latin infra, debajo de, y dies, dia) contemplan una frecuencia
menor de un ciclo por dia, lo que significa un periodo mayor a 28 horas;
mientras que los ritmos ultradianos (del prefijo latino ultra, mds alld, y
dies, dfa) guardan una frecuencia mayor de un ciclo por difa, por lo tanto
su periodo es menor a 20 horas (ver tabla 1.1). Los ritmos bioldgicos, lo
mismo que cualquier fenémeno que se repite continuamente, pueden
estudiarse como una onda sinusoidal, de forma similar al analisis de los
sistemas fisicos (ver figura 1.3).

Los ritmos circadianos son los mds estudiados y serdn los que se
aborden en este capitulo. En las siguientes secciones se describen sus
principales caracteristicas.

’ IRVAVAVA

Amplitud

/\ /\Acrofase —/\
Amplitud Periodo
«— Batifase

Periodo

;,

Fase

FIGURA 1.3. (A) Caracteristicas de un ritmo biolégico tomado como una onda sinusoidal. Una onda
sinusoidal tiene las siguientes caracteristicas: la amplitud se refiere a la intensidad de la variable que
registramos, es decir, la distancia que existe entre el valor medio y el valor mds alto de la onda; el
periodo es la duracién de la onda, es el tiempo que trascurre entre el inicio de un ciclo y el inicio del
siguiente; la frecuencia es la cantidad de ciclos por unidad de tiempo; la fase se refiere al momento
del ciclo con respecto al tiempo externo, y ésta puede ser la acrofase, momento en que la onda llega
a su nivel méximo, o la batifase, momento en el que la onda estd en su nivel minimo. (B) Ejemplos
de ritmos bioldgicos con diferentes amplitudes (arriba), periodos (en medio) y fases (abajo). Es
posible que los ritmos biolégicos presenten diferencias en estas caracteristicas, de tal forma que
puede haber ritmos biol6gicos con menor o mayor amplitud, con un periodo mds largo o corto, o
con una fase adelantada o retrasada.
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TABLA 1.1 Clasificacién de los ritmos biolégicos

Tipos Subtipos Funciones

Temperatura
Procesos metabdlicos

Secreciones hormonales

Circadiano
Actividad-descanso
(20<t<28h) X
Suefio-vigilia
Respuesta del sistema inmunolégico
Neurotransmisores
Circaseptadiano  Secrecién de 17 hidroxicorticosteroides
(t~7 d) Algunos componentes urinarios
Circamensual Menstruaciéon
Infradiano .
(circalunar)
(t>28h)
(t~30 d)
Circanual Ciclos reproductivos
(t~1 afio) Hibernaciéon
Ritmos mareales Gusano convoluta, Cangregos
(t~12 h) Caracoles
Ultradiano Almejas, Ostras
(t<20h) Otros Etapas del suefio (1~90 min)
(t<12h) Respiracion (t~4 s)

Actividad cardiaca (t~1 s)
Peristaltismo (t~4 a 10 s)

Electroencefalograma (~0.1 s)

Nota: T = periodo,~ = aproximadamente, s = segundos, min = minutos, h = horas, d = dias, a = afios
(modificada de Reinberg, 1971).

LOS RITMOS CIRCADIANOS SON ENDOGENOS

Los ritmos circadianos son endégenos y la mayoria de las especies se
han adaptado a la ciclicidad del ambiente, produciéndose cambios
genéticos pertinentes que hacen factible que cada uno de los individuos
de las distintas especies nazca con la capacidad de generar y mantener
ritmos en su funcionamiento. Esto implica y explica que los ritmos cir-
cadianos sean innatos. Se exponen asi las principales evidencias de que
estos son enddgenos:

Introduccion a la cronobiologia 19



1. Persisten en condiciones constantes.
Se han encontrado estructuras anatémicas y procesos fisiolégicos
capaces de generar y mantener las oscilaciones.

3. Se han encontrado elementos genéticos y moleculares que se en-
cargan de transmitir los ritmos a los miembros de la especie.

Enseguida se describen cada una de las evidencias mencionadas.

LOS RITMOS CIRCADIANOS PERSISTEN
EN CONDICIONES CONSTANTES

La demostracion de que los ritmos circadianos persisten al mantener
constantes las condiciones ambientales se ha llevado a cabo con muchas
especies y en muchas actividades. Se ha comprobado asi que los orga-
nismos presentan un ciclo de actividad estable cercano a 24 horas. Y
aunque generalmente el periodo depende de la especie y del individuo
particular que se encuentra bajo observacion, el rango de variacién que
predomina para todas las especies estudiadas abarca de 20 a 28 horas.

De este modo, el registro de un individuo especifico tiende a adop-
tar un periodo estable con un rango de variacién de minutos. A estas
oscilaciones en condiciones ambientales constantes se les conoce como
oscilaciones o ritmo “de libre curso”, cambios que fueron estudiados
y caracterizados por Aschoff, de ahi que se les denomine como “regla
de Aschoff” (Pittendrigh, 1960). Asi, por ejemplo, cuando a un animal
diurno se le somete a una iluminacién constante, el periodo de su ritmo
circadiano se acorta con el aumento de la intensidad de la luz. Lo con-
trario sucede con un animal nocturno, cuyo periodo se alarga cuando se
aumenta la intensidad de la luz. Sin embargo, este efecto no se produce
en todas las especies.

La persistencia de los ritmos circadianos en condiciones ambientales
constantes no implica que esos ritmos sean independientes de las va-
riaciones ambientales, ya que algunos cambios en el ambiente modulan
el periodo de estos ritmos (Pittendrigh, 1974). A estos cambios en el
ambiente que modulan el periodo o la fase de los ritmos circadianos se
les ha llamado agentes sincronizantes (en alemdn: Zeitgebers). Los princi-
pales agentes sincronizantes de estos ritmos son: el ciclo de iluminacién
(Edmonds & Adler, 1977; Moore-Ede et al., 1982), el ciclo de temperatu-
ra ambiental (Palmer, 1976), el ciclo de alimentacién (Edmonds & Adler,
1977; Moore-Ede et al., 1982) y el ciclo de estimulacién social (Aschoff,
1976; Kavanau, 1969).
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Los cambios en el periodo o la fase de los ritmos circadianos por la
influencia de un ciclo de iluminacién no se llevan a cabo de inmediato,
estos tardan varios dias en acoplarse a las nuevas condiciones ambien-
tales. Es decir, los ritmos biol6gicos no responden de forma inmediata
a la presencia o ausencia de la luz, sino que la actividad va cambiando
de forma gradual hasta que alcanza un nuevo periodo o fase de acuerdo
con el nuevo ciclo de iluminacién.

Los Zeitgebers pueden sincronizar los ritmos circadianos a periodos
que van de 20 a 28 horas; a este intervalo se le conoce como rango de
entrenamiento. Sin embargo, tal modulacién tiene restricciones: si el ciclo
de iluminacién (fotoperiodo) dura menos de 20 horas o es mayor a 28
horas, el organismo acttia como si el ciclo externo no existiera, adoptando
un periodo independiente y semejante al que se establece en condiciones
ambientales constantes (adopta un ritmo de "libre curso"). Por otro lado,
dentro del rango de 20 a 28 horas, la duracién del periodo de iluminacién
versus la duracién del periodo de oscuridad puede adoptar casi cualquier
relacién sin que se modifique el efecto sobre el ritmo. De esta forma, al ex-
poner a un organismo con un ritmo de libre curso de 23.5 horas a un ciclo
de iluminacién de 26 horas, el ritmo circadiano adopta un nuevo periodo
acorde con el fotoperiodo, ya sea de 13 horas de luz y 13 de oscuridad
(LO 13:13), de 16 horas de luz por 10 de oscuridad (LO 16:10) o bien de 1
hora de luz por 25 de oscuridad (LO 1:25). Los ritmos circadianos pueden
incluso sincronizarse a ciclos en los que se usan pulsos de luz muy cortos
(por ejemplo, de 15 minutos) conocidos como “fotoperiodo esqueleto”.

SUSTRATOS ANATOMICOS Y FISIOLOGICOS DE LOS
RITMOS CIRCADIANOS

Para identificar el sustrato anatémico y fisiol6gico de los ritmos circa-
dianos se requieren evidencias de que una estructura anatémica actta
como un reloj, oscilador o marcapaso de los mismos. Para demostrarlo
se han planteado tres pruebas cruciales: la eliminacion del ritmo, el tras-
plante del ritmo y la oscilacién in vitro.

Eliminacion del ritmo
La primera prueba consiste en demostrar que la lesién de la estructura
elimina los ritmos circadianos (Moore & Eichler, 1972). En las aves y en
los reptiles la extirpacién de la gldndula pineal elimina los ritmos circa-
dianos (Binkley, 1982).
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Los ciclos de iluminacién son los principales agentes sincronizantes
(Zeitgebers) de los ritmos circadianos, por lo que desde hace mucho
tiempo se traté de localizar un sustrato anatémico directamente ligado
al sistema visual (Reinberg & Smolensky, 1983). En los moluscos, como
Aplyisia y Bulla, se ha encontrado que la respuesta de las neuronas foto-
sensitivas varfa con un periodo circadiano en condiciones ambientales
constantes (Aréchiga, 1974), y que la eliminacién de un grupo de neu-
ronas ubicadas en la base de la retina elimina los ritmos circadianos en
la actividad motora de estos organismos. En el caso de los mamiferos,
la lesién del nticleo supraquiasmatico del hipotdlamo elimina los ritmos
circadianos (Stephan & Zucker, 1972).

Trasplante del ritmo
La segunda prueba consiste en que la estructura mantenga el periodo
y la fase de su ritmo circadiano cuando se trasplanta a otro organismo.
Esto implica que el organismo que recibe la estructura adopta el perio-
do y la fase del ritmo que tenia el organismo que doné la estructura
(Drucker et al., 1984; Ralph, 1996).

Por ejemplo, en dos especies de gusanos de seda (Hyalophora cecropia
y Pernyi pupae) se ha demostrado que al trasplantar el cerebro de un ani-
mal a otro se modifica el ritmo circadiano en la liberacién de las hormo-
nas que promueven la eclosién. En estas condiciones prevalece el ritmo
circadiano del cerebro que se trasplanta (Truman, 1974).

Oscilaciones in vitro

La tercera prueba radica en demostrar que las células de la estructura
mantienen oscilaciones circadianas cuando se extraen del organismo y
se colocan en condiciones in vitro, esto es, en una soluciéon con la com-
posicién quimica y la temperatura apropiadas que permiten que las célu-
las sobrevivan fuera del organismo (Green & Gillette, 1982). Actualmente
se ha descubierto que cada célula, tejido, 6rgano o sistema puede susten-
tar variaciones circadianas (las que de hecho se han registrado en todos
los niveles de organizacién de los organismos), por tanto, el sustrato
fisiolégico podria encontrarse a nivel celular, ya sea en la membrana o en
algtin otro componente subcelular (Pebusque et al., 1981). Por ejemplo, la
actividad eléctrica de las neuronas de la retina de Aplyisia y Bulla sigue
oscilando con un periodo circadiano cuando se extraen de los animales
y se colocan en condiciones in vitro (Block & Wallace, 1982; Eskin, 1974).
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SUSTRATOS GENETICOS Y MOLECULARES DE LOS
RITMOS CIRCADIANOS

Los cambios bioquimicos de todas las células u organismos dependen
de la temperatura: entre mds alta sea ésta mayor es la velocidad de las
reacciones quimicas. El grado de la temperatura modula todas las reac-
ciones quimicas del organismo. Estos cambios se miden por medio de
Coeficiente de temperatura (Q10), que indica el nivel de cambio en cual-
quier proceso biolégico con un aumento de 10 grados en la temperatura.

La mayor parte de las reacciones bioquimicas cambian al doble o al
triple por cada 10° de aumento en la temperatura (Q10 = 2-3). Sin embar-
go, cuando se aumenta 10° la temperatura ambiental en animales que
no regulan su temperatura (poiquilotermos), se observa un Q10 = 0.85-
1.3 en el periodo de sus ritmos circadianos, lo que implica que existen
procesos activos que compensan los cambios; en animales que regulan
su temperatura (homeotermos) se ha encontrado un Q10 = 1.2-1.4. Esto
indica que los cambios en la temperatura ambiental no afectan el pe-
riodo de los ritmos circadianos debido a que el reloj bioldgico tiene un
mecanismo de compensacion de temperatura (Anderson et al., 1985). Es
decir, el reloj sigue midiendo el tiempo de forma precisa independiente-
mente de los cambios en la temperatura corporal (Bruce & Pittendrigh,
1956, Hastings & Sweeney, 1957).

Asi mismo, se tiene informacién de que un grupo reducido de sus-
tancias puede alterar el funcionamiento del reloj modificando principal-
mente su periodo, tales como el alcohol (Palmer, 1976), el litio (Kripke
& Wyborney, 1980), el 6xido de deuterio —agua pesada a D20- (Richter,
1977) y los inhibidores de la sintesis de proteinas (Edmunds, 1976;
Jacklet, 1980). La accién de estas sustancias puede deberse mds a un
efecto fisioldgico que a la velocidad general de las reacciones quimicas,
y todas ellas producen cambios en la permeabilidad de la membra-
na celular, los cuales pueden afectar el periodo del ritmo circadiano
(Edmunds, 1976). Ademds, existen evidencias de la participacién de
algunas hormonas en la sincronizacién de los ritmos circadianos, como
en el caso de los gastrépodos, donde varias hormonas modulan la acti-
vidad de las neuronas (Aréchiga et al., 1985).

De igual manera, la mayoria de las células son capaces de generar
ritmos circadianos, pues se han observado ritmos circadianos in vitro
en muchos tejidos, tales como el higado, dreas del cerebro, incluso
musculos de diferentes partes de cuerpo (Roenneberg & Merrow, 2001;
Vansteensel et al., 2008). La presencia de ritmos circadianos en las célu-
las de casi todo el organismo plantea que el mecanismo generador de los
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ciclos circadianos se encuentra en el interior de la célula, particularmen-
te en los procesos genéticos. De este modo, todas las funciones de las
células dependen del material genético; las moléculas de dcido desoxi-
rribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) contienen la informacién
de la especie y controlan todos los procesos quimicos de la célula; los
genes son segmentos del DNA que fabrican las enzimas y se encargan
del funcionamiento celular, controlan el metabolismo de la celula, sinte-
tizan las hormonas asi como los neurotransmisores.

Veamos cdmo ocurren estas reacciones bioquimicas. La célula esta
compuesta por dos estructuras bdsicas, el nicleo y el citoplasma. Los
genes se encuentran en el ntcleo y desde ahi controlan el funcionamien-
to de la célula, es decir, los procesos metabdlicos que tienen lugar en el
citoplasma. Los genes forman en el nticleo plantillas de dcido ribonu-
cleico (RNA, por sus siglas en inglés), fenémeno llamado transcripcién.
El RNA que se produce en este proceso pasa al citoplasma, elaborando
proteinas con una secuencia especifica de aminodcidos, fenémeno 1la-
mado traduccién. Las protefnas operan como enzimas que se encargan
de sintetizar sustancias cruciales para el funcionamiento de las células,
como el metabolismo celular, los canales de la membrana, las hormonas
0 los neurotransmisores (Guyton y Hall, 1997). A su vez, la actividad de
los genes se regula por medio de un circuito de retroalimentacién ne-
gativa, esto es, que el aumento en la produccién de enzimas (proteinas)
produce una disminucién en la actividad del gen correspondiente; por
otro lado, la disminucién en la disponibilidad de una enzima produce
un aumento en la actividad del gen (Harmer et al., 2001).

Con respecto a los ritmos circadianos, los genes son indispensables
para producir variaciones circadianas en el organismo. Existen genes
que se encargan de generar los ritmos circadianos mientras que otros
controlan el periodo o la fase de los ritmos. En el hongo Neurospora
crassa, el gen wc-1 genera ritmos circadianos en la reproduccion celular
(Heintzen & Liu, 2007). La mosca de la fruta (Drosophila melanogaster)
pierde los ritmos circadianos en la eclosion y su actividad motora cuan-
do se elimina el gen Tim; sin embargo, cuando se elimina el gen Per si-
gue presentando ciclos de actividad pero con perfodos mds largos (Hall,
2003). También se ha encontrado un gen llamado Kui, el cual produce la
actividad circadiana de fotosensibilidad en la cianobacteria —organismo
unicelular que lleva a cabo fotosintesis— (Johnson, 2004).

Por su parte, en los mamiferos se han encontrado genes que generan
los ritmos circadianos, como es el caso del gen Clock, Bmall y Cry, ya que
cuando se elimina uno de estos genes los animales dejan de presentar
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ritmos circadianos en la actividad motora. Por otro lado, el gen Tau con-
trola la duracién del periodo, y cuando este gen se elimina se producen
ritmos con periodos mds cortos (22 horas) (Albrecht & Eichele, 2003).
Ademads, estos genes participan en una interaccién para modular su pro-
pia produccién a través de circuitos de retroalimentacién en los cuales
las proteinas producidas por los genes Clock y Bmall se acoplan a E-box
y activan la produccién de proteinas del gen Reb-Erba y de los genes Cry
y Per; la proteina REB-ERBa retroalimenta positivamente la produccién
de mds proteinas CLOCK y BMALI, mientras que las proteinas CRY y
PER, junto con la proteina CKle/3, retroalimentan negativamente, es
decir, inhiben la produccién de proteinas CLOCK Y BMAL1 (Reppert &
Weaver, 2002; ver figura 1.4).

Ambiente Célula i Ritn}os
circadianos
Citoplasma 0 12 0
Glandula Pineal Temperatura
Luz melatonina Corporal
Glandula Suprarrenal Actividad
adrenalina, cortisol motora
Alimentos
Hipdfisis Suefio-vigilia
gonadotrofinas
Jugos gastricos
Estimulos Otras areas
sociales del cerebro Comportamiento
4 J
Retroalimentacién

FIGURA 1.4. Factores genéticos de los ritmos circadianos de los mamiferos. Los genes que se
encuentran en el nicleo de la célula producen plantillas de RNA (transcripcién). Estas plantillas
toman aminodcidos en el citoplasma para formar proteinas (traduccién). Por medio de un circuito
de retroalimentacion positiva (flechas blancas) y otro de retroalimentacion negativa (flechas negras)
las proteinas regulan los procesos de transcripcién y traduccién, al mismo tiempo que modulan el
metabolismo celular y la produccién de neurotransmisores y hormonas, lo que a su vez produce
ritmos circadianos en la temperatura corporal, la actividad motora, el ciclo de vigilia-suefio y el
comportamiento. Los agentes sincronizantes (luz, alimentacién, estimulos sociales) modifican los
procesos de transcripcién y traduccién celulares.

Las proteinas traducidas por los genes mencionados controlan la ex-
presién de los ritmos circadianos por medio de la modulacién del me-
tabolismo celular, la produccién de neurotransmisores y la secreciéon de
todas las hormonas. Los cambios en la produccién de estas sustancias
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producen, a su vez, oscilaciones en la actividad metabdlica del orga-
nismo, asi como en la temperatura corporal, la secreciéon hormonal, la
actividad motora y el comportamiento de los seres vivos (Cermakian &
Sassone-Corsi, 2002; ver figura 1.4).

El mecanismo de sincronizacién de los ritmos circadianos a los ciclos
en el ambiente parece estar vinculado también a las proteinas que fa-
brican los genes que controlan los ritmos. Los cambios en el ambiente
pueden modular la actividad de las proteinas o el circuito de retroali-
mentacién de estas sustancias quimicas, lo cual modifica la actividad de
los genes.

SISTEMA CIRCADIANO DE LOS MAMIFEROS

La organizacion funcional de los ritmos circadianos en los mamiferos
incluye la via que tiene su origen en la retina y desemboca en el niicleo
supraquiasmatico del hipotdlamo (Moore & Lenn, 1972). A continuacién
se revisan las evidencias del funcionamiento del sistema circadiano en
los mamiferos.

Nicleo supraquiasmatico

La lesion de los diferentes componentes del sistema visual en los mami-
feros no elimina los ritmos circadianos, asi como tampoco la lesién de la
via visual primaria (retina, nervio 6ptico, quiasma 6ptico, tracto 6ptico,
ntcleo geniculado lateral del tdlamo, corteza occipital) ni la lesién de la
via visual secundaria (retina, nervio 6ptico, coliculo superior) eliminan
los ritmos circadianos. El tinico efecto que se observé con algunas de es-
tas lesiones es que los animales adoptaban un ritmo de libre curso, esto
es lo que ocurre cuando los organismos quedan ciegos o se encuentran
en oscuridad continua (Zucker et al., 1976).

En 1972 se descubri6 otro componente de la via visual en los mamife-
ros: la via retinohipotaldmica, compuesta por fibras (axones) que surgen
de la retina y desembocan en el nicleo supraquiasmético del hipotdlamo
(Moore & Lenn, 1972). La destruccion de esta via —a diferencia de la lesién
del resto de las vias del sistema visual—- termina con los ritmos circadianos
en los mamiferos. Los ritmos circadianos se eliminan también cuando
se lesiona el ntcleo supraquiasmdtico (NSQ) (Moore, 1983; Stephan &
Zucker, 1972; Stetson & Watson-Whitmyre, 1976; Takahashi & Zatz, 1982).

La actividad eléctrica de las neuronas del nticleo supraquiasmético
sigue presentando oscilaciones con un periodo circadiano cuando se
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extraen del organismo del individuo y se colocan en condiciones in vitro
(van Esseveldt, Lehman & Boer, 2000). Ademds, cuando se trasplanta el
NSQ de un animal a otro, el ritmo circadiano que predomina es el del
tejido que se trasplant6 (Drucker et al., 1984). Estos datos sugieren que
el NSQ es un oscilador o sincronizador central de los ritmos circadianos
en los mamiferos.

La lesién del NSQ elimina los ritmos en la actividad motora y en la
ingestion de agua, pero no afecta el ritmo en la temperatura corporal
(Krieger & Hauser, 1977). Por esta razén se ha sugerido que éste es parte
de un sistema que incluye dos o mds osciladores que se coordinan en
la generacién y mantenimiento de los ritmos circadianos (Moore-Ede et
al., 1979).

Glandula pineal

Como hemos dicho, existen evidencias de la participacién de algunas
hormonas en la sincronizacién de los ritmos circadianos en distintas
especies. Por ejemplo, hay varias hormonas que modulan la actividad
de las neuronas y la actividad general en gastrépodos, una de ellas es
la hormona neurodepresora, producida por el 6rgano X del tallo ocular;
ésta tiene efectos inhibitorios sobre la actividad neuronal y se secreta en
mayor cantidad durante el dia, fase de menor actividad de los gastro-
podos (esto se ha observado especificamente en el cangrejo) (Aréchiga
et al., 1985).

Se ha propuesto a la gldndula pineal como un posible oscilador maes-
tro. En las aves y los reptiles esta glandula posee receptores a la luz, su
ubicacién en la cabeza bajo un crdneo delgado permite dicha entrada
de luz. En estas especies la extirpaciéon de la glandula pineal elimina los
ritmos circadianos, sin embargo, la gldndula pineal de los mamiferos no
estd expuesta de manera directa a la iluminacién ambiental ni parece
jugar el papel principal en el mantenimiento de los ritmos circadianos
(Binkley, 1982).

Tanto en aves como en reptiles y mamiferos, la gldndula pineal secre-
ta la hormona melatonina, una indolamina que se deriva de un neuro-
transmisor: la serotonina. Ambas sustancias (melatonina y serotonina)
se forman a partir del aminodcido triptéfano que se encuentra en los
alimentos con protefnas, como leche, carne y huevos. La concentracion
en la sangre de la melatonina y la N-acetiltransferasa, la enzima que
sintetiza la melatonina, varfa a lo largo del dia, aumentando la concen-
traciéon de ambas sustancias durante el periodo de oscuridad, indepen-
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dientemente de que el organismo que se registre sea diurno o nocturno
(Klein, 1974; Stephens & Binkley, 1978). La melatonina ejerce fundamen-
talmente una influencia inhibitoria sobre la secrecion de las hormonas
del eje hipotdlamo-hipofisiario (Reiter, 1973), las cuales controlan la
secrecion de la mayor parte de las hormonas del cuerpo, por lo que las
variaciones en la produccién de melatonina modulan en gran medida
la fisiologfa del organismo. Aunque la lesién de la glandula pineal no
elimina todos los ritmos circadianos de los mamiferos, la influencia de
la melatonina sobre el resto del cuerpo plantea la posibilidad de que la
glandula pineal sea un intermediario entre el sustrato anatémico de los
ritmos circadianos y la expresion de estos ritmos en los mamiferos.

Se han encontrado variaciones circadianas en muchos tejidos y 6r-
ganos, asi como en otras dreas cerebrales, higado, rifiones, corazén,
miusculos, etc. Algunos de estos érganos tienen oscilaciones circadianas
y otros presentan oscilaciones ultradianas con periodos de 6-8 horas.
Por tanto, el sustrato anatémico y fisiolégico podria encontrarse a nivel
celular, ya sea en la membrana o en algtn otro componente subcelu-
lar (Pebusque et al., 1981). De ser asf, el NSQ, la gldndula pineal y otras
estructuras funcionarian como coordinadores o marcapasos de las
actividades circadianas de las distintas células y tejidos del organismo
(Menaker et al., 1997). Otra posibilidad es que no exista un reloj maestro,
coordinador o marcapaso central de los ritmos circadianos, sino que es-
tos ritmos sean resultado de la actividad de un conjunto de osciladores
periféricos independientes (Roenneberg & Merrow, 2001).

CIRCUITO ANATOMICO DE LOS RITMOS
CIRCADIANOS EN LOS MAMIFEROS

Actualmente se plantea que el sistema circadiano en los mamiferos
incluye un oscilador o marcapasos central, con conexiones de entrada
(aferentes) que sincronizan al oscilador con el ambiente, asi como con
conexiones de salida (eferentes) que permiten que el oscilador module
las respuestas del organismo (ver figura 1.5). Enseguida se describen
estos tres componentes del sistema circadiano de los mamiferos.

Oscilador central

El principal oscilador o marcapasos central del sistema circadiano en los
mamiferos son los nticleos supraquiasmadticos, los cuales se localizan en
las paredes del tercer ventriculo cerebral de esta especie.
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Vias de entrada (aferentes)

Las conexiones de entrada o aferentes que sincronizan al oscilador o
marcapasos central con el ambiente tienen sus receptores en la retina,
los que responden al nivel general de iluminacién y se activan por me-
dio de cambios quimicos en un fotopigmento especifico: la melanopsina
(Gooley et al., 2001). La retina se conecta con los nticleos supraquiasma-
ticos por medio del tracto retinohipotaldmico y transmite informacién
al oscilador acerca de la presencia o ausencia de luz, asi como del nivel
de iluminacién que se presenta a cada momento. El tracto retinohipo-
taldmico también se conecta con la ldmina intergeniculada y de ahi con
los niicleos supraquiasmaticos. Otras vias de entrada provienen de los
nucleos del rafé que se encuentran en el tallo cerebral. Estas conexiones
nerviosas pueden ser la base de la sincronizacién por medio del alimen-
to o la actividad motora.

Vias de salida (eferentes)

En cuanto a las vias de salida se han encontrado tractos que conectan el
NSQ con el drea predptica del hipotdlamo; esta via eferente se encarga
de modular los ritmos circadianos en la temperatura corporal, la inges-
tién de agua y la conducta sexual (Moore-Ede et al., 1982). Otra de estas
vias es la conexion del NSQ a la glandula pineal. El NSQ se conecta con
el nicleo paraventricular hipotaldmico (PVT), del cual salen fibras ner-
viosas que siguen por el cordén interomediolateral de la médula espinal
hasta el ganglio cervical superior, de donde surgen nuevas fibras que se
conectan con la gldndula pineal. Recordemos que la glandula pineal se-
creta melatonina, la cual se libera en la oscuridad y modula la actividad
de la mayor parte de las glandulas del organismo, por tanto, la secre-
cién de adrenalina, cortisol, las hormonas hipofisiarias y las hormonas
sexuales, entre otras.

El NSQ tiene conexiones con la formacién reticular, especificamente
con el sistema reticular activador ascendente que se encarga de regular
el nivel de alerta. También se conecta con los ntcleos del rafé y locus
coeruleus, los cuales participan en el inicio y mantenimiento del suefio y
las etapas de éste (Mistlberger, 2005; Moore, 2007). El ciclo de vigilia-sue-
fio en el ser humano se considera una de las expresiones fundamentales
del ritmo circadiano. Este ciclo adopta un patrén ultradiano de 90-180
minutos en el recién nacido, un patrén circadiano a los 3 o 4 meses de
edad que permanece en el adulto, y nuevamente un patrén ultradiano
que vuelve a aparecer en el anciano (Borbély & Achermann, 1999; Corsi,
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1983). Ademds, se ha encontrado que las variaciones circadianas en el
metabolismo modulan la actividad de todo el cerebro y la mayor parte
de los procesos cognoscitivos del ser humano.
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FIGURA 1.5. El sistema circadiano de los mamiferos. Este sistema estd formado por un oscilador
central (nticleo supraquiasmatico), asi como por las vias de entrada y de salida que lo comunican
con el ambiente. Los ciclos ambientales (luz, alimentos y estimulos sociales) transmiten informacién
al oscilador a través de tres vias: retinohipotaldmica, ntcleos del rafé y ldmina intergeniculada. El
oscilador controla la expresién de los ritmos circadianos por medio de la activacién de varias dreas
cerebrales y diversas glandulas (pineal, suprarrenal, hip6fisis). Las vias nerviosas y las hormonas de
estas gldndulas producen las oscilaciones en la temperatura corporal, el ciclo en la actividad motora,
el ciclo de vigilia-suefio, asi como los ciclos en el comportamiento (tomada de Valdez, 2015).

CONCLUSIONES

La cronobiologia ha aportado una gran cantidad de conocimientos
acerca de las propiedades de los ritmos biol6gicos, en especial de los
ritmos circadianos. Estos conocimientos tienen varias aplicaciones en
la medicina, la salud, el trabajo y la educacién. La susceptibilidad a las
infecciones y enfermedades varia durante las 24 horas, lo cual puede
estar vinculado con los ritmos circadianos en la fisiologia, con los ritmos
en el sistema inmunoldgico y con los ritmos en la fisiologia de los mi-
croorganismos patégenos. Estos hechos también modifican la respuesta
al tratamiento, de tal forma que a diferentes horas del dia un farmaco
puede tener diferente absorcién, efecto, metabolismo y eliminacién. La
disciplina cientifica que estudia los efectos de los farmacos a distintas
horas del dia se conoce como cronofarmacologia.
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Del mismo modo, se han documentado trastornos en los ritmos circa-
dianos de personas que tienen dificultad para acoplarse al horario geofi-
sico del sitio en el que viven. Algunas de ellas tienen una fase adelantada,
otras una fase retrasada, y hay quienes no logran responder a los agentes
sincronizantes (Zeitgebers) como la luz, por lo que mantienen un horario
irregular de actividades. Estas alteraciones pueden ocurrir debido a cam-
bios en el horario externo, como los viajes aéreos transmeridionales (en
inglés: jet lag, viajes de este a oeste, o viceversa, en los que se modifica el
horario) o cuando la persona trabaja en turnos nocturnos o rotatorios. No
solamente se han estudiado estos trastornos, sino que se han propuesto
posibles soluciones o tratamientos para las personas afectadas.

REFERENCIAS

ALBRECHT, U., & Eichele, G. (2003). The mammalian circadian clock. Current
Opinion in Genetics & Development, 13, 271-277.

ANDERSON, R.W,, Laval-Martin, D. L., & Edmunds, L. N. Jr. (1985). Cell cycle
oscillators. Temperature compensation of the circadian rhythm of cell
division in Euglena. Experimental Cell Research, 157(1), 144-158.

ARECHIGA, H. (1974). Circadian rhythm of sensory input in the crayfish. En F.
O. Schmitt & F. G. Worden (Eds.). The neurosciences: Third Study Program
(pp. 517-523). Cambridge: MIT Press.

ARECHIGA, H., Cortes, J. L., Garcia, U., & Rodriguez-Sosa, L. (1985). Neuroen-
docrine correlates of circadian rhythmicity in crustaceans. American
Zoologist, 25, 265-274.

ASCHOFF, J. (1976). Circadian systems in man and their implications. Hospital
Practice, 11, 51-97.

BINKLEY, S. (1982). Yearly Review. Circadian organization in mammals and
birds. Photochemistry and Photobiology, 35, 887-890.

BLOCK, G. D., & Wallace, S. F. (1982). Localization of a circadian pacemaker in
the eye of a mollusc, bulla. Science, 217, 155-157.

BORBELY, A. A., & Achermann, P. (1999). Sleep homeostasis and models of sleep
regulation. Journal of Biological Rhythms, 14, 557-568.

BRUCE, V. G., & Pittendrigh, C. S. (1956). Temperature independence in a unice-
llular “Clock”. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 42, 676-682.

CERMAKIAN, N., & Sassone-Corsi, P. (2002). Environmental stimulus perception
and control of circadian clocks. Current Opinion in Neurobiology, 12, 359-
365.

CoRsI, M. (1983). Psicofisiologia del suefio. México: Trillas.

Introduccion a la cronobiologia 31



DE MAIRAN, J. (1729/1982). Observation botanique. Histoire de L"Academie
Royal des Sciences. En M. C. Moore-Ede, F. F. Sulzman, & C. A. Fuller
(Eds.). The Clock That Time Us (pp. 35-36). Cambridge: Harvard University
Press.

DRUCKER, C. R., Aguilar, R. R, Garcia, H. F, Fernandez, C. F,, & Bermudez,
R. F. (1984). Fetal suprachiasmatic nucleus transplants: Diurnal rhythm
recovery of lesioned rats. Brain Research, 311, 353-357.

EDMONDS, S. C., & Adler, N. T. (1977). Food and light as entrainers of circadian
running activity in the rat. Physiology & Behavior, 18, 915-919.

EDMUNDS, L. N. J. (1976). Models and mechanisms for endogenous timekeep-
ing. En J. D. Palmer (Ed.). An introduction to biological rhythms (pp. 280-
361). New York: Academic Press.

ESKIN, A. (1974). Circadian rhythmicity in the isolated eye of aplysia. En E. O.
Schmitt & F. G. Worden (Eds.). The Neurosciences. The Third Study (pp. 531-
535). Cambridge: MIT Press.

GOOLEY, J.]., Ly, J., Chou, T. C., Scammell, T. E., & Saper, C. B. (2001). Melanop-
sin in cells of origin of the retinohypothalamic tract. Nature Neurosciencie,
4, 1165.

GREEN, D. J., & Gillette, R. (1982). Circadian rhythm of firing rate recorded
from single cells in the rat suprachiasmatic brain slice. Brain Research, 245,
198-200.

GUYTON, A. C.,, y Hall, J. E. (1997). Tratado de fisiologia médica. México: McGraw-
Hill.

HALL, J. C. (2003). Genetics and molecular biology of rhythms in drosophila
and other insects. Advances in Genetics, 48, 1-280.

HARMER, S. L., Panda, S., & Kay, S. A. (2001). Molecular bases of circadian
rhythms. Annual Review of Cell and Developmental Biology, 17, 215-253.
HASTINGS, J. W., & Sweeney, B. M. (1957). On the mechanism of temperature
independence in a biological clock. Proceedings of the National Academy of

Sciences of the United States of America, 43, 804-811.

HEINTZEN, C., & Liu, Y. (2007). The Neurospora crassa circadian clock. Advances
in Genetics, 58, 25-66.

JACKLET, J. W. (1980). Protein synthesis requirement of the Aplysia circadian
clock. Tested by active and inactive derivatives of the inhibitor anisomy-
cin. The Journal Experimental Biology, 85, 33-42.

JOHNSON, C. H. (2004). Precise circadian clocks in prokaryotic cyanobacteria.
Molecular Biology, 6, 103-110.

KAVANALU, J. L. (1969). Influences of light on activity of the small mammals,
Peromyscus spp., Tamias striatus, and Mustela rixosa. Experientia, 25(2),
208-209.

32 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



KLEIN, D. C. (1974). Circadian rhythms in indole metabolism in the rat pineal
gland. En F. O. Schmitt & F. G. Worden (Eds.), The Neurosciences. Third
Study Program (pp. 509-515). Cambridge: The MIT Press.

KRIEGER, D. T., & Hauser, H. (1977). Suprachiasmatic nuclear lesions do not
abolish food-shifted circadian adrenal and temperature rhythmicity.
Science, 197, 398-399.

KRIPKE, D. E, & Wyborney, V. G. (1980). Lithium slows rat circadian activity
rhythms. Life Sciences, 26, 1319-1321.

MENAKER, M., Moreira, L. F.,, & Tosini, G. (1997). Evolution of circadian orga-
nization in vertebrates. Brazilian Journal of Medical and Biological Research,
30, 305-313.

MISTLBERGER, R. E. (2005). Circadian regulation of sleep in mammals: Role of
the suprachiasmatic nucleus. Brain Reserch Review, 49, 429-454.

MOORE, R. Y. (1983). Organization and function of a central nervous system cir-
cadian oscillator: The suprachiasmatic hypothalamic nucleus. Federation
Proceedings, 42, 2783-2789.

MOORE, R. Y. (2007). Suprachiasmatic nucleus in sleep-wake regulation. Sleep
Medicine, 8(3), 27-33.

MOORE, R. Y., & Eichler, V. B. (1972). Loss of a circadian adrenal corticosterone
rhythm following suprachiasmatic lesions in the rat. Brain Research, 42(1),
201-206.

MOORE, R. Y., & Lenn, N. J. (1972). A retinohypothalamic projection in the rat.
Journal of Comparative Neurology, 146, 1-14.

MOORE-EDE, M. C., Sulzman, F. M., & Fuller, C. A. (1979). Circadian Organization
in the Squirrel Monkey: The Internal Coupling Between Oscillators. En M.
Suda, O. Hayaishi & H. Nakagawa (Eds.). Biological Rhythms and Their
Central Mechanism (pp. 405-419). New York: Elsevier /North Holland Biome-
dical Press.

MOORE-EDE, M. C., Sulzman, F. M., & Fuller, C. A. (1982). The Clocks That Time
Us. Cambridge: Harvard University Press.

PALMER, J. D. (1976). An introduction to biological rhythms. New York: Academic
Press.

PEBUSQUE, M. J., Robaglia, A. & Seite, R. (1981). Diurnal rhythm of nucleolar
volume in sympathetic neurons of the rat superior cervical ganglion.
European Journal of Cell Biology, 24(1), 128-130.

PITTENDRIGH, C. S. (1960). Circadian Rhythms and the Circadian Organization
of Living Systems. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, 25,
159-184.

PITTENDRIGH, C. S. (1974). Circadian Oscillations in Cells and the Circadian
Organization of Multicellular Systems. En F. O. Schmitt & F. G. Worden

Introduccion a la cronobiologia 33



(Eds.). The Neurosciences. The Third Study (pp. 437-458). Cambridge: MIT
Press.

RALPH, M. R. (1996). Circadian rhythms-mammalian aspects. Seminars in Cell &
Developmental Biology, 7(6), 821-830.

REINBERG, A., & Smolensky, M. H. (1983). Biological rhythms and medicine:
Cellullar, metabolic, physiopathologic, and pharmacologic aspects. New York:
Springer-Verlag.

REITER, R. J. (1973). Comparative physiology: Pineal gland. Annual Review
Physiology, 35, 305-328.

REPPERT, S. M., & Weaver, D. R. (2002). Coordination of circadian timing in
mammals. Nature, 418, 935-941.

RICHTER, C. P. (1977). Heavy water as a tool for study of the forces that control
lenght of period of the 24-hour clock of the hamster. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 71, 1295-1299.

ROENNEBERG, T., & Merrow, M. (2001). Circadian systems: Different levels
of complexity. Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological
Sciences, 356, 1687-1696.

STEPHAN, F. K., & Zucker, 1. (1972). Circadian Rhythms in Drinking Behavior
and Locomotor Activity of Rats are Eliminated by Hypothalamic Lesions.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
69, 1583-1586.

STEPHENS, J. L., & Binkley, S. (1978). Daily change in pineal N-acetyltransferase
activity in a diurnal mammal, the ground squirrel. Experientia, 34, 1523-1524.

STETSON, M. H. & Watson-Whitmyre, M. (1976). Nucleus suprachiasmaticus:
The biological clock in the hamster? Science, 191(16), 197-199.

TAKAHASHI, J. S., & Zatz, M. (1982). Regulation of circadian rhythmicity.
Science, 217(4565), 1104-1111.

TRUMAN, J. W. (1974). Circadian release of a prepatterned neural program in
silkmoths. En F. O. Schmitt & F. G. Worden (Eds.). The Neurosciences. The
Third Study (pp. 525-529). Cambridge: MIT Press.

VALDEZ, P. (2015). Cronobiologia. Respuestas psicofisiologicas al tiempo. México:
Trillas.

VAN EssevELDT, K. E., Lehman, M. N., & Boer, G. J. (2000). The suprachiasmatic
nucleus and the circadian time-keeping system revisited. Brain Reserch
Review, 33, 34-77.

VANSTEENSEL, M. J., Michel, S., & Meijer, J. H. (2008). Organization of cell and
tissue circadian pacemakers: A comparison among species. Brain Reserch
Review, 58, 18-47.

ZUCKER, I, Rusak, B., & King, R. G. (1976). Neural bases for circadian rhythms
in rodent behavior. Advances in Psychobiology, 3, 35-74.

34 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



2.

EL SISTEMA
CIRCADIANO
DE LOS MAMIFEROS

Raiil Aguilar Roblero! y José Luis Chivez’

INTRODUCCION

Para que los seres vivos logren mantener en condiciones éptimas su
equilibrio interno y su adaptacién al ambiente es necesaria una adecua-
da coordinacién de los distintos procesos vitales en el tiempo, desde el
nivel molecular hasta el conductual. Al proceso fisiolégico general que
se encarga de esta coordinacién se denomina cronostasia (ver figura 2.1).
La cronostasia refleja una organizaciéon temporal de los procesos fisio-
l6gicos codificada en el genoma del organismo en cuestién (Aguilar &
Diaz, 2010; Gruart et al., 2002).

Cuando observamos algiin organismo en condiciones naturales,
donde se alterna la luz y la oscuridad, se puede notar que sus diferentes
funciones presentan variaciones que se repiten con mucha precision
de un dia a otro. En estas condiciones decimos que el ritmo esta sin-
cronizado a algin ciclo ambiental, de tal forma que cada una de estas
funciones expresa su actividad maxima o minima a horas especificas del
dia, diferentes entre si (Aschoff, 1960). Por ejemplo, en personas que
despiertan a las 06:00 h y comen tres veces al dia en un horario fijo la

! Doctor en Investigacién Biomédica Basica, UNAM. Posdoctorado en la Universidad Estatal de
Nueva York. Profesor de tiempo completo en la Facultad de Medicina e investigador del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM. Actualmente es el presidente de la Sociedad Mexicana de
Ritmos Biol6gicos. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel 3.

2 Técenico Académico del Instituto de Fisiologfa Celular, UNAM.
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temperatura corporal aumenta por la tarde (Gruart et al., 2002; ver figura
2.2). Cuando estas variaciones se repiten cada 24 horas pueden ser ritmos
diurnos o circadianos. Se les denomina diurnos cuando ocurren en respu-
esta de variaciones en el ambiente, pero les llamamos ritmos circadianos
cuando se ha demostrado que es el organismo quien produce la variacion
periddica (Halberg et al., 1959).

Cronostasis

Reloj

Sefial de entrada

Sefial de temporizacion

Valor de Referencia Controlador

Sefial de Ajuste Senial de Error

Efector

Reostasis

Integrador

_ : - -¢ ,
Sefial de retroalimentacion Homeostas|s

FIGURA 2.1. Sistemas generales de regulacién fisioldgica. Los ritmos circadianos manifiestan
procesos de regulacién fisiolégica en el tiempo que denominamos cronostasis. Los procesos
cronostéticos operan en conjunto con la homeostasis, que mantiene los pardmetros fisiolégicos
dentro de un rango 6ptimo, el cual es codificado en el valor de referencia del controlador de un
sistema de retroalimentacién negativa. La reostasis se refiere a los procesos que permiten actualizar
el valor de referencia a cambios en las necesidades del organismo o cambios en las condiciones
ambientales. La cronostasis implica relojes bioldgicos que modifican el valor de referencia a lo largo
del dia o de la época del afio de acuerdo con las variaciones ambientales que han operado sobre los
organismos a lo largo de la evolucion.

Cuando los organismos se mantienen en el laboratorio con luz u os-
curidad constante, los ciclos de actividad contintian manifestdndose
indefinidamente en dias sucesivos, pero su periodicidad se desvia lige-
ramente de las 24 horas. En estas condiciones decimos que los ritmos se
encuentran en oscilacién espontdnea o libre curso (Pittendrigh & Minis,
1964). Solamente a través de estas observaciones podemos afirmar que
las variaciones son ritmos circadianos (Halberg et al., 1959), y esto impli-
ca que se originan por mecanismos endégenos al organismo.
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FIGURA 2.2. Ritmos circadianos en el hombre. De arriba a abajo se muestran el patrén de 48 horas
de las fases de suefio-vigilia, la temperatura corporal, asi como la concentracién plasmdtica de la
hormona de crecimiento, el cortisol y la melatonina. Se aprecia que las funciones del organismo no
son constantes en 24 horas. La organizacion temporal que se observa es parte del estado de salud
y sensacién de bienestar del individuo.

Los ritmos circadianos se han estudiado durante los dltimos cien afios y
se ha encontrado que se presentan en todos los organismos. Durante este
lapso los conceptos para explicar la naturaleza de los ritmos bioldgicos
se han modificado, primero se les consideré como respuestas del orga-
nismo ante las variaciones diarias del ambiente, luego como fenémenos
relacionados con el aprendizaje ante sefiales ambientales periddicas y pos-
teriormente como resultado de la funcién de uno o mds relojes biolégicos.
En afios recientes el concepto de reloj biolégico fue modificado a sistema
circadiano, el cual incluye diversos elementos de entrada y salida que
permiten la interaccién del generador de la oscilaciéon circadiana para
recibir sefiales tanto del medio ambiente como del organismo y, a su vez,
transmitir a éste la sefial de tiempo (Pittendrigh, 1981b).
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CONCEPTOS BASICOS DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

De lo sefialado anteriormente podemos concluir que los ritmos circadia-
nos son generados por mecanismos intrinsecos al organismo, a los que
podemos referirnos como el reloj biolégico. En otras palabras, los ritmos
circadianos son la manifestacién de las funciones del reloj subyacente a
cada sistema orgdnico, es decir, son ritmos manifiestos. Si hacemos una
analogfa con un reloj de pulsera, los ritmos manifiestos son las maneci-
llas del reloj, mientras que el reloj propiamente dicho corresponderia a
la maquinaria electromecéanica.

Durante mucho tiempo se dependié de la observacién de los ritmos
manifiestos para inferir las propiedades y determinar el efecto de ma-
nipulaciones experimentales sobre los relojes circadianos. Sélo en los
dltimos 15 afios, gracias a herramientas de genética molecular, se pudo
hacer factible el estudio directo de los relojes circadianos en los seres
vivos (Gruart et al., 2002). Los resultados de estos tltimos experimentos
han permitido validar la mayoria de las hipétesis generadas a partir de la
observacién de los ritmos manifiestos y, en algunos casos, corregir o des-
echar aquellas hipétesis que asi lo requerian. En el resto de esta seccién
revisaremos las caracteristicas fundamentales de los ritmos circadianos.

Ritmos en libre curso

Los ritmos circadianos presentan una serie de caracteristicas que confir-
man la naturaleza adaptativa que los distingue de otros fendmenos pe-
riédicos de los organismos. La primera caracteristica, como se mencioné
anteriormente, es la persistencia en libre curso de los ritmos con un pe-
riodo enddgeno cercano a 24 horas (Pittendrigh, 1960; ver figura 2.3). El
periodo endégeno de los ritmos circadianos es la duracién de un ciclo y
se identifica con la letra griega tau (t) seguida por el valor del periodo en
minutos. Hay diversas formas de medir el periodo de un ritmo en libre
curso. En la forma mds sencilla tenemos que seleccionar un momento
especifico del ritmo en estudio que nos servird de punto de referencia y
al cual denominamos marcador de fase (Pittendrigh, 1981a). En un rit-
mo conductual o fisiolégico, como pueden ser el ritmo de actividad en
el roedor, el marcador de fase puede estar representado por el inicio o el
fin de la actividad. El periodo se determina a través de promediar 5 ci-
clos sucesivos identificados con el marcador de fase. También es posible
aplicar andlisis matemadticos y/o estadisticos para calcular la duracién
del periodo, pero por ahora no ahondaremos en ese tema (Vega, 1993).
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FIGURA 2.3. Ritmos circadianos sincronizados y en libre curso. En condiciones naturales los ritmos
circadianos se sincronizan con fendmenos ciclicos del ambiente, como la luz o la temperatura. En
el esquema se muestra la distribucién de la actividad (histogramas negros) de un roedor nocturno
registrado en un laboratorio bajo un ciclo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad (indicados por
las barras horizontales blancas y negras de la parte superior). Cuando el registro se contintia en
ausencia de luz o con niveles de iluminacién muy tenues (flecha negra) el sujeto presenta un patrén
de conducta periédico mayor a 24 horas. Este patrén se denomina libre curso y demuestra el origen
end6geno de los ritmos circadianos. En este actograma cada renglén representa 48 horas de registro
en dias sucesivos.

Sincronizacion

La segunda caracteristica se refiere a la capacidad de los ritmos circa-
dianos para sincronizarse a diversos ciclos ambientales que presenten
periodos cercanos o iguales a las 24 horas, como los ciclos diarios de luz
y de temperatura (ver figura 2.3 y 2.4). El periodo del ciclo ambiental se
identifica con la letra T. La sincronizacién implica que un marcador de
fase de los ritmos biolégicos ocurre en un momento preciso en relacién
a los ciclos ambientales, es decir, se establece una relacién de fase estable
entre el ciclo ambiental y el ritmo circadiano. Para lograr esta relacion
estable entre el ritmo circadiano y el ciclo ambiental es necesario que el
primero alargue o acorte su periodo endégeno (1) hasta igualar el perio-
do del ciclo ambiental (es decir hasta que t = T). Cuando esto ocurre, al
periodo del ritmo sincronizado lo denominamos t* para distinguirlo del
periodo en libre curso. Lo anterior se expresa también de la siguiente
forma, si t = T — t*. La capacidad de sincronizarse permite a los orga-
nismos adaptarse a los cambios en el ciclo diario de luz y temperatura
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que ocurren a diferentes latitudes, o bien a los cambios que ocurren en
un mismo lugar a lo largo del ciclo anual (Pittendrigh, 1981b).
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FIGURA 2.4. La sincronizacién de un ritmo circadiano involucra tanto que el periodo del ritmo sea
similar al del ciclo ambiental como que el sincronizador controle la fase del ritmo endégeno (en
el ejemplo, el inicio de la actividad). Se muestra un esquema del patrén de actividad de un roedor
nocturno sometido a: oscuridad continua, ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (LO 12:12),
un retraso de 6 horas en el ciclo de luz/oscuridad (A-6 h), fotoperiodo esqueleto (SK) que consiste
en este caso en 11 horas de oscuridad y una de luz (cada encendido de la luz es interpretado por
el organismo como la transicién dia-noche), y finalmente regreso a oscuridad continua. Se observa
que el ritmo de actividad no se sincroniza inmediatamente después de cada cambio del ciclo de
iluminacién sino que cambia su periodo y ajusta su fase progresivamente (ciclos transitorios) hasta
alcanzar el periodo y fase que impone el ciclo ambiental. También se ilustra que se requieren mds
ciclos transitorios para adelantar el reloj que para retrasarlo y que el fotoperiodo esqueleto requiere
de mds ciclos transitorios para ajustar al reloj circadiano que el fotoperiodo completo.

Curva de respuestas de fase

Diversos aspectos del proceso de sincronizacién a la luz se han estudia-
do a través de la curva de respuestas de fase. Esta consiste en determi-
nar el efecto que tienen estimulos breves de luz aplicados a diferentes
momentos de un ciclo circadiano en libre curso sobre un marcador de
fase del ritmo, como por ejemplo el inicio de la actividad locomotora.
A diferencia del resto de las respuestas innatas en las que un estimulo
de la misma intensidad y duracién provoca respuestas similares cada
vez que es presentado, la luz provoca diferentes respuestas en los rit-

40 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



mos circadianos dependiendo de la hora del dia en que se aplique (ver
figura 2.5). La curva de respuestas de fase se caracteriza por tres tipos
de respuesta dependiendo de la hora de estimulacién: durante el dia
subjetivo la luz no produce respuesta alguna; durante las primeras ho-
ras de la noche subjetiva el estimulo atrasa al reloj circadiano; mientras
que hacia las tltimas horas de la noche subjetiva el estimulo adelanta el
reloj circadiano. Cuando un organismo se encuentra en oscuridad o luz
muy tenue constante se utilizan los términos dia y noche subjetiva para
referirse a los periodos de actividad y descanso que se observan en estas
condiciones (Daan, 2000; Pittendrigh & Daan, 1976).

A I B
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FIGURA 2.5. Curva de respuestas de fase. En la figura se esquematizan 3 registros de la actividad
de un roedor nocturno obtenidos en oscuridad continua. En cada registro se aplicé un pulso de luz
brillante y breve a las horas indicadas por el asterisco. Se puede observar que la respuesta del reloj
circadiano varia dependiendo de la hora en que se aplic6 el pulso de luz. Durante el dia (subjetivo)
no hubo cambios en el ritmo en libre curso, a lo que se denomina zona muerta (A); durante el inicio
de la noche (subjetiva) el ritmo se retras6 (B), mientras que al final de la noche (subjetiva) el ritmo
se adelant6 (C). En el panel inferior derecho (D) se muestra un esquema de la curva completa de
respuestas de fase. La curva y el circulo en el que se inscribe representan las horas en las que ocurre
la zona muerta, los retrasos (abajo) y los avances (arriba). Se denominan dia y noche subjetiva
porque el sujeto estd en oscuridad constante (excepto por el breve pulso de luz) y la inferencia de
dia y noche deriva de la conducta del sujeto en condiciones naturales. Como se ejemplifica, en un
animal nocturno el dia corresponde a su intervalo de reposo y la noche al de su actividad.
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Compensacién de temperatura

La tercera caracteristica de los ritmos circadianos es que su periodo en
oscilaciéon espontdnea varia muy poco o nada ante variaciones muy
amplias de la temperatura, es decir, que el reloj biolégico es capaz de
compensar los cambios en la temperatura. Para comprender plenamente
esta caracteristica debemos comenzar recapitulando que en los seres
vivos las reacciones bioquimicas de las que depende su metabolismo
son reguladas por la actividad de diversas enzimas y la actividad de las
enzimas depende de la temperatura en la que se encuentra el organismo.
Se ha observado que las velocidades de reaccién de la mayoria de las en-
zimas se duplican o triplican con cada aumento de 10° C en la tempera-
tura; a este cambio expresado como un indice le llamamos Q10 (Aschoff,
1981). Los valores de Q10 para la compensaciéon de temperatura son
muy cercanos a 1. Esto sugiere un mecanismo complejo y delicadamente
balanceado que articula los procesos metabdlicos celulares involucrados
en la generacion de los ritmos circadianos, de tal forma que el periodo
del reloj circadiano es el mismo en un amplio rango de temperaturas.
El valor adaptativo de esta caracteristica es que la medicion del tiempo
biolégico no es afectada por los cambios en la temperatura ambiental, 1o
cual mantiene la precisién del reloj en animales que migran o bien ante
los cambios climadticos a lo largo del afio. En palabras de dos pilares de la
cronobiologia, Dann & Pittendrigh (1976), “el reloj bioldgico es un reloj
para todas las estaciones” (Herndndez y Massieu, 2008).

El acoplamiento

Una dultima caracteristica de los ritmos circadianos (manifiestos) es que
cambian su expresion cuando estdn expuestos en forma continua y pro-
longada a condiciones particulares ambientales como la luz continua, el
aislamiento de sefiales sincronizadoras o la restriccién de alimento. Estos
cambios pueden ocasionar fenémenos de particién (Splitting), desincroni-
zacion interna, arritmicidad, asi como el fenémeno de anticipacién al ali-
mento que se presenta cuando la disponibilidad de éste ocurre en forma
periddica sélo una vez al dia (Aguilar, 1993a; Daan & Pittendrigh, 1976;
Stephan, 1992). Se ha propuesto que los patrones observados en estas
condiciones pueden deberse a que existe mds de un reloj circadiano y que
ciertas condiciones ambientales inducen su expresién independiente, es
decir, los osciladores que componen el reloj oscilan en forma asincrénica
entre si e incluso se detienen, por lo que el organismo deja de exhibir un
ritmo aparente. Estas hipétesis implican que en los organismos existen
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varios osciladores que se sincronizan entre si. A este proceso de sincroni-
zaciéon mutua le hemos llamado acoplamiento, para distinguirlo asi del
proceso de sincronizacién que ocurre entre los osciladores endégenos y
los ciclos ambientales (Aguilar et al., 2007a; Granados et al., 1995).

A partir de las caracteristicas revisadas anteriormente se llegé a una
propuesta general de la organizacion de los sistemas circadianos, cuyo
esquema ha sido llamado coloquialmente como eskinograma en reco-
nocimiento a su autor Arnold Eskin. El eskinograma permite guiar la
investigacion para entender los mecanismos subyacentes del sistema
circadiano, asi como para ubicar la evidencia experimental que continua-
mente se genera en el estudio de los ritmos biolégicos o cronobiologia
(Granados et al., 1995).

EL SISTEMA CIRCADIANO

Hemos dejado claro que los procesos que regulan los ritmos circadianos
involucran un sistema endégeno del organismo denominado circadia-
no. El sistema circadiano estd formado por osciladores que sirven para
medir el tiempo biolégico, las vias de sincronizacién que ajustan la fase
de los osciladores a fenémenos derivados de ciclos ambientales como el
dfa y la noche, las vias de transmisién que comunican la fase del ciclo
circadiano a los sistemas efectores para que el organismo exprese los
ritmos circadianos, y los mecanismos de acoplamiento encargados de
ajustar entre si el periodo y la fase de los distintos osciladores del orga-
nismo (Aguilar et al., 2007a; Granados et al., 1995).

En los mamiferos el principal oscilador circadiano o reloj biolégico
se encuentra en el nicleo supraquiasmdtico (NSQ) (Moore & Eichler,
1972; Mosko & Moore, 1978; Stephan & Zucker, 1972), y ninguna otra
estructura cerebral u 6rgano ha demostrado poseer las caracteristicas
necesarias para ser considerada como reloj circadiano. Ademas del NSQ
también participan sus conexiones aferentes, que forman las vias de
sincronizacién al ambiente, y sus conexiones eferentes, que transmiten
la hora del dia estimada por el NSQ al organismo. La gldndula pineal
y la melatonina se han propuesto como elementos involucrados en los
mecanismos de acoplamiento del NSQ con otros osciladores circadianos
(Aguilar y Chdvez, 1995). Finalmente, mediante estudios de genética
molecular ha sido posible determinar que los genes y las enzimas nece-
sarias para generar las oscilaciones circadianas a nivel molecular se en-
cuentran en gran nimero de células, ademds de las neuronas del NSQ,
como las células de tejido y érganos periféricos, los fibroblastos y los
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hepatocitos. Por tal motivo, actualmente se acepta que existen ademds
del NSQ otros posibles osciladores en el sistema nervioso y diversos
osciladores periféricos (Albrecht & Eichele, 2003; Lowrey & Takahashi,
2004; Reppert & Weaver, 2001).

El ntcleo supraquiasmatico

El NSQ en los mamiferos es una estructura bilateral localizada en el hi-
potdlamo ventral anterior, es dorsal al quiasma 6ptico, rostral a las comi-
suras supradpticas y ventrolateral al tercer ventriculo. Las neuronas del
NSQ son las méds pequefias del hipotdlamo y estdn estrechamente empa-
quetadas (ver figura 2.6). La dimensién de este ntcleo es de 950 pm en el
eje longitudinal, mientras que en sus ejes dorso-ventral y medio-lateral es
de 400 um y 500 pm, respectivamente. Se ha estimado que el ntimero de
neuronas es de alrededor de 16 000 en la estructura completa, sin incluir
a las células gliales (van den Pol, 1991). De acuerdo con sus caracteristicas
inmunohistoquimicas y estructurales, el NSQ ha sido dividido en dos re-
giones principales, una regién dorsomedial que secreta vasopresina y una
ventrolateral que contiene el péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Card &
Moore, 1991).

La evidencia para demostrar que el nticleo supraquiasmético es un
oscilador del sistema circadiano se basa en que su lesion bilateral produ-
ce una desorganizacién del patrén circadiano de varias conductas y pa-
rdmetros fisiol6gicos. Posteriormente se demostré que el trasplante del
nucleo supraquiasmatico fetal restablece el ritmo de diversas conductas
en animales con lesién del NSQ; en hdmsteres que presentaban una mu-
tacion caracterizada por un periodo circadiano endégeno de libre curso
de 20 horas, se demostré que el periodo que restablecia el transplante
de NSQ fetal correspondia al del tejido donador y no al del cerebro que
recibia el transplante (Aguilar et al., 1992a; Aguilar et al., 1992b; Drucker
et al., 1984). Ademds, la estimulacién eléctrica o quimica del NSQ pro-
duce adelantos o retrasos en la hora que inicia el lapso de actividad
(cambios de fase) durante el ciclo circadiano, similares a los provocados
por pulsos de luz cuando se aplica en oscuridad constante. A nivel celu-
lar, las neuronas del NSQ presentan ritmos circadianos en su actividad
eléctrica, metabdlica o de expresion genémica que persisten cuando los
sujetos se estudian en condiciones de iluminacién constante, después de
haber sido aisladas quirdrgicamente del resto del cerebro en rebanadas
del NSQ in vitro o en neuronas de este niicleo mantenidas en cultivos
organotipicos o de células disociadas (Welsh et al., 1995; Yamaguchi et
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al., 2003). La capacidad de generar un patrén circadiano de actividad es
inherente a cada una de las neuronas del NSQ, aunque las interacciones
sindpticas dentro del nticleo parecen participar hasta cierto grado en el
acoplamiento de los osciladores individuales (Albrecht & Eichele, 2003).

3V
NSQ

Hipotalamo *
Anterior

FIGURA 2.6. El principal reloj circadiano se localiza en el nidcleo supraquiasmatico (NSQ). Se
muestra un esquema de su localizacién en un corte coronal (arriba izquierda), un corte tefiido con
violeta de cresilo (arriba derecha), un corte tefiido por inmunohistoquimica contra vasopresina
y péptido intestinal vasoactivo (abajo izquierda), y un corte que muestra las terminales de la
via retino-hipotalémica marcadas por autorradiografia de (°H)-prolina inyectada en la cdmara
posterior del ojo. 3V: tercer ventriculo, QO: quiasma 6ptico.

La maquinaria celular del reloj

La maquinaria bdsica de la oscilacion circadiana es intracelular, es de-
cir, cada neurona del NSQ contiene un oscilador molecular constituido
por asas de retroalimentacion de transcripciéon-traduccién de los genes
denominados “reloj”. El modelo aceptado propone que los productos
dimerizados de los genes Clock y Bmal-1 (CLOCK-BMAL-1) funcionan
como factores de transcripcién que se unen a las cajas-E en la region
promotora y activan la expresién de los genes Per, Cry y Rev-erb-a. A su
vez, el dimero de las proteinas PER-CRY inhibe la actividad promotora
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de CLOCK-BMAL-1 sobre las cajas-E, e inhiben su propia transcripcién
(Kondratov et al., 2003). Por otra parte, la proteina REV-ERBa inhibe la
transcripcién de Bmal-1y Clock. Asi, cuando el complejo PER-CRY inhibe
a CLOCK-BMAL-1 también disminuye la expresién de Rev-erb-a, lo que
permite de nuevo la transcripcién de Bmal-1 y Clock asegurando que el
ciclo se repita en forma indefinida (Bunger et al., 2000). Otros genes reloj
forman la familia dec cuyo mecanismo de accién es similar al de las fa-
milias Per y Cry (Hamaguchi et al., 2004; Honma et al., 2002; Kawamoto
et al., 2004; ver figura 2.7).

FIGURA 2.7. Esquema que ilustra el mecanismo molecular del reloj circadiano en el NSQ (la
explicacion estd en el texto).

Estudios recientes indican que el mecanismo central del reloj no se restrin-
ge exclusivamente al oscilador molecular sino que también incluye otros
elementos de sefializaciéon intracelular, como el AMP ciclico. La actividad
eléctrica de las neuronas del reloj también retroalimenta al oscilador mo-
lecular amplificando la oscilacién molecular que sirve de base (O'Neill et
al., 2008). Estudios en mamiferos han demostrado asimismo que la excita-
bilidad de la membrana es un requisito crucial para la expresién robusta
de los ritmos moleculares. Al evitar la generacién de potenciales de accién
mediante el uso de una toxina contra los canales de Na+ dependientes de
voltaje, se observa la declinacién gradual de la expresién de genes reloj y
sus proteinas en neuronas del NSQ (Aguilar et al, 2008).
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La sincronizacién a la luz

Las vias de sincronizacién del sistema circadiano que ajustan la fase y
el periodo de los osciladores involucran a las conexiones aferentes del
NSQ. La cantidad de luz ambiental es detectada en la retina por foto-
rreceptores circadianos diferentes a los que intervienen en la visién. Los
fotorreceptores circadianos son un tipo especial de célula ganglionar
que poseen el fotopigmento melanopsina (Provencio et al., 1998) y se ca-
racterizan por tener un campo receptivo visual muy amplio y codificar
la cantidad de luz. Los axones de estas células ganglionares forman el
tracto retino-hipotaldmico que llega a la porcién ventrolateral del NSQ;
la seccién selectiva del tracto retino-hipotaldmico impide la sincroni-
zacion de los ritmos circadianos al ciclo de iluminacién ambiental sin
afectar la vision espacial (Morin, 2007).

Las terminales de la via retino-hipotaldmica liberan glutamato y el
péptido hipofisiario activador de la adenilato ciclasa (PCAP) en las si-
napsis con neuronas del NSQ. Tanto la unién del glutamato al receptor
tipo NMDA como del PACAP al receptor VPAC1 producen la entrada
de Ca2* a las neuronas del NSQ (Aguilar et al., 2008; Mintz et al., 1999).
El calcio intracelular activa diferentes vias de segundos mensajeros en
forma dependiente del momento del ciclo circadiano en que se presen-
tan los pulsos de luz, de tal forma que el sistema especifico de segun-
dos mensajeros que es activado por la entrada de calcio determina la
direccién en que el reloj cambiard su fase. De acuerdo con este modelo,
durante la noche subjetiva temprana el Ca®* que ingresa a la neurona
parece activar directamente los canales de calcio sensibles a la rianodi-
na. La movilizacién de los depésitos intracelulares de Ca?* conduce al
retraso del reloj. Mientras que cuando los pulsos de luz se aplican en
la segunda mitad de la noche subjetiva, la entrada de Ca?* extracelular
induce la sintesis de éxido nitrico que induce la formacién de GMP ci-
clico; este ultimo activa a la Proteina Cinasa G (PKG), lo cual tiene como
resultado el avance del reloj. Sin embargo, atin se desconocen muchos
detalles de los procesos celulares que modifican la expresién de los ge-
nes reloj para adelantar o retrasar el reloj circadiano (O’Neill et al., 2008).

Algunas colaterales del tracto retino-hipotaldmico proyectan bilate-
ralmente a una regién del cuerpo geniculado lateral del tdlamo llamada
hojuela intergeniculada (IGL). A partir de la hojuela se origina otra
aferente del NSQ denominada tracto geniculo hipotaldmico. Otras afe-
rencias al supraquiasmatico se originan del nticleo de rafé y el nticleo
paraventricular del tdlamo (PVT). Tanto la hojuela intergeniculada como
el nticleo de rafé proyectan a la regién ventrolateral del NSQ con fibras
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que contienen neuropéptido-Y y serotonina, respectivamente (Morin,
1994). Estas aferentes también participan en ajustar el inicio de la activi-
dad de los ritmos circadianos con el inicio de la oscuridad. Del mismo
modo, se ha propuesto que la IGL puede ser un relevo —junto con el
PVT- para transmitir informacién no-fética hacia el NSQ, es decir, infor-
macién de indole sensorial diferente a la luz, como pueden ser ruidos,
temperatura o movimiento. A través de estas vias se posibilita que di-
versos estimulos también puedan ejercer influencia como sincronizador
de los ritmos circadianos.

La gldndula pineal también funciona como un modulador de la sin-
cronizacién a la luz, la que a través de la secrecién de melatonina infor-
ma al organismo sobre la duracién del ciclo luz/oscuridad; ademds de
ser un asa de retroalimentacién negativa para el disparo neuronal en el
NSQ capaz de sincronizar los ritmos (Redman et al., 1983). Al mismo
tiempo, la pineal participa en el acoplamiento de osciladores circa-
dianos, ya que en hamsteres mantenidos en luz continua brillante, la
pinealectomia acelera el desarrollo de fenémeno de particién (en inglés:
Splitting) y retarda el establecimiento de un dngulo de fase estable entre
los componentes del ritmo locomotor (Aguilar y Chdvez, 1995; Aguilar
& Vega, 1993Db).

La salida del reloj circadiano

El NSQ transmite la sefial de la hora del dia a los sistemas efectores para
generar el orden temporal de las funciones organicas. Este es uno de los
aspectos menos estudiados del sistema circadiano; la hipdtesis mds acep-
tada es que las eferentes nerviosas del NSQ forman las vias de salida del
reloj circadiano, aunque también existen datos de que una sefial quimica
de tipo neuroendocrino podria encargarse de transmitir la sefial de sali-
da del reloj. No obstante, el primer engrane en la via de salida del reloj
circadiano consiste en convertir la oscilacién molecular generada por los
genes reloj a un patrén circadiano de excitabilidad neuronal (Lundkvist
et al., 2005; Mellstrom et al., 2008; Nitabach et al., 2002). La movilizacion
de Ca?* desde sus depésitos intracelulares es parte del mecanismo que
convierte la oscilacién molecular a un patrén circadiano de excitabilidad
de la membrana celular. En las neuronas del NSQ la permeabilidad de
los canales intracelulares de Ca?" sensibles a rianodina (RyR) esté bajo
el control del reloj molecular (Diaz et al., 1999). Esto conduce a un ritmo
circadiano de Ca?" libre intracelular en las neuronas del NSQ que no se
afecta al detener la comunicacién sindptica en el NSQ, pero que desapa-
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rece al bloquear los RyR (Colwell, 2000; Ikeda et al., 2003). Ademds, se ha
demostrado que la apertura o cierre de los canales RyR moviliza el Ca?*
y hace que éste aumente o disminuya, provocando el incremento o dis-
minucién de la frecuencia de disparo de las neuronas del NSQ (Aguilar
et al., 2007b). Estas manipulaciones también modifican la expresién de
los ritmos conductuales (Mercado et al., 2009) sin afectar el periodo o la
fase del NSQ estudiado en rebanadas del NSQ de ratones transgénicos
(Aguilar, datos no publicados hasta el momento).

Aunque la transmisién sindptica es en principio la via natural de comu-
nicacién en el sistema nervioso, debido a sus caracteristicas de largo plazo
por su naturaleza circadiana, también se ha considerado a la transmisién
quimica por via neuroendocrina o por transmisién de volumen como
posible mecanismo de transmisién. Existen datos que apoyan la participa-
cién de los distintos procesos de comunicacion intercelular antes mencio-
nados, por lo que lo mds probable es que el proceso de transmisién de la
sefial de tiempo desde el oscilador hasta el resto del organismo involucre
una mezcla de dichos mecanismos (Aguilar et al., 2007a).

El NSQ no proyecta hacia ninguna de las regiones involucradas
directamente en el control motor, lo que sugiere que la modulacién
circadiana no ocurre sobre los sistemas efectores. Por el contrario, las
proyecciones del NSQ se mantienen en estructuras diencefdlicas que
modulan diversas conductas motivadas o bien procesos de regulacion
homeostatica. El patrén de conectividad del NSQ es congruente con el
concepto de cronostasia, en el que un reloj modifica el punto de ajuste
de un sistema de retroalimentacién negativa para lograr la modulacién
de la funcién en el tiempo.
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3.

RITMOS CIRCADIANOS
EN EL RECIEN NACIDO!

Manuel Angeles Castellanos,” Samuel Vizquez Ruiz,
Adelina Rojas Granados,* Laura Ubaldo’ y Carolina Escobar®

INTRODUCCION

Se denomina recién nacido (RN) o neonato al nifio desde el momento en
que es separado de la madre hasta que cumple 28 dias de vida extrau-
terina. Se clasifican como “recién nacidos pre-término” a los nifios que
nacen antes de 37 semanas de gestacién (Cloherty et al., 2009), asi como
“recién nacidos a término” a aquellos que nacen de 37 a 42 semanas de
gestacion. Durante los primeros 28 difas de vida extrauterina ocurre una
serie de eventos adaptativos que dan lugar a modificaciones de valores
en variables fisiolégicas indispensables para la supervivencia del RN
en un medio externo hostil; por ejemplo, el infante necesita tener la ca-
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pacidad de regular su temperatura corporal asi como de mantener los
niveles sanguineos de metabolitos energéticos (por ejemplo, glucosa),
procesos que cuando estaba en el ttero eran regulados por la madre.

De la misma manera, el RN tiene que enfrentarse y adaptarse a va-
riaciones ciclicas ambientales, como las que ocurren en la temperatura
ambiental y, principalmente, a los ciclos de luz/oscuridad (L-O). Para
esto el neonato cuenta con un sistema circadiano que en el RN a término
se encuentra totalmente desarrollado (Seron et al., 2001). Se considera
que para la maduracién adecuada del sistema circadiano es necesario
que el infante se exponga a sefiales ambientales ciclicas, tales como el
ciclo luz/oscuridad (Ariagno & Mirmiran, 2001).

El sistema que se encarga de la medicién temporal bioldgica se conoce
como circadiano y estd compuesto por multiples estructuras en el cerebro
y organos periféricos que muestran oscilaciones temporales de manera
acoplada. El sistema circadiano cuenta con vias anatémico-funcionales
encargadas de llevar la sefial de temporalidad de los estimulos externos al
reloj biolégico; a estas vias de entrada de informacién se les conoce como
vias de sincronizacion. La via maés relevante de sincronizacion es la retina,
que lleva la informacién luminosa a través del tracto retino-hipotaldmico
al reloj biolégico, el cual se localiza en el nicleo supraquiasmatico del
hipotdlamo. El nidcleo supraquiasmatico (NSQ) sincroniza a los demds
osciladores del organismo a través de otras multiples vias, que pueden
ser neurales o humorales (Buijs et al., 2003; Hastings et al., 2007). Este es
considerado una pieza fundamental en el sistema circadiano, ya que su
ausencia genera la pérdida de los ritmos o arritmicidad y el desacopla-
miento entre los osciladores periféricos (Weaver, 1998).

El desarrollo y maduracién de los componentes del sistema circa-
diano se dan de manera gradual y por separado; asi, aunque la retina
comienza su desarrollo desde la semana 20 de gestacion, tenemos que es
hasta los 5 afios de edad que se considera totalmente madura (Seron et
al., 2001). Lo anterior no descarta que desde el nacimiento ésta participe
ya como una de las vias principales de sincronizacién. Por otro lado,
el NSQ se forma a la mitad de la gestacion, entre las 16 y 20 semanas
(Rivkees & Hao, 2000). Para proporcionar informacién sobre el desarro-
llo del sistema circadiano en el humano se han realizado estudios ana-
témico funcionales en primates no humanos. A partir de estos estudios
se sabe que el NSQ estd presente desde finales del segundo trimestre
de la gestacion; ademds, también se ha podido determinar que el NSQ
comienza a presentar oscilaciones diarias asociadas al ciclo dfa-noche in
utero (Rivkees & Hao, 2000).
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La funcién del sistema circadiano se hace evidente porque se han
podido detectar ritmos circadianos en la frecuencia cardiaca y actividad
pulmonar de los RN, asi como a nivel de esteroidogénesis adrenal en
fetos (Seron et al., 2007; Rivkees et al., 1997). También se sabe que el
NSQ es sensible a la luz desde etapas muy tempranas, equivalentes en
el humano a las 25 semanas de gestacién (Hao & Rivkees, 1999), lo que
sugiere que desde esta edad se encuentra integra la conectividad de la
de via retino-hipotaldmica hacia el NSQ. A pesar de ello, dentro del
ttero la sincronizacion del sistema circadiano es guiada por la influencia
circadiana de la madre (Ohta et al., 2008).

Por otro lado, en un estudio morfoldgico del NSQ humano, realizado
en los primeros meses de vida mediante técnicas de tincién inmuno-
histoquimica con anticuerpos contra la vasopresina (AVP), se pudo
observar que en el momento del nacimiento el nimero de células que
contienen AVP en el NSQ es minimo, y que posteriormente el ntimero
de éstas aumenta considerablemente. Este aumento celular coincide con
el periodo en el cual la ritmicidad circadiana es evidente para la mayoria
de funciones fisiolégicas y conductuales del infante (Swaab et al., 1985).

INFLUENCIA MATERNA EN EL DESARROLLO
DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

Durante el embarazo el feto funciona como un oscilador periférico mds,
s6lo que en el interior del dtero de la madre tienen lugar sefiales humo-
rales que pasan a través de la placenta para mantenerlo acoplado (ver
figura 3.1). Estas sefales son consideradas como una variedad de esti-
mulos temporales no féticos que incluyen a su vez sefiales nutricionales
y hormonales que atraviesan la placenta (Seron et al., 2007).

Del mismo modo, se ha descrito de manera experimental que en la
placenta y en el tdtero ocurren oscilaciones circadianas de genes reloj,
llamadas asi porque se expresan de manera periddica; y especialmente
el gen Perl muestra que el ttero y la decidua placentaria mantienen
oscilaciones circadianas estables durante la gestacién, haciendo posible
que se provea al feto con otra via de informacién circadiana (Akiyama
et al., 2010).

En un sistema ideal, donde la madre provee de nutrientes al producto
y forma parte del medio ambiente en el que el feto se desenvuelve, es
l6gico pensar que cualquier circunstancia que afecte directamente a la
madre puede alterar al organismo in iitero (Aagaard-Tillery et al., 2008).
Es necesario hacer énfasis en la alimentacién y tipo de nutrientes que
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ingiere la madre, ya que la exposicién in iitero de una dieta alta en grasa
altera la expresion fetal de genes reloj en tejidos periféricos como el hi-
gado (Suter et al., 2011). Estudios experimentales han demostrado que
la programacién de los horarios fijos de alimentacion en ratas gestantes
mantiene los ritmos circadianos en fetos aun si la madre tuviera lesién
de NSQ (Ohta et al., 2008; Reppert et al., 1988; Novakova et al., 2010).
Por lo tanto, resulta importante valorar las diversas condiciones mater-
nas que influyen sobre el desarrollo fetal.

FIGURA 3.1. Durante el embarazo el feto funciona como un oscilador periférico mds y es sincronizado
por sefiales circadianas maternas como la melatonina, el cortisol y algunas sefiales metabdlicas que
llegan a través de la unién feto-placentaria.
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Acerca de la influencia materna sobre el RN, la mayor parte de los
estudios convergen al sefialar el efecto negativo de problemas clinicos
durante la gestacién, incluyendo alteraciones metabdlicas, genéticas,
vasculares, autoinmunes e infecciones, las cuales afectan el crecimiento
fetal y repercuten en el peso del bebé al nacer. También se ha reportado
la influencia negativa de las alteraciones en el ciclo de suefio-vigilia y
el estrés crénico de la madre en el RN, lo que trae como consecuencia
alteraciones en el ritmo circadiano de hormonas como la melatonina y
el cortisol (El-Hennamy et al., 2008).

Se sabe que un feto sano de 16-20 semanas de desarrollo presenta un
ritmo de actividad locomotora y de frecuencia cardiaca con una relacién
estable y acoplado con el ritmo de actividad/reposo de la madre (ver
figura 3.2). Sin embargo, la ausencia de una ritmicidad clara entre las
semanas 20 a 24 de la gestacion indica retraso en el desarrollo y creci-
miento del feto (Kintraia et al., 2005).

Patrén de Actividad Locomotora

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas del Dia

FIGURA 3.2. Gréfica que representa la correlacion entre las fases de reposo y actividad del feto con
respecto a las de la madre, donde se propone la existencia de una relacién de fase estable entre
ambos ritmos (modificada de Kintraia et al., 2005).

Por otro lado, tenemos que el eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal es uno
de los primeros sistemas endocrinos que se desarrolla durante la vida
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fetal; la secrecién de glucocorticoides es necesaria para la maduraciéon
de 6rganos esenciales como el pulmoén y el intestino. Los niveles san-
guineos de glucocorticoides maternos aumentan durante la noche y
atraviesan la placenta gracias a la saturacién de la enzima 11-p hidroxi-
lasa; esta sefial hormonal materna es de suma importancia ya que los
glucocorticoides en la circulacién fetal contribuyen también a la ade-
cuada maduracién pulmonar (ver figura 3.3). Por lo tanto, se considera
que la regulacién cronobioldgica del eje hipotdlamo-hipofisiario-adrenal
puede ser un mecanismo esencial para la regulacién adecuada del creci-
miento fetal (Kivlighan et al., 2008).

FIGURA 3.3. Modelo de transferencia de glucocorticoides de la madre al feto a través de la placenta
para apoyar el desarrollo normal de los pulmones del feto. Las flechas negras verticales representan
la cantidad de corticosterona transferida por la mafana (flecha delgada) o por la noche (flecha
gruesa). La corticosterona fetal deriva de la madre y de la secretada por la suprarrenal fetal; esta
secrecién apoya el desarrollo de los érganos fetales, incluidos los pulmones.

RITMOS CIRCADIANOS EN EL RECIEN NACIDO

La ritmicidad en los pardmetros fisiolégicos asi como en los ritmos con-
ductuales en los recién nacidos se ha estudiado desde principios de los
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afios cincuenta. Uno de los primeros estudios realizados sobre el desa-
rrollo y maduracién del ciclo suefio-vigilia en el RN es el de Kleitman &
Engelmann (1953), donde los autores describen una asociacién directa
de la ritmicidad del ciclo suefio-vigila con la demanda de alimentacién
de los recién nacidos. La observacién directa de infantes durante los pri-
meros seis meses de vida evidencié un cambio de patrones ultradianos
a ciclos con periodos de alrededor de 25 horas para las ocho semanas de
edad, y se observé un patrén sincronizado a 24 horas en el ciclo suefio-
vigilia alrededor de las 16 semanas de edad (Henderson et al., 2010).

También se han evaluado patrones de actividad/reposo en recién
nacidos, asi como frecuencia cardiaca, temperatura y suefio (Weaver,
1998), pero, a pesar de esto, la caracterizaciéon de los ritmos circadianos
ha sido muy complicada. Algunos estudios han revelado sélo la presen-
cia de ritmos con periodos menores a 24 horas (ultradianos) a temprana
edad (Anders & Keener, 1985; Glotzbach et al., 1995).

La expresion de ritmos circadianos en recién nacidos estudiados en
la actualidad no son totalmente claros, probablemente la razén sea que
el alimento y el contacto fisico materno influyen en dichas variables
enmascarando la detecciéon de ritmos circadianos. Por ello existe una
disyuntiva constante en este campo de la exploracién cronobiolégica
neonatal, pues se menciona que no se encuentran ritmos circadianos
presentes al nacimiento en cualquiera de las funciones que se midan,
como la frecuencia cardiaca, el suefio-vigilia, la temperatura, la resisten-
cia eléctrica de la piel y funcién renal. Este concepto de la falta de rit-
micidad al nacimiento y el desarrollo gradual de los ritmos circadianos
ha sido consistente en estudios cldsicos de los recién nacidos. Gracias a
la utilizacién de sistemas de andlisis de datos mds sofisticados que han
permitido la descripcion tanto en el feto como en el RN, recientemente
se ha evidenciado la ritmicidad circadiana en funciones cardiovascula-
res y pulmonares de los mismos, pudiendo utilizar la funcién circadiana
de los ritmos en el RN como un indice de valoracién de un RN sano o
de alto riesgo.

Los hallazgos anteriores aclaran algunas ideas sobre el desarrollo de
los ritmos circadianos en los recién nacidos, por ejemplo: 1) Las diferen-
tes funciones fisioldgicas desarrollan su ritmicidad circadiana de forma
independiente, 2) El ritmo circadiano de las diferentes funciones se
manifiesta en distintos momentos después del nacimiento, y 3) Durante
el desarrollo, la periodicidad circadiana muestra un aumento en el ran-
go de oscilacién y esto se produce en todas las funciones fisiolégicas
(Henderson et al., 2010; Rivkees, 2004).
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Asi mismo, se ha podido observar que en nifios recién nacidos a término
y sanos, las condiciones ambientales a las que se exponen inmediatamente
después del nacimiento pueden retardar su adaptacién o, por el contrario,
favorecer una rdpida y adecuada respuesta a los ciclos del medio externo.
Un ejemplo claro de la relevancia de las condiciones ambientales fue re-
portado en un estudio, en donde se revela que la programacién de los ho-
rarios de alimentacién en recién nacidos reduce el tiempo requerido para
la adaptacién a un horario diurno de actividad-reposo. Dicho estudio se
realiz6 con dos hermanos gemelos, donde a uno de ellos (el primogénito)
la alimentacién nocturna se le suspendié a partir de la quinta semana de
nacido y sélo tuvo acceso al alimento durante el dia, lo que favoreci6 la
aparicién de un ritmo circadiano de actividad/reposo estable 4 semanas
después; por el contrario, en el hermano (el que naci6 en segundo lugar), al
que se le permitié la alimentacién nocturna hasta la semana 13 posparto, se
retardé la aparicién de una organizacién circadiana del ciclo suefio-vigila
hasta después de la semana 27 de nacido. El estudio concluye que la mani-
pulacién de los horarios de alimentacién, ademds del ciclo luz/oscuridad,
es primordial para la organizacién circadiana (Lorh & Siegmund, 1999).
De este modo, las sefiales temporales son de vital importancia para el de-
sarrollo y la sincronizacién del sistema circadiano.

Por otro lado, tenemos que la alternancia de la luz es una potente e
importante sefial temporal para los recién nacidos, lo cual quedé demos-
trado en otro estudio realizado en recién nacidos sanos a los cuales se les
mantuvo en condiciones de luz constante durante los primeros diez dias
posnatales y quienes tardaron aproximadamente 25 dias después del
egreso hospitalario en mostrar una organizacién ritmica circadiana en la
conducta de actividad/reposo; este caso se comparé con otro grupo de
recién nacidos a los cuales se les colocé bajo un ciclo de luz/oscuridad
(12 horas de luz/12 horas de oscuridad), y quienes durante los primeros
diez dias posnatales mostraron una organizacién circadiana del ritmo ac-
tividad-reposo inmediatamente después del egreso hospitalario (Rivkees
et al., 2002).

Los resultados de estos estudios revelan que el sistema circadiano
después del nacimiento es totalmente funcional, que tiene la capacidad
de responder y sobre todo de sincronizarse a eventos ambientales tem-
poralmente regulares y predecibles, como en el ejemplo del alimento y
la luz. En este sentido, la luz tiene efectos potenciales para la salud y el
desarrollo, por lo que un ambiente de luz constante se relaciona con estrés
en los infantes, manifestdndose un incremento en los niveles de actividad
locomotora, disminuyendo las horas de suefio, produciendo arritmicidad
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y bradicardia (Mirmiran & Ariagno, 2000). Estos hallazgos se han replica-
do experimentalmente en roedores nocturnos, donde la presencia de luz
constante induce la pérdida gradual de diversos ritmos circadianos y, en
algunos casos, la aparicién de ritmos de mayor frecuencia o ultradianos
(Deprés-Brummer et al., 1995). En nuestro laboratorio hemos visto, ade-
mas, que la exposicion a la luz constante desde el nacimiento induce a una
degeneracién en la retina, asi como a trastornos circadianos conductuales.

ADARTACION DE LOS RECIEN NACIDOS
PRETERMINO A EVENTOS CRONOSTATICOS

Con los hallazgos mencionados previamente se deduce que la adap-
tacion fisiolégica posnatal se ve comprometida por factores maternos
y factores propios del desarrollo, por lo que es de suponer que las
respuestas fisioldgicas adaptativas en los bebés prematuros sean inade-
cuadas y estos tarden mayor tiempo en adaptarse (Jackson et al., 2004).

Estudios realizados con recién nacidos prematuros indican que tienen
un retraso en el desarrollo de los ritmos circadianos en comparacién con
los recién nacidos a término (Rivkees & Hao, 2000), esto aunado a las con-
diciones ambientales a las que son expuestos durante el periodo neonatal,
ya que en la mayoria de los servicios de perinatologia los recién nacidos
pretérmino son hospitalizados por periodos prolongados bajo condicio-
nes de iluminacién constante, ya sea luz constante o luz tenue constante,
es decir, no existe una alternancia significativa en las intensidades de ilu-
minacién entre una fase de luz y una de oscuridad. Como mencionamos
previamente, es muy importante exponer a los recién nacidos a eventos
ciclicos externos para favorecer y estimular el desarrollo del sistema circa-
diano, sin embargo, por las necesidades de vigilancia intrahospitalaria del
RN es dificil poder establecer este tipo de iluminacién de luz/oscuridad
en las unidades de cuidados intensivos neonatales.

Actualmente se han podido realizar algunos estudios donde se han
examinado los efectos de la sincronizacién por luz en los bebés recién
nacidos pretérmino. En uno de estos estudios se examiné el desarrollo
del ritmo circadiano de actividad /reposo en recién nacidos pretérmino,
de tal forma que un grupo de bebés fue expuesto a condiciones de luz
continua y el otro grupo a ciclos de luz/oscuridad durante diez dias
en el hospital antes de darlos de alta. En los recién nacidos que fueron
expuestos al ciclo luz/oscuridad se observé una sincronizacién mds
rdpida con el medio exterior y la aparicién de ritmos circadianos en el
ciclo suefo-vigilia (Rivkees et al., 2002).
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Con esta misma manipulacién de imponer un ciclo de luz/oscuridad
en recién nacidos pretérmino durante su estancia intrahospitalaria se
presenta como resultado una mayor ganancia de peso, asi como mayor
duracién de los periodos de suefio durante las 24 horas del dia, a dife-
rencia de los infantes que se mantienen en condiciones constantes de
iluminacién, donde se ha encontrado la presencia de patrones cadticos en
el ciclo de actividad / reposo y menor ganancia de peso corporal (Mann et
al., 1986). Debido a lo anterior, recientemente se ha sugerido que la expo-
sicién de los infantes a ciclos de luz/oscuridad favorece el incremento de
peso y el crecimiento intrahospitalario (Brandon et al., 2002). Por lo que,
considerando la dificultad para detectar y registrar ritmicidad circadiana
en recién nacidos pretérmino, los mecanismos por los cuales la luz puede
influir en el crecimiento de prematuros no estdn claros (Rivkees y Hao,
2000), ya que la ritmicidad no es aparente en recién nacidos pretérmino
sino hasta después de seis semanas posteriores al nacimiento.

Estas conclusiones se han basado en registros continuos de tempera-
tura rectal durante 48 horas y en registros continuos de actividad/re-
poso (Glotzbach et al., 1995; Mirmiran & Ariagno, 2000; McGraw et al.,
1999). Por otro lado, hay quien afirma que se pueden evidenciar ritmos
circadianos en recién nacidos pretérmino que fueron expuestos a ciclos
de luz/oscuridad desde el momento del nacimiento utilizando sensores
de actividad locomotora conectados a un monitor que registraba los
ritmos de reposo/actividad (Rivkees, 2003).

También se ha documentado que un ambiente de luz constante puede
contribuir a enfermedades del ojo en infantes prematuros (Glass et al.,
1985) produciendo degeneracién retiniana, pues como anteriormente
se comento, la retina es la via principal de entrada de la sefial de sin-
cronizacion para el sistema circadiano, y si ésta se encuentra bajo luz
constante, ademds de sufrir los efectos directos de la propia luz, en un
principio estard estimulando de manera continua al NSQ. Se sabe que
la luz constante genera un fenémeno de pérdida del ritmo circadiano en
animales de experimentacién, por lo que algunos investigadores propo-
nen un programa asistencial del desarrollo de cuidados neonatales in-
dividualizados, sugierendo que dado que el titero es oscuro los infantes
pueden desarrollarse mejor en un ambiente de oscuridad que en uno de
luz constante (Als et al., 1994).

En contraparte, otros autores postulan que prenatalmente el infante esta
expuesto a ritmos de la madre que se encuentran sincronizados al ciclo luz/
oscuridad y que indirectamente el RN se sincroniza a su vez a esta sefial
(Reppert et al., 1988). Esto sugiere entonces que la utilizacién de ciclos de
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luz/oscuridad inmediatamente después del nacimiento puede ser benéfica
para el producto, sin embargo, la falta de mds estudios clinicos experi-
mentales en el drea han generado una ausencia de consenso en cuanto a
la utilizacién o no del ciclo de luz/oscuridad como una medida de rutina
en la unidades de cuidados intensivos neonatales (UCIN). Por otro lado, el
uso de condiciones de luz constante en la mayoria de los servicios de hos-
pitalizacién no tiene una base cientifica sélida (Ariagno & Mirmiran, 2001).

Tomando en cuenta que el sistema circadiano es fundamentalmente
homeostdtico-temporal, que influye potentemente sobre el desarrollo
humano y que después del nacimiento requiere una progresiva madura-
cién, la implementacién de estudios que refuercen la biologia circadiana
llegard a ser un importante componente de los cuidados neonatales. Por
nuestra parte, convencidos por la hipétesis de “que el establecer un ciclo
luz/oscuridad a los bebés nacidos prematuramente que se encuentran en
las UCIN ayuda a mejorar su evolucién y a establecer patrones ritmicos
fisiolégicos y conductuales”, realizamos un estudio clinico-experimental
con bebés recién nacidos pretérmino sanos, dividiéndolos en dos grupos:

1) Un grupo control que se mantuvo en condiciones de iluminacién
constante habitual en la UCIN.

2) Un grupo experimental al que se le impuso un ciclo de luz/oscu-
ridad. Para producir la fase de oscuridad se utilizaron cascos de
acrilico cubiertos con tela, como se muestra en la figura 3.4.

GRUPOS
CONTROL (L/L) EXPERIMENTAL (L/O)

FIGURA 3.4. Fotografia donde se muestra la utilizacién de cascos de acrilico (A) cubiertos con tela para
establecer un ciclo de luz/oscuridad (B) en recién nacidos pretérmino en la UCIN; esta medida logra
una diferencia significativa en la intensidad de iluminacién 250 lux durante el dfa y 27 lux durante
la fase de oscuridad.
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Esta medida permitié establecer una diferencia significativa de ilumi-
nacién durante el dia y durante la noche. Se realizaron evaluaciones de
signos vitales asi como de consumo de alimento y ganancia de peso cor-
poral diariamente desde el dia del nacimiento hasta su alta de la UCIN.
Como se esperaba, en estos recién nacidos no pudimos identificar cla-
ramente un ritmo circadiano en ninguno de los pardmetros evaluados,
lo cual coincide con lo mencionado con anterioridad en cuanto a que
durante los primeros dias de nacidos los bebés sélo presentan algunos
ritmos ultradianos; no obstante, en este estudio encontramos que al es-
tablecer un ciclo de luz/oscuridad los bebés tuvieron mejor tolerancia
al alimento, disminucién en el nimero de vémitos y en evacuaciones
diarreicas en comparacién con los bebés que estdn en condiciones de
luz constante.

Los resultados obtenidos mostraron que los bebés no perdieron peso
sino que, por el contrario, la ganancia de peso corporal fue mds rdpida
y constante (ver figura 3.5); consecuentemente estos bebés se dieron de
alta hospitalaria mds rdpido, egresando en promedio 20 dias antes que
los bebés que estuvieron bajo una luz constante.
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FIGURA 3.5. Gréfica donde se muestra que el grupo de recién nacidos que estuvo en condiciones de
luz/oscuridad (barras negras) presenté mayor consumo de la férmula ldctea comparado con los
bebés que estuvieron bajo condiciones de luz constante (barras blancas), principalmente durante
los primeros 12 dias.
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Esto, por supuesto, es una gran ventaja porque se reduce directamente el
riesgo de adquirir enfermedades nosocomiales, ademds de que existe un
ahorro econémico tanto familiar como hospitalario. Por otra parte, en las
mediciones que analizamos también pudimos observar que a partir del
cuarto dia bajo condiciones de luz/oscuridad los bebés mostraron mejoria
notable, por ejemplo, en la perfusién periférica de oxigeno, medida por
pulso-oximetria, asi como una mejor oxigenacién en comparacién con
los bebés bajo condiciones de iluminacién constante (ver figura 3.6). Con
estos resultados hemos podido comprobar las ventajas que ofrece el ciclo
de luz/oscuridad durante los primero dias después del nacimiento, por lo
que proponemos que en todos las UCIN deberian revalorarse las normas
internas que sugieren mantener a los bebés en condiciones de iluminacién
constante, asi como sus ventajas y desventajas sobre la salud.

Perfusion Periférica de Oxigeno
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FIGURA 3.6. Gréfica donde se representa la perfusién periférica de oxigeno medida por pulso-
oximetria. Se puede observar que los bebés mantenidos bajo el ciclo luz/oscuridad (barras negras)
tienen una mejor oxigenacién comparados con los bebés en condiciones de iluminacién constante
(barras blancas).

CONCLUSIONES

El conocimiento sobre fenémenos tan sutiles como el efecto del ciclo
luz/oscuridad en el desarrollo y maduracién de los sistemas de re-
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gulaciéon homeostética se debe ampliar con mds estudios clinicos que
exploren otras variables y, sobre todo, habrd que tomar en cuenta los re-
sultados ya existentes como parte integral de la atencién al recién nacido,
como los ya reportados en este trabajo: que la exposicion de los lactantes
prematuros con un ciclo de luz/oscuridad mejora la estabilidad de la
frecuencia cardiaca y la saturacién de oxigeno periférico, que tienen
una ganancia rdpida de peso y, sobre todo, que disminuye la duracién
de la estancia hospitalaria. Esto dltimo es muy importante porque no
s6lo el bebé llega rdpidamente al lecho familiar, sino que también re-
duce su tiempo de exposicién a enfermedades nosocomiales, al mismo
tiempo que los costos econémicos directos e indirectos en los servicios
de salud y la familia son menores.

En un sentido mds amplio podemos comentar que la utilizacién de
los conocimientos adquiridos a través de los estudios cronobiolégicos
para descubrir la predisposicién a determinadas enfermedades o para
explorar el momento mds adecuado en la administracién de un trata-
miento tiene un gran potencial que no se ha explotado adecuadamente.
Es importante realizar disefios experimentales rigurosos en este campo
que permitan demostrar las aportaciones de la cronobiologia a la comu-
nidad médica.
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hormonal o la activacién enzimdtica en funcién de las necesidades im-
puestas por el ambiente. De esta forma, los organismos son capaces de
“anticipar” el reto metabdlico, fisiolégico o conductual que se puede
presentar a lo largo del ciclo luz/oscuridad. En este marco, los ritmos
circadianos forman parte integral y esencial de la fisiologia de la inmen-
sa mayoria de los organismos conocidos.

Los ritmos circadianos, cuyo periodo de fluctuacién se encuentra cer-
cano a las 24 horas, son fenémenos convergentes que han aparecido a lo
largo de la escala filogenética. Por ejemplo, se reconocen mecanismos de
medicién de tiempo en organismos tan variados como cianobacterias,
hongos, plantas, insectos, moluscos, asi como en todos los vertebrados
(Harmer et al., 2001). Aunque cada uno de estos grupos representa una
estrategia evolutiva diferente, todos los sistemas capaces de incorporar
en su biologia la facultad de medir el tiempo presentan los siguientes
elementos: 1) Un componente sincronizable a las variaciones geofisicas
imperantes, 2) Un dispositivo marcapaso o reloj molecular, y 3) Vias de
salida que confieren especificidad fenotipica.

El desarrollo de este capitulo estd centrado principalmente en descri-
bir los factores y elementos que conforman el reloj molecular (sistema de
genes y sus productos transcripcionales) en mamiferos, tanto en el ni-
cleo supraquiasmaético (NSQ) como en osciladores periféricos. Estos son
considerados como los principales mecanismos de regulacién de los rit-
mos circadianos en los niveles transcripcional, epigenético y metabdlico.

LA GENETICA DEL RELOJ] MOLECULAR

La mayor parte de los procesos biolégicos requieren de la activacién e
inactivaciéon de ciertos genes, y las oscilaciones circadianas no son la
excepcion. De aqui que la maquinaria bdsica encargada de generar los
ritmos circadianos en el NSQ sea intracelular, es decir, cada neurona
funciona como un oscilador y tal oscilacién se produce por las asas de
retroalimentacién de transcripcién-traduccién de los genes reloj (Ko &
Takahashi, 2006). Por lo tanto, los ritmos circadianos que se observan en
los organismos dependen de que se lleven a cabo de manera periédica
los fenémenos tanto de transcripcién —que es el flujo de la informacién
genética de una molécula de 4dcido desoxirribonucleico (DNA, por sus
siglas en inglés) a una molécula de dcido ribonucleico (RNA, por sus siglas
en inglés)- como de traduccién —que es el paso de moléculas de RNA
a moléculas funcionales como las proteinas (Kornberg, 2007). En este
sentido, se ha identificado una serie de genes y sus respectivas proteinas
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que participan en la generacién de la ritmicidad circadiana a través de
un asa positiva como los genes Clock y Bmal, y de un asa negativa, como
los genes Per y Cry; otros genes que participan en este mecanisno son
Rev-erb-a. y Dec. A este conjunto de genes se les ha denominado “genes
reloj” (Ko & Takahashi, 2006).

El asa de transcripcién/traduccién de los genes reloj se caracteriza
por tener diferentes puntos de regulacién de la expresién de los genes:
a nivel transcripcional controlando o previniendo el reclutamiento del
RNA polimerasa II; a nivel postranscripcional involucra la maduracién
del RNA por edicién (en inglés: Splicing) y los arreglos a nivel de la cro-
matina (ver figura 4.1).

FIGURA 4.1. Regulacién genética. Asa bdsica de transcripcién/traduccion de los genes reloj. Las
proteinas CLOCK (C) y BMALI (B) activan la transcripcién de los genes que contienen cajas E en
su regi6n promotora. Por su parte, las proteinas PER (P) y CRY (Cr) inhiben la transcripcién de los
mismos genes. DEC (D) y REV ERB o (Ra) acttian como represores.

Regulacién a nivel transcripcional. Factores de transcripcién

La regulacién a nivel transcripcional es una pieza clave para el funciona-
miento del reloj circadiano, ésta involucra la participacién de factores de
transcripcién que son proteinas capaces de interactuar con secuencias
cortas del DNA a las que se denominan regiones cis-reguladoras o mo-
tivos del DNA. Las regiones cis constan a su vez de una regién proximal
que sirve para el reconocimiento del RNA Polimerasa II, asi como de
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una distal, donde se encuentran las secuencias que interaccionan con los
factores transcripcionales. Por su parte, los factores de transcripcién se
componen de un dominio de unién al DNA que entra en contacto con
la secuencia cis, y un dominio de regulacién transcripcional que activa o
reprime la transcripcién del gen (Walhout, 2006).

En el asa bdsica de transcripcién/traduccién de los genes reloj encon-
tramos 2 factores que controlan el asa de oscilacién. Asi, los productos
dimerizados de los genes Clock y Bmall (CLOCK-BMAL1) (Debruyne
et al., 2006) activan la transcripcién de los genes Perl, Per2 (Bae et al.,
2001), Cry1, Cry2 (Kume et al., 1999), Dec1, Dec2 (Hamaguchi et al., 2004)
y Rev-erb-a (Triqueneaux et al., 2004). A su vez, las proteinas PER-CRY
reprimen tanto la actividad de CLOCK-BMALI, ya que este dimero
inhibe la transcripcién de Per y Cry (Sato et al., 2006), como la transcrip-
cién de Rev-erb-a (Preitner et al., 2002) y de Dec (Hamaguchi et al., 2004).

El asa de retroalimentacién negativa es necesaria para sostener la
oscilaciéon circadiana, como lo demuestran mutaciones en los genes Per
y Cry (Cermakian et al., 2001). Por otra parte, los elementos como Rev-
erb-a. y Dec ayudan a estabilizar el ciclo. La proteina REV-ERBa también
actda como un factor de transcripcién que inhibe la transcripcién de
Bmall. Asi, cuando el complejo PER-CRY reprime a CLOCK-BMAL1
disminuye la expresién de Rev-erb-a, lo que conduce a la transcripcién
de Bmall, asegurando que el ciclo se repita y regulando la salida ritmica
del reloj (Sato et al., 2004b). Por su parte, las proteinas DEC1 y DEC2
pueden reprimir su propia transcripcién (Sato et al., 2004a), asi como la
transcripcion de los genes Per y Cry (Hamaguchi et al., 2004).

Proteinas PER y CRY

Estas proteinas forman parte del asa de retroalimentacién negativa. Para
el caso de PER, en Drosophila, se ha caracterizado que posee un dominio
PAS (Yildiz et al., 2005) que permite formar homo o heterodimeros. Una
de las modificaciones postranscripcionales mds importantes que sufren
PER y CRY es la fosforilacién por la caseina cinasa do &, lo que produce
heterodimeros PER-CRY (Eide et al., 2002). Ahora se sabe que PER fos-
forilado es mds estable, lo que permite su acumulacién y formacién de
dimeros con CRY, por lo que se ha sugerido que la fosforilacién deter-
mina la estabilidad del periodo de oscilacién (Yagita et al., 2000; Eide et
al., 2005). Por ultimo, se ha demostrado que la formacién de los hetero-
dimeros PER-CRY previene la ubiquitinacién de PER y su degradacién
en el citoplasma (Yagita et al., 2002).
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Por su parte, CRY parece ser un fuerte represor del dimero formado
por los factores de transcripcion CLOCK-BMAL1 (Griffin et al., 1999).
Estudios en las proteinas CRY del pez cebra han llevado a identificar
al dominio RD-2b, que interacttiia con el heterodimero CLOCK-BMAL
impidiendo que se asocie con el DNA, y evitando la transcripcién de los
genes de salida (Hirayama et al., 2003).

Proteinas CLOCK y BMAL

Las proteinas CLOCK y BMALL1 pertenecen a una subfamilia de factores
de transcripcién llamados bHLH/PAS, los cuales se caracterizan por
presentar un dominio HLH que consta de 2 hélices alfa conectadas por
un asa de longitud variable y un dominio PAS (Kewley et al., 2004). Los
factores de transcripcién bHLH regulan diferentes funciones celulares,
como el ciclo celular, la diferenciacién celular, la respuesta al estrés
y los ritmos circadianos (Massari & Murre, 2000). Esta subfamilia de
proteinas se caracteriza por unir secuencias cis-reguladoras conocidas
como “cajas E”. Se sabe que CLOCK-BMAL facilitan su fosforilacién y
su eventual translocacién al ntcleo (Kondratov et al., 2003).

La funcionalidad de las cajas E en el sistema circadiano
El hecho de que los genes reloj y los genes controlados por reloj presen-
ten oscilaciones circadianas robustas llevé a proponer la existencia de
secuencias cis-reguladoras a las que se llamé empiricamente “cajas-re-
loj” (Ishida, 1995). Mds tarde, la evidencia apunt6 a que estos elementos
reguladores eran cajas E, que son secuencias de nucle6tidos hexaméricas
del tipo CACGTG, pudiendo ser también cajas no candnicas del tipo
CANNTG (donde C es citosina, A es adenina, T es timina, G es guani-
na y N es cualquier nucleétido) a las cuales se pueden unir factores de
transcripcién del tipo BHLH /PAS, como las proteinas BMAL (Hogenesch
et al., 1998) y CLOCK (Darlington et al., 1998). Hao y colaboradores
(1997) describieron el primer promotor que contenia cajas E en el gen
Per de Drosophila y demostraron que éstas conferian una amplitud nota-
ble al ritmo de RNAm. Posteriormente, al remover otras secuencias en
el promotor observaron que el conservar la caja E era suficiente para la
expresion ritmica del RNAm (Hao et al., 1999).

Para considerar a las cajas E como un elemento circadiano —ya que es-
tas secuencias son reconocidas por toda una serie de factores transcrip-
cionales y no sélo por las proteinas reloj (Blackwell et al., 1993)—, se ha
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propuesto que dependen del contexto para su funcién. Por ejemplo, un
estudio revel6 que existe evidencia de que las secuencias que flanquean
a la caja E pueden restringir el rango de factores transcripcionales que
se unen a este elemento. Asi, se han identificado 2 secuencias consenso:
C3ALC G T LG 5A Yy TSALC G T ,G 3A , las cuales facilitan la
unién de CLOCK a la caja E. Este estudio sugiri6 que CLOCK/BMAL
se une con alta afinidad a la secuencias de caja E cuando éstas tienen
en su extremo 3" una C; mds adn, BMALI se une especificamente a la
mitad de la caja E cuando estd flanqueada en su extremo 3" por una
AGTGA. Los ensayos in vitro también sugirieron que CLOCK/BMALI1
se une a la secuencia (G/T)G(A/G)ACACGTGACCC. Esta informacion
permitié conocer las secuencias potenciales, sin olvidar que las modifi-
caciones postranscripcionales en los factores transcripcionales pueden
modular la especificidad y afinidad de la proteina por estas secuencias
(Hogenesch et al., 1998).

En el caso de algunos genes como Per se han encontrado 5 cajas E
candnicas seguidas, mientras que Per2 presenta 12 cajas no canoéni-
cas situadas al 0.7 kb corriente arriba del inicio de la transcripcién
(Travnickova-Bendova et al., 2002). Se ha sugerido que la presencia de
multiples cajas E tiene un efecto sumatorio sobre la activacién de los
genes por el complejo CLOCK-BMAL1 (Hida et al., 2000).

Una caracteristica que debemos destacar es que las cajas E no son
exclusivas de las regiones promotoras de los genes reloj; esto es impor-
tante ya que se ha descrito que algunos genes que presentan expresion
ritmica tienen cajas E y su transcripcién es activada por el heterodimero
CLOCK-BMALL, como en el caso de los genes Perl (Hida et al., 2000),
Avp (Jin et al., 1999) y Procineticina2 (Cheng et al., 2002).

Genes reloj y osciladores periféricos

Los genes reloj no sélo estdn presentes en el NSQ. A través de diversos
experimentos se ha demostrado que fragmentos de tejidos periféricos
mantenidos in vitro expresan de manera oscilatoria los genes Per1 y Per2
(Yoo et al., 2004), y que 6rganos como el pdncreas, el higado y el tejido
adiposo presentan fluctuaciones diarias en muchos de los genes involu-
crados en la fisiologia circadiana (Miihlbauer et al., 2004; Zvonic et al.,
2006). Lo anterior ha llevado a proponer que diferentes tejidos poseen
la maquinaria molecular bdsica para comportarse como osciladores y
que, por lo tanto, tienen la capacidad intrinseca de mantener su propio
ritmo de 24 horas.
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En este contexto, la ritmicidad circadiana que muestra una variable
fisioldgica se entiende como el resultado de la interaccién entre el mar-
capasos central (NSQ) y los osciladores periféricos (Tahara et al., 2012).
Asi, en osciladores periféricos como el higado, el pancreas y el tejido adi-
poso se ha demostrado que proteinas reloj juegan un papel importante
en la regulacion de las oscilaciones de genes y protefnas que participan
en el metabolismo (Kornmann et al., 2007). En el higado, por ejemplo,
REV-ERBa participa en la modulacién circadiana de genes involucrados
en el metabolismo del colesterol y los lipidos (Martelot et al., 2009) y
estd implicado en la oscilacién del 90% de las proteinas que muestran
expresion circadiana (Kohmman et al., 2007); del mismo modo, por lo
que respecta al tejido adiposo CLOCK y BMALI1 son importantes en la
adipogénesis (Wang & Lazar, 2008). BMAL1 también es importante para
la expresién de genes que participan en la destoxificacién xenobiética y
en la conversion de especies reactivas de oxigeno, las cuales se han aso-
ciado a procesos de envejecimiento (Kondratov et al., 2006). Mutaciones
en los genes Per2 y Clock alteran la expresion ritmica de protefnas como
la aldolasa, la arginasa y la catalasa (Reddy et al., 2006).

EPIGENETICA EN LOS RITMOS CIRCADIANOS

Generalidades

Las células somadticas de un organismo multicelular contienen la misma
informacién genética, sin embargo, pueden manifestar diversos feno-
tipos que expresan el material genético acorde con la adaptacion del
sistema biolégico a las condiciones ambientales. Esta expresion diferen-
cial del genoma se debe, en gran parte, a la regulacién por mecanismos
epigenéticos y sustenta las bases fundamentales de la fisiologia en hu-
manos (Arrowsmith et al., 2012).

Los mecanismos epigenéticos son cambios en la expresién de ge-
nes que ocurren sin alteraciones en la secuencia del DNA e implican
modificaciones covalentes del mismo y de las proteinas histonas que
lo empaquetan. Estas marcas epigenéticas permiten que las células
respondan a los cambios del medio ambiente. Diversos factores como
la nutricién, la contaminacion, el estrés y los ritmos circadianos se han
asociado con modificaciones en las marcas epigenéticas. La epigenética
describe estos mecanismos y provee el enlace entre la expresién génica
y el medio ambiente. Asi, el estilo de vida imprime marcas epigenéticas
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que permanecerdn por generaciones y determinardn el fenotipo celular
normal. Por tanto, diferencias individuales en las modificaciones a ni-
vel epigenético explican las variaciones en los fenotipos observadas en
humanos, que no se deben a variaciones genotipicas, como sucede en
gemelos homocigotos, y que pueden contribuir al desarrollo de ciertas
patologfas (Arrowsmith et al., 2012). Los mecanismos epigenéticos son
esenciales para el crecimiento y desarrollo de los organismos, asi como
para la homeostasis, por lo que errores en estas modificaciones pueden
llevar a estados patolégicos por varias generaciones.

MECANISMOS EPIGENETICOS

La epigenética hace referencia a los cambios reversibles en la expresion
génica que no dependen de modificaciones en la secuencia de nucle6ti-
dos del DNA, presentan un alto grado de estabilidad y son heredables,
propiedades que permiten a los organismos mantener un linaje celular
por muchas generaciones. Estos cambios se deben a modificaciones
covalentes de la estructura del DNA o de las histonas que constituyen
la estructura de la cromatina, que a su vez provocan cambios en su
grado de condensacién. La adaptacion al medio ambiente estd dada por
la plasticidad del genoma, permitiendo la reprogramacién celular que
resulta en la formacién de distintos fenotipos segtin los factores ambi-
entales a los que esté expuesto el organismo (Arrowsmith et al., 2012).
El control epigenético se lleva a cabo a distintos niveles: la metilacion
del DNA, modificaciones en las histonas y la accién de micro RNAs
(miRNAs); todas ellas contribuyen a la remodelacién de la cromatina.

La metilacion del DNA consiste en la adicién de un grupo metilo
al carbono 5 del nucleétido citosina; ésta se lleva a cabo por la accién
enzimdtica de DNA metiltransferasas (Bestor, 2000) y es la tnica modi-
ficacién covalente endégena que se conoce hasta ahora como una marca
epigenética en el genoma de los mamiferos (Costello & Plass, 2001). La
metilaciéon puede ser de dos tipos: a) de novo, que estd presente princi-
palmente durante la etapa de desarrollo embrionario temprano, y b)
de mantenimiento, la que durante la replicacién ocasiona que el DNA
sea metilado en la cadena nueva en sitios opuestos a metilaciones en la
cadena madre, permitiendo asi que los patrones de metilacién sean he-
redados y perpetuados en la poblacién celular (Bestor, 2000).

La mayoria de las 5-metilcitosinas en mamiferos estdn presentes en
secuencias de dinucleétidos de citosina-guanina, unidos a través de en-
laces fosfodiéster (5-CpG-3’) y situados principalmente en las llamadas
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islas CpG, que son secuencias desde 200 pares de bases de longitud que
contienen una alta frecuencia de estos dinucleétidos (>50%) (Gardiner-
Garden & Frommer, 1987) y estdn localizadas a lo largo de todo el
genoma. La metilacién del DNA estd directamente relacionada con el
silenciamiento de genes, puesto que produce cambios conformacionales
que afectan la interaccion DNA-proteina y hace menos disponible la
unién con factores de transcripcién y correguladores (Bird, 2002).

El correcto patrén de metilacion es vital para el desarrollo normal de
los vertebrados y esencial para la salud de las células y los 6rganos. En
el caso de los adultos este patrén se establece en ocasion posterior a una
ola de metilacién de novo, es especifico de célula y tejido, teniendo evi-
dencia de que ocurren cambios con la edad, sobre todo en islas CpG de
regiones promotoras (Costello et al., 2001). Si los patrones de metilacién
no estdn apropiadamente establecidos o mantenidos, diversas patolo-
glas como inmunodeficiencias o cdnceres podrian presentarse, y no sélo
eso, también desarrollarse resistencia a fdrmacos o a terapias quimicas
(Costello et al., 2001).

Las modificaciones postraduccionales que pueden ocurrir en las pro-
tefnas histonas como mecanismos epigenéticos incluyen la acetilacién, la
fosforilacion, la metilacién y la ubiquitinacién (Berger, 2007; Cheung et
al., 2000). A diferencia de la acetilacién, que generalmente se correlaciona
con la activacién transcripcional, la metilacién en las histonas se asocia
tanto con la activacion como con la represiéon génica, dependiendo del
sitio donde se encuentre la modificacion (Martin & Zhang, 2005). La ace-
tilacién es el resultado de la accién enzimdtica de una familia de histonas
acetiltransferasas, mientras que la metilacién se lleva a cabo por distintos
subtipos de histonas metiltransferasas. Estos procesos tienen su contra-
parte por accién de enzimas que desacetilan las histonas desacetilasas y
por aquellas que quitan grupos metilo, las histonas desmetilasas. El me-
canismo de remodelacién de la cromatina es dindmico y puede responder
al estado energético y metabdlico celular, que finamente es regulado en
los procesos fisioldgicos (Borrelli et al., 2008). Todas estas modificaciones
pueden ocurrir en uno o varios residuos pero a diferentes tiempos, y la
posibilidad de combinaciones es muy amplia, confiriendo el concepto de
“codigo epigenético” y sugiriendo que las modificaciones pueden estar
acopladas funcionalmente y ocurrir en combinaciones especificas.

Los miRNAs son una clase de RNAs no codificantes que regulan la
estabilidad o traduccién de los transcritos de RNAm. Son moléculas pe-
quefias conservadas a través de la evolucién que acttian como potentes si-
lenciadores de la expresion génica, ya sea via la represion de la traduccién
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o la degradacién del RNAm, y estan implicados en el desarrollo y enfer-
medades (Cheng et al., 2007). Si bien los miRNAs no modifican de manera
covalente los componentes de la cromatina y su conformacién, su acciéon
es considerada como un mecanismo epigenético debido al impacto que
tienen sobre la estabilidad del RNAm y sus efectos postranscripcionales.

El control epigenético en los ritmos circadianos

Una de las principales caracteristicas del reloj circadiano es su fina regula-
cién a nivel transcripcional. Debido a que gran cantidad de genes presen-
tan expresion oscilatoria, es indudable que los mecanismos implicados en
la expresién génica deben operar para asegurar una eficiente regulacién a
este nivel. Estos mecanismos abarcan la regulacién temporal de la trans-
cripcion asi como la remodelacién de la cromatina (Crosio et al., 2000).

En este sentido, diversos RNAm experimentan fluctuaciones circadia-
nas en su expresion (Duffield et al.,, 2002), por lo que la maquinaria del
reloj tiene la capacidad intrinseca de activar o reprimir la transcripcién
génica. Es interesante constatar que la mayoria de los transcritos presen-
tan expresion ciclica especifica de tejido (Panda et al., 2002; Yan et al.,
2008), lo que implica la presencia de reguladores especificos en la maqui-
naria transcripcional circadiana. Proteinas reloj actan como factores de
transcripcién al formar heterodimeros y sistematizar la transcripcion de
los denominados genes reloj que median la salida de la actividad del reloj
regulando diversas funciones del organismo, como se revis6 ampliamen-
te en la primera seccién.

Ademads de la regulacion temporal altamente especializada de la
transcripcion, la remodelacién de la cromatina estd vinculada a los rit-
mos circadianos (Borrelli et al., 2008; Crosio et al., 2000). En este sentido,
la activaciéon de genes controlados por el reloj, como Clock y Bmal estan
asociados a cambios circadianos en modificaciones de las histonas, tales
como acetilacién y desacetilacién (Curtis et al., 2004; Etchegaray et al.,
2003; Naruse et al., 2004). Estas observaciones indican que el estado de
la cromatina, ya sea condensado o relajado, es estable en forma especifi-
ca segun el tiempo circadiano. Por tanto, la histona H3 de la cromatina
es acetilada en las regiones promotoras de genes reloj como Per1, Per2 y
Cryl cuando estos genes estdn transcribiéndose de manera activa (Doi
et al., 2006; Nakahata et al., 2008), y es dimetilada o trimetilada en los
promotores de Perly Per2 (Etchegaray et al., 2006). De hecho, la protei-
na CLOCK participa directamente en la remodelaciéon de la cromatina,
actuando como una histona acetiltransferasa que acetila en lisina-9 y

82 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



lisina-14 a la H3 (Doi et al., 2006) y otras proteinas no histonas, pero
intimamente relacionadas con el reloj, como BMAL-1 (Hirayama et al.,
2007) y el receptor de glucocorticoides (Nader et al., 2009).

Otros ejemplos de la relaciéon de la organizaciéon de cromatina y la
ritmicidad circadiana son la fosforilaciéon de la H3 en el residuo de seri-
na-10, que estd implicada en la sefializacién mediada por la luz (Crosio
et al., 2000), asi como la acetilacion de la lisina-14 (Borrelli et al., 2008).
Evidencias recientes demuestran que no sélo la acetilacién sino también
la metilacién de las histonas pueden ser de gran importancia para la
funcién del reloj circadiano. Por ejemplo, la falta en la expresién de la
metiltransferasa EZ]2 altera el mantenimiento de los ciclos circadianos
(Etchegaray et al., 2006). También se observé que la trimetilacién de
la lisina-4 en la H3 en sitios promotores de Per se lleva a cabo de ma-
nera ritmica por la enzima histona metiltransferasa MLL1 (Katada &
Sassone-Corsi, 2010). Mds atin, el EZ]J2 interacciona con CLOCK y con
BMAL, aunque de manera no ritmica (Etchegaray et al., 2006), mientras
que MLLI1 interacciona con CLOCK y es reclutada al dimero CLOCK-
BMAL de manera circadiana (Katada et al., 2010).

En contraparte, poco se sabe de las histonas desacetilasas que actua-
rian equilibrando la actividad de acetilasa de CLOCK. En este sentido,
las sirtuinas (SIRT), que estructuralmente son diferentes a las cldsicas
histonas desacetilasas, tienen la propiedad de detectar el estado redox
celular, ya que utilizan al NAD" como coenzima (Bordone & Guarente,
2005); el grupo acetilo que libera el sustrato es transferido al NAD™"
generando el producto O-acetil-ADPribosa. Dada esta dependencia del
NAD?, las moléculas nucleares que incluyen las SIRT1 a 7 son consi-
deradas como el enlace funcional entre el metabolismo y la estabilidad
del genoma (Bellet & Sassone-Corsi, 2010). Se sabe que los ritmos cir-
cadianos estdn bajo control metabdlico y fisiolégico (Eckel-Mahan &
Sassone-Corsi, 2009; Rutter et al., 2002), y mds recientemente, que la
reorganizacion de la cromatina se encuentra bajo el control del reloj, por
lo que la relacién entre regulacién epigenética y el metabolismo celular
ha sido motivo de investigaciones que han definido a la maquinaria
circadiana como una interfase, privilegiada en la evolucién, entre el me-
tabolismo celular y el control epigenético (Sassone-Corsi, 2010).

La SIRT1 es una molécula clave en la modulacién del metabolismo,
ya que promueve la movilizacién de grasas del tejido adiposo y media
el metabolismo energético en tejidos metabdlicamente activos (Finkel et
al., 2009). En la cromatina, la actividad enzimadtica de la SIRT1 tiene como
sustrato principal las lisinas-9 y -14 de la histona H3, y la lisina-16 de la
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histona H4 (Imai et al., 2000). Sin embargo, sus blancos también incluyen
proteinas no histonas, como p53 y PGC-1a (Finkel et al.,, 2009), lo que
amplia el espectro de acciéon de la SIRT1 en la regulacion de la fisiologia
de los organismos.

A la SIRT1 se le considera una molécula reostdtica que modula la ac-
tividad de acetilasa de CLOCK vy la funcién circadiana, estableciéndose
un vinculo molecular interesante entre ellas (Nakahata et al., 2008). Asi,
entonces, se encuentra asociada con CLOCK, es reclutada en promotores
de genes con patrén circadiano, controla la estabilidad de proteinas reloj
como PER2 (Asher et al., 2008) y su ausencia o la inhibicién de su actividad
conduce a alteraciones significativas del ciclo circadiano (ver figura 4.2).
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FIGURA 4.2. Regulacion epigenética. La SIRT1 se asocia con el dimero CLOCK-BMAL1 formando un
complejo que es reclutado, de manera circadiana, hacia promotores de genes controlados por el
reloj. CLOCK actda como una acetilasa de histonas, y la SIRT, que es regulada directamente por el
estado metabdlico, parece reprimir la transcripcién génica a través de su actividad de desacetilasa
de histonas de manera dependiente del tiempo. Las acciones concertadas de acetilasa y desacetilasa
controlan la condensacién y descondensacién de la cromatina local a nivel de los promotores de
genes circadianos, resultando en la expresién génica ciclica. Ac-grupo acetilo.

En relacién con las acciones de los miRNAs, se ha observado que el miR-
219 es blanco del complejo CLOCK y BMALIL, exhibe una expresién
ritmica circadiana robusta y su abolicién alarga el periodo circadiano
(Cheng et al., 2007). El miR-132 es inducido por sefiales de sincroniza-
cién fética y podria modular la expresiéon de genes reloj como la trans-
cripcién de Perl y la proteina PER2, asi como atenuar la sincronizaciéon
por luz (Cheng et al., 2007). Los miRNAs pueden ser regulados por la
luz y posiblemente también por el reloj molecular, ya que en modelos
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in vitro de sobreexpresién de CLOCK y BMAL1 se ha observado la in-
duccién robusta de miR-219 (Cheng et al., 2007). Sin embargo, los genes
blanco que median sus efectos, tanto en el ritmo como en la sincroni-
zacion del reloj, permanecen desconocidos. Por tanto, se requiere de
mads estudios para identificar las redes génicas a través de las cuales los
miRNAs influyen en el proceso de ritmicidad biolégica.

Los mecanismos epigenéticos son responsables de la integracién de las
sefiales ambientales a nivel celular, por lo que tienen un papel fundamental
en enfermedades relacionadas con las dietas, el estilo de vida y la exposi-
cién ambiental a toxinas (Meaney, 2010). De tal forma que patologias como
el cancer, la inflamacién y enfermedades metabdlicas son estudiadas des-
de otra perspectiva para ser tratadas a nivel epigenético (Kelly et al., 2010).

De hecho, la alteracién en los ritmos podria influenciar la salud en
humanos, ya que ha sido asociada a desérdenes metabdlicos, insomnio,
depresion y cancer (Bechtold et al., 2010; Sahar & Sassone-Corsi, 2009),
lo que ha sido motivo de estudio en los tltimos afios. Queda un amplio
campo de investigacién en lo concerniente al impacto de los mecanis-
mos epigenéticos capaces de modificar la expresiéon de los genes al res-
ponder a los cambios en el medio ambiente y su relacién con el desajuste
de los ritmos biolégicos en estados patoldgicos, principalmente aquellos
relacionados con el metabolismo y la proliferacién celular.

METABOLISMO Y RITMOS CIRCADIANOS

El metabolismo consiste en una serie de reacciones bioquimicas que
implican la transformacién y asimilacién de moléculas para el sosteni-
miento de funciones vitales, como la nutricién, el crecimiento y la re-
produccién. Se trata de una compleja red de eventos moleculares que se
coordinan temporalmente con el reloj circadiano. En este contexto, se ha
reportado que una considerable proporcién de los transcritos (RNAm)
expresados en mamiferos (alrededor de un 10-20%) presenta oscilacio-
nes circadianas (Panda et al., 2002).

Asf, por ejemplo, una gran cantidad de genes de rutas anabdlicas y
catabdlicas de carbohidratos y lipidos, fosforilacién oxidativa y manejo
de xenobiéticos, se expresan de manera circadiana en diferentes tejidos
como el higado (Akhtar et al., 2002; Reddy et al., 2006), el rifién (Kita
et al., 2002), el musculo esquelético (McCarthy et al., 2007) y los tejidos
adiposos blanco y pardo (Zvonic et al., 2006). Ademds, se ha comproba-
do que los mecanismos de regulacién circadiana del metabolismo estan
directamente relacionados con el funcionamiento de los genes reloj.
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Por ejemplo, el grupo de Schibler y colaboradores desarrollé un ratén
transgénico que permite condicionar la expresiéon de Bmal hepdtico a la
presencia de doxiciclina (una tetraciclina), que al interrumpir su admi-
nistraciéon provoca que un gran niimero de transcritos relacionados con
metabolismo pierdan su ritmicidad circadiana (Kornmann et al., 2007).
Con lo anterior, se puede apreciar claramente que los procesos metabd-
licos estan intimamente relacionados con el reloj circadiano.

Resulta importante considerar que dado que los nutrientes adquiri-
dos en la dieta provocan cambios a nivel de expresién genética a través
de sensores de ciertos metabolitos y hormonas, también la maquinaria
molecular circadiana es susceptible de ser modulada por los ciclos de
ayuno-alimentacién. Esta condicién se extiende a protocolos de sin-
cronizacién por alimento que conllevan una serie de cambios y adap-
taciones conductuales, metabdlicas y fisiolégicas ante un horario no
habitual de acceso a la comida. Se ha postulado que el responsable de
estas adaptaciones es el llamado Oscilador Sincronizado por Alimento
(OSA), un posible reloj circadiano que no estd localizado en un sélo
sitio anatémico, como el NSQ, sino que corresponde a una propiedad
emergente sustentada en la coordinacién entre tejidos periféricos y cen-
tros cerebrales relacionados con el control de la ingesta y el manejo de
nutrientes (Aguilar & Diaz, 2010).

Durante la expresion del OSA se presenta un incremento en la acti-
vidad locomotriz previo al acceso al alimento conocido como conducta
anticipatoria, ademds de un aumento en la temperatura y altos niveles
de glucocorticoides circulantes (Szentirmai et al., 2010). También se han
reportado importantes cambios metabdlicos y fisiolégicos, como son el
incremento en la actividad mitocondrial y carga energética del higado
(Béez et al., 2005), asi como el aumento de dcidos grasos en la circulacién
(Martinez et al., 2004).

A continuacién se describirdn algunos de los factores que son parte
esencial en la comunicacién y la regulaciéon de la homeostasis metabdli-
ca, el estado nutricional y el funcionamiento del reloj circadiano.

Nutrientes y ritmos circadianos

En los dltimos afios se ha reconocido que los nutrientes en la dieta son
esenciales como fuentes de energia y que ademds juegan un papel im-
portante como sefializadores que modulan la expresién de diferentes
genes a nivel transcripcional (Dentin et al., 2006). Por ejemplo, se ha re-
portado que la glucosa y los dcidos grasos poli-insaturados coordinan la
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induccién y supresion de genes relacionados con la glucdlisis, la lipogé-
nesis y la oxidacién de dcidos grasos (Dentin et al., 2006; ver figura 4.3).

N
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FIGURA 4.3. Regulacién metabélica. Comunicacién del metabolismo con el reloj molecular circadiano. La
ingesta de alimento oscila en funcién del ciclo de ayuno-alimentacién, pero ademds ejerce un papel como
coordinador de los ritmos circadianos a través de distintos procesos metabdlicos. Los macronutrientes que
se obtienen de la dieta pueden funcionar como sefales, ya sea mediante sensores metabdlicos (receptores
nucleares, factores de transcripcién y co-activadores transcripcionales) o por medio del metabolismo
intermedio (metabolitos como son el acetil, hemo y CO), que logran mantener una intima relacién con
las asas de retroalimentacion positiva y negativa de los genes reloj. El estado redox y la carga energética
también son propiedades del metabolismo que cambian a lo largo del dia y en funcién del estado
nutricional, y también ejercen una importante influencia en el funcionamiento del reloj molecular. A su
vez, se tiene evidencia de una regulacién circadiana en la expresién de las enzimas acetil-coA carboxilasa
(ACC), sintasa de dcido aminolevulinico (ALAS), nicotinamida fosforibosil transferasa (NAMPT), proteina
cinasa activada por AMP (AMPK) y sirtuina, que describe una retroalimentacién entre el metabolismo y la
generacién de los ritmos circadianos a través de los genes reloj.

La glucosa

Se tiene evidencia que los genes cuya expresién es modulada por la
glucosa cuentan con una regién promotora llamada ChoRE (elemento
responsivo a glucosa o carbohidratos) y que el factor de transcripcién
denominado ChREBP (proteina de unién al elemento responsivo a
carbohidratos) trabaja como sensor de este nutriente, permitiendo una
coordinacién entre la ingesta de alimento y la regulacién de la expresién
génica (Towle, 2005; Dentin et al., 2006). La secuencia ChoRE cuenta con
dos cajas E, lo cual implica que no sé6lo la ChREBP reconoce dicha region
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sino que también lo hacen los factores transcripcionales tipo bHLH,
como son los genes reloj (Dentin et al., 2006).

A este respecto, se ha comprobado in vitro que la expresion del gen reloj
Dec1, asi como los genes de la sintasa de dcidos grasos y piruvato cinasa
hepatica, son estimulados con una concentracién alta de glucosa o me-
diante la sobreexpresién de la forma activa de ChREBDP, a la vez que la so-
breexpresién de Decl inhibe los efectos promovidos por la glucosa y la
activacion de ChREBP (lizuka & Horikawa, 2008). Por otro lado, también
se ha reconocido que el receptor hepético X (LXR) es un sensor de glucosa
capaz de inducir la expresiéon de Decl (Mitro et al., 2007). Adicionalmente,
se ha demostrado que una inyeccién intraperitoneal de glucosa junto con
algunos aminodcidos esenciales estimula la expresion hepdtica de Perl,
Per2 y Decl, ademds de suprimir a Rev-erb-a (Oike et al., 2011).

Otras evidencias sobre el papel de la glucosa en los ritmos circadianos
sefialan que es capaz de funcionar como sincronizador. En ratas, una
dieta rica en glucosa consumida en unas horas al dia modifica la fase de
actividad locomotriz, de la misma forma en que lo hace una restriccién
temporal de alimento (Stephan & Davidson, 1998). Sin embargo, no se
sabe si este cambio de fase también implica todas las adaptaciones me-
tabdlicas mencionadas previamente durante la expresion del OSA.

Los acidos grasos

Se cuenta con reportes diversos que sefialan que hay un gran niimero
de factores de transcripcién que interconectan los dcidos grasos con la
maquinaria molecular del reloj circadiano. Por ejemplo, el factor de cre-
cimiento de fibroblastos 21 es un factor endocrino que funciona como
un integrador del metabolismo y de los ritmos circadianos en humanos,
capaz de responder a las oscilaciones diarias de 4cidos grasos prove-
nientes de la dieta (Yu et al., 2011). También la ChREBP es capaz de
responder a la presencia de 4cidos grasos (en este caso disminuyendo su
actividad), aunque no se ha determinado bien si el mecanismo es debido
al decremento en su expresién o a la inhibicién alostérica que impide el
paso de ChREBP al ntcleo (Dentin et al., 2006).

De hecho, los 4cidos grasos provenientes de la dieta son capaces de
regular la expresion genética de elementos del metabolismo a través de
los receptores activadores de la proliferaciéon peroxisomal (PPAR) a, By v,
el factor nuclear hepético 4, el receptor a retinoide X, el LXR y la proteina
de unién al sitio responsivo a esteroles (Jump et al., 2005). En el caso de
PPARo, aunado a la induccién en su expresion por parte de los glucocorti-
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coides y también por las proteinas reloj BMALly CLOCK, su activacién se
debe a la presencia de dcidos grasos provenientes de la dieta, promovien-
do, junto con otras proteinas reclutadas que funcionan como coactivadoras
(entre ellas el coactivador de PPARy -1, PGC-1a y RXR), la expresién de
genes involucrados en el catabolismo de lipidos, asi como también del
gen reloj BMAL a través de secuencias promotoras responsivas a PPAR
(Charoensukasi & Xu, 2010). Sin embargo, aunque se ha demostrado que
hay una relacién directa entre metabolismo y reloj circadiano mediada por
los llamados receptores nucleares, la complejidad en la expresion de estos
elementos ha impedido entender por completo cémo es que dichos facto-
res coordinan ambos procesos. Esto se confirma en un estudio llevado a
cabo en higado, musculo esquelético y tejidos adiposo y pardo, donde se
demostré que de 49 distintos receptores nucleares 25 tienen patrones de
expresion circadiana propios de cada tejido (Yang et al., 2006).

Metabolitos intermediarios y ritmos circadianos

También se reconoce que distintos metabolitos intermediarios juegan un
papel importante como enlace entre el metabolismo y los genes reloj. Es
éste el caso del grupo funcional acetilo derivado del catabolismo de mu-
chos macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas), el cual poste-
riormente puede tener varios destinos: 1) Transferirse a intermediarios que
alimentan al ciclo de Krebs, 2) Participar en la molécula de acetil coenzima
A (acetil-CoA) como sustrato en la biosintesis de dcidos grasos a través de
la acetil CoA carboxilasa, 3) Trabajar como grupo funcional para acetilar
proteinas postraduccionalmente (Galdieri & Vancura, 2012). De esta tltima
funcién se reconoce que alrededor de 200 enzimas citosdlicas involucradas
en una gran variedad de procesos metabdlicos, como son la glucdlisis, la
gluconeogénesis, el ciclo de Krebs, la oxidacion de dcidos grasos, el ciclo de
la urea y el metabolismo del nitrégeno y del glucégeno, son moduladas en
su actividad a través de acetilaciéon (Guan & Xiong, 2011).

Pero, ademds, varias proteinas nucleares también son acetiladas, siendo
las histonas las que mayor relevancia cobran en este caso, dado que esta
modificaciéon postraduccional juega un papel primordial en la induc-
cién o represién de la expresion génica (Guan & Xiong, 2011), como se
menciono en la secciéon anterior. Del mismo modo, se reconoce que otros
metabolitos intermediarios derivados del metabolismo de lipidos (co-
lesterol, esteroles, dcidos biliares), vitamina A, hormonas lipo-solubles
(estrégenos y glucocorticoides), grupos hemo, entre otros mds, también
son capaces de interactuar y retroalimentar al reloj circadiano (Green et
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al., 2008). En este caso, se ha demostrado que NPAS2, considerado como
proteina reloj homéloga a CLOCK, tiene como cofactor al grupo hemo,
y que una vez que NPAS2 se dimeriza con BMAL, pueden ser inhibidos
a su vez por el mondxido de carbono (CO) dependiendo de la dosis
(Ishida et al., 2008).

Lo anterior implica, asimismo, que este gen reloj comunica el estado
metabdlico de los grupos hemo con el reloj molecular, ya que NPAS2
regula también la transcripcién circadiana de la sintasa de dcido ami-
nolevulinico, que es una enzima fundamental en la biosintesis de los
hemos (Green et al.,, 2008). Hay que considerar, por otro lado, que los
grupos hemo son ligandos de REV-ERB-a, lo que indica que este tipo de
metabolitos intermediarios forman parte de las asas de retroalimenta-
cién metabolismo-reloj circadiano.

Por otra parte, también se tienen evidencias que sugieren que el papel
del grupo hemo como intermediario es especifico de tejido, ya que en un
estudio donde se prob¢ el efecto de este metabolito sobre la ritmicidad
circadiana del gen reloj Per2, solamente el NSQ se afect6, a diferencia del
timo, el bazo y el es6fago, que no resultaron perturbados (Guenthner et
al., 2009). Por dltimo, este sistema de comunicacién metabolismo-reloj
circadiano basado en los metabolitos hemo se ha relacionado con un po-
sible papel al CO y al 6xido nitrico (NO) en el mismo sentido, ya que la
unién de grupos hemo a CLOCK inducen una sensibilidad de este gen
reloj a CO y a NO, sugiriendo que estos gases son también parte de esta
comunicacién (Lukat-Rodgers et al., 2010).

Estado redox y ritmos circadianos

El estado redox se refiere al equilibrio entre metabolitos que aceptan
y que donan electrones en funcién del potencial redox de la reaccién
bioquimica correspondiente. Este estado celular puede modularse por
un equilibrio (o desequilibrio) entre moléculas que funcionan como
radicales libres (siendo algunas de ellas especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno), asi como por factores y enzimas antioxidantes como el
glutatién, catalasa, peroxidasas, etc. (Finkel, 2003). Ademds, el metabo-
lismo celular implica que el estado redox es un proceso dindmico y que,
dependiendo del estado energético y nutricional, puede ser modulado
hacia un estado oxidativo o reductor. Por ejemplo, se sabe que la acti-
vidad de las SIRT, asi como la dimerizacién y estabilidad del CLOCK-
BMAL y NPAS2-BMAL en su unién al DNA, son procesos dependientes
del estado redox celular, ya que la presencia de formas reducidas de
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cofactores de nicotina adenina dinucléotidos (NADH y NADPH) los
estimula (Green et al., 2008).

A su vez, estudios recientes sobre el papel del estado redox y el reloj
molecular indican que existe una regulacion circadiana en la biosintesis
del cofactor NAD*. Por ejemplo, CLOCK-BMAL coordinan la expresién
circadiana de la enzima NAMPT (nicotinamida fosforibosil transferasa),
que es esencial para la sintesis de este cofactor (Peek et al., 2012). Esto
sugiere que los ritmos observados en la presencia de radicales libres, el
estado redox celular y la regulacién del reloj molecular son procesos que
se encuentran interconectados y enfatizan la importancia que existe en
la comunicacién entre el metabolismo y los ritmos circadianos.

Carga energética y ritmos circadianos

La ingesta de nutrientes estad directamente relacionada con la sintesis de
una molécula energética, el ATP, fundamental para el sostenimiento de
las funciones y necesidades celulares. Sin embargo, ante la ausencia de
nutrientes, el ATP es consumido y transformado a ADP y AMP (Naimi
et al., 2010). La relacion ATP+%»ADP / AMP+ADP+ATP es conocida como
carga energética y es utilizada para determinar el estado energético de
una célula o tejido. Sin embargo, la relacién entre estos nucléotidos es un
tanto desproporcionada, ya que se sabe que el ATP es al menos unas 100
veces mds abundante que el AMP, lo cual sefiala que pequefios cambios
en la concentracién de este dltimo nucléotido puede ser detectado de
manera muy sensible por la célula.

Dentro de los sensores celulares mds estudiados se reconoce a la
AMPK, una proteina heterotrimérica (siendo su subunidad catalitica o la
encargada de la fosforilacién) sensible a cambios en la carga energética,
mismos que pueden ser generados en respuesta a ciclos de ayuno (au-
menta la relacion AMP/ATP) y alimentacién (aumenta la relacion ATP/
AMP) (Naimi et al., 2010). Se sabe que una vez activa, la AMPK fosforila
e inactiva a la enzima acetil-CoA carboxilasa (limitante de la biosintesis
de lipidos), asi como también a los factores de transcripcién SREBP-1c y
a ChREBP que estdn involucrados en la regulacién del metabolismo de
carbohidratos (glucélisis y gluconeogénesis) y en la sintesis de lipidos
(Naimi et al., 2010). Adicional a esto, hay evidencias que demuestran que
la velocidad de degradacién de los RNAm de Per2 y Cryl es regulada por
AMPK, dado que ésta fosforila directamente a la caseina cinasa 1g, que es
responsable de la estabilidad o vida media de los transcritos de los genes
reloj antes mencionados (Naimi et al., 2010). Cabe mencionar que el papel
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que tiene la AMPK como sensor energético y coordinador de los ritmos
circadianos es especifico de tejido, ya que se reconoce que hay dos isofor-
mas para su subunidad o, las cuales responden de una manera distinta
ante la metformina (agente farmacolégico que activa a AMPK), pero que
ademds se expresan de manera diversa en tejidos como son el higado,
musculo esquelético y tejido adiposo (Barnea et al., 2012).

Con lo antes mencionado, podemos concluir que existe una relacién
reciproca o bidireccional entre el metabolismo y los genes reloj, lo que
sefiala que los ritmos circadianos son coordinadores pero, a su vez,
también son coordinados por los procesos metabdlicos que de manera
organizada espacial y temporalmente se llevan a cabo dentro y entre
nuestras células. Cabe resaltar la importancia que tiene el conocimiento
de la regulacién de los ritmos circadianos por parte del metabolismo,
ya que actualmente se reconoce que enfermedades como la obesidad,
diabetes, hipertensién u otras afines, son causadas o se relacionan con
una falta de coordinacién entre el reloj molecular circadiano y el meta-
bolismo (Laposky et al., 2007).

CONCLUSIONES

La importancia de los ritmos circadianos en el plano fisiol6gico es bien
reconocida, ya que regulan la respuesta coordinada de érganos y teji-
dos, asi como también en el aspecto patoldgico, pues explican las bases
moleculares y metabdlicas de una gama de enfermedades. Aunque los
ritmos circadianos estdn sustentados a nivel genético por la activaciéon
e inhibicién secuencial de genes y proteinas reloj, se ha hecho evidente
que el funcionamiento normal del reloj molecular implica una accién
concertada y dindmica con el estado metabdlico, y que es susceptible
de regulacién a nivel epigenético. Los mecanismos epigenéticos estan
intimamente relacionados con el estado metabdlico del sistema, debido
a que la actividad de metilasas y acetilasas se controlan por el equili-
brio entre las reacciones anabdlicas y catabdlicas del seno celular y en
respuesta directa a influencias ambientales. Ademds, se debe reconocer
la importancia de la coordinacién entre el marcapaso central, el niicleo
supraquiasmadtico y los osciladores periféricos.

En este contexto, actividades como la alimentacién y el ejercicio ejer-
cen funciones sincronizadoras, pues la labor metabdlica que conllevan
eventualmente influye en la capacidad de medicién temporal del reloj
molecular. En suma, la visién contempordnea del control de la fisiologia
circadiana implica la conjuncién de mecanismos tradicionales, como la
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transcripcién y la traduccién, asi como de otros mds heterodoxos que se
basan en conexiones bidireccionales a vias bioquimicas, principalmente
del metabolismo bioenergético y modificaciones covalentes al material
genético.
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D.

EL CONEJO NEONATO,
UN MODELO
NATURAL
DE SINCRONIZACION
POR ALIMENTO

Mario Caba’, Enrique Meza? y Maria Luisa Moreno’

INTRODUCCION

La vida diaria estd controlada por ritmos. Para los humanos el ritmo
mads evidente es el ciclo suefio-vigilia, sin embargo, tenemos multitud
de ritmos. En la figura 5.1 se puede observar cémo nuestra fisiologia,
conducta y actividades cognitivas varfan a lo largo de las 24 horas.
Nuestra temperatura alcanza su punto més bajo mientras dormimos, a
las 04:30 h, y el punto maés alto a las 19:00 h, cuando se alcanza también
la presién sanguinea mds elevada. Entre las 14:30-17:00 h alcanzamos
nuestro mejor estado fisico, ya que tenemos una mayor coordinacién,
un tiempo mds rdpido de reaccién, mayor eficiencia cardiovascular y
fuerza muscular. Durante la noche se suprimen los movimientos intes-
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tinales, se secreta la hormona melatonina y dormimos. Estos cambios se
repiten todos los dias aproximadamente a la misma hora y por ello se
llaman ritmos circadianos (del latin circa, cerca, y dies, dia).

Mientras el individuo esté expuesto a las mismas condiciones medioam-
bientales de luz/oscuridad, estos cambios circadianos continuardn ocu-
rriendo cada dia. Esto es, nuestra fisiologia gira al compds del reloj, de
un reloj biolégico que estd acoplado al ciclo luz/oscuridad. Sin embar-
go, la ingestion periddica de alimento es capaz de desacoplar muchos
de los ritmos que normalmente estdn sincronizados a este ciclo, de tal
manera que el comer en un horario regular impone un ritmo sobre el
metabolismo que impacta al organismo tanto a nivel del sistema nervio-
so como en la periferia, a nivel del metabolismo y las hormonas.

En el presente capitulo analizaremos el problema de la sincronizacién
por alimento y cémo estd controlado. Primeramente se hablard sobre
el nicleo supraquiasmdtico (NSQ), nuestro reloj biolégico y la luz, su
sincronizador, que ademads lo es principalmente de la propia naturale-
za. Enseguida se describirdn otro tipo de sincronizadores, enfocando
nuestra atencién en el alimento y en la sincronizacién que ocurre por
la ingestion periddica del mismo. Posteriormente se tratard el tema del
conejo neonato como un modelo natural de sincronizacién por alimento
y se revisardn los estudios que apoyan esta propuesta.

LA LUZ Y NUESTRO RELOJ BIOLOGICO
En 1972 dos grupos de investigacién dirigidos por los doctores Irving
Zucker (Stephan & Zucker, 1972) y Robert Moore (Moore & Eichler,
1972) postularon por primera vez que un par de pequefios nticleos ce-
rebrales —los nticleos supraquiasmaéticos— situados a los lados del tercer
ventriculo, encima del quiasma 6ptico, en la porcién anterior del hipo-
tdlamo, eran el sitio del reloj biolégico de los mamiferos (ver figura 5.2).

El hipotdlamo es una estructura cerebral que controla o regula nume-
rosos procesos de nuestra vida diaria, como la temperatura corporal, la
conducta sexual y reproductiva, el balance hidrico, ademds de los ritmos
circadianos, entre otros procesos. El reloj biol6gico comparte similitudes
con un reloj mecdnico, y tiene un mecanismo, en este caso molecular, que
le permite funcionar constantemente de manera autosostenida. Esto se ha
demostrado con base en experimentos in vitro en los que se ha analizado
su actividad metabdlica y eléctrica (Lee et al., 2003).

En los afios ochenta se establecié que el NSQ tiene un grupo de genes
denominados reloj que cumplen un ciclo de transcripcién/traducciéon
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autosostenida que dura aproximadamente 24 horas. Pero no obstante
su naturaleza autosostenida, de manera similar a un reloj mecénico, el
NSQ necesita que “se le ajuste la hora”. Este proceso es llamado “sin-
cronizaciéon”, esto es, el reloj necesita ajustar su funcionamiento a una
hora medioambiental determinada por medio de un “sincronizador”.
En los mamiferos el sincronizador mds importante es la luz diaria, de
este modo a través del ciclo luz/oscuridad se le indica al reloj biolégico
cuando es de dia y cudndo de noche. En otras palabras, se podria decir
que todos los dias se le indica cudndo sale el sol y cudndo deja de haber
luz solar.

24:00

22:00 02:00

21:00 Suefio mas profundo

Inicio de la secrecién de melatonina

20:00

04:30

19:00 Menor temperatura corporal

Mayor temperatura corporal
18:30

Mayor presién sanguinea

18:00

05:30

17:00

Mayor eficiencia cardiovascular

y fuerza muscular 07:30

Disminucién de la
secrecién de melatonina

08:00
15:30
Mayor velocidad de reaccién

14:30

- o 10:00
Mejor coordinacién Mayor estado de alerta

14:00
11:00
Pico de hemoglobina sanguinea

FIGURA 5.1. El ritmo de la vida. La mdxima y minima expresién de pardmetros fisiolégicos y
conductuales coincide con determinadas horas del dia o de la noche.

La accién sincronizadora de la luz sobre el NSQ se explora en el labora-
torio mediante la induccién de algtn marcador, como la proteina FOS,
a consecuencia de un pulso de luz. Esta proteina es producto del gen
c-Fos, que se induce rdpidamente en respuesta a un estimulo particular
y su expresion se utiliza comtinmente en neurociencias como un indica-
dor de activacién neuronal (ver figura 5.2).
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FIGURA 5.2. Nucleo supraquiasmético (NSQ) en el conejo neonato (A, C) y adulto (B, D). A la
izquierda se encuentra el NSQ delimitado por fibras del tracto retinohipotaldmico provenientes
de la retina y visualizadas por inmunohistoquimica de p-toxina de célera (A, B). A la derecha se
encuentra el NSQ delimitado por células que expresan la proteina FOS (C, D). Nétese que en A
y C la expresion se observa en todo el nticleo, mientras que en B y D hay una tendencia hacia la
porcién ventral. 3V: tercer ventriculo, QO: quiasma éptico, lineas punteadas delimitacién del NSQ;
en Cy D indican la porcién ventral y dorsal del nticleo. Barra de calibracién = 100 ym (modificada
de Juérez et al., 2012).

La base de la actividad circadiana endégena se debe a la oscilacién de
un grupo de genes reloj y sus proteinas. Estos genes se descubrieron
originalmente en la mosca de la fruta y posteriormente se identificaron
en mamiferos. Su mecanismo de accién es motivo de intenso estudio,
ya que son los “engranes moleculares” del reloj biolégico (Reppert &
Weaver, 2001). En la figura 5.3 se presenta un esquema que muestra la
oscilacién de dos de estos genes, Perl y Bmall. Como se puede observar
oscilan en antifase y cumplen un ciclo aproximadamente cada 24 horas.

Asi tenemos un reloj biolégico que funciona constantemente con base
en un mecanismo molecular y se sincroniza por la luz todos los dias.
Pero a diferencia del reloj mecdnico, el reloj biolégico no necesita que se
le dé cuerda. Su funcionamiento es endégeno, es decir, es intrinseco a
la vida del organismo (Mohawk & Takahashi, 2011). Si no se sincroniza
con la luz medioambiental el NSQ continda oscilando con un periodo
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de aproximadamente 24 horas, pero ahora se dice que estd en “libre
curso”. Por lo tanto, su ritmo (endégeno) estd desincronizado de la hora
geografica medioambiental.
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FIGURA 5.3. Representacién esquematica de los genes reloj Per1 iy Bmall en el niicleo supraquiasmatico
de la rata. Obsérvese como se expresan en antifase (modificada de Reppert y Weaver, 2001).

;EL RELOJ BIOLOGICO ES INDISPENSABLE PARA
NUESTRA VIDA?

Desde su descubrimiento se establecié que la destruccién del reloj bio-
l6gico acarrea consecuencias graves para el individuo, pero no letales.
Precisamente, a través de lesiones del NSQ en ratas se determiné que
los sujetos perdian el ritmo locomotor y de ingesta de agua (Stephan &
Zucker, 1972), asi como de la hormona corticosterona (Moore & Eichler,
1972). Esto es, se descubrié que ademds de controlar conductas especi-
ficas el NSQ también controla la secrecion del sistema neuroendocrino.
En general, a pesar de que este nticleo ya no esté presente, los sujetos
contindan consumiendo agua, realizando conducta locomotora y secre-
tando hormonas, pero lo hacen de manera arritmica.

Por ejemplo, en relacién con la conducta locomotora, ésta se presenta
al inicio del periodo de actividad de los sujetos, en la noche para es-
pecies nocturnas y en el dia para especies diurnas. Pero cuando a los
individuos se les suprimia el NSQ, la realizaban a cualquier hora a lo
largo del dia o de la noche. El primer hecho notable posterior a dicha
lesién es que la presencia del NSQ no es indispensable para la vida,
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pues los individuos aparentaban estar sanos, aunque ahora su conducta
locomotora y de ingesta de agua y secrecién de corticosterona era arrit-
mica. Y si bien la supresién del NSQ no es una amenaza inmediata para
la vida, es evidente que tener conducta locomotora a cualquier hora no
es normal, ya que implica un desajuste total del ciclo suefio-vigilia y un
grave desajuste hormonal. Esto es, el orden conductual y fisiolégico —re-
presentado en la figura 5.1- se pierde.

Asf entonces, a partir principalmente del conocimiento de los genes re-
loj ahora sabemos que el funcionamiento normal de los ritmos circadianos
es extremadamente importante para los individuos, ya que su disrupcién
por alteraciones de las actividades diarias, epigenéticas o genéticas se
asocia a numerosas patologias, algunas de las cuales llegan a ser fatales,
como el sindrome metabdlico (Maury et al., 2010) y el cancer (Sephton &
Spiegel, 2003), e inclusive desérdenes afectivos (Mendlewicz, 2009).

EL ALIMENTO Y ;OTRO RELOJ BIOLOGICO?

Una vez establecido que el NSQ es el reloj biolégico de los mamiferos se
considerd que todos los ritmos circadianos estaban controlados por este
ntcleo. Uno de estos es el consumo de alimento. La ingestion periddica de
alimento impone un ritmo metabdlico y, en general, un ritmo sobre toda
la fisiologia del organismo, ademds de que esta estrechamente relaciona-
da con la actividad dia-noche del individuo, ya sea diurno o nocturno.

Desde hace mucho tiempo, en 1922, Curt Ritcher (como se cité en
Antle & Silver, 2009) descubrié que el alimento es un sincronizador
muy poderoso, ya que inclusive tiene la capacidad de desacoplar la ac-
tividad diaria de los individuos, la que normalmente estd sincronizada
al ciclo noche-dia. En sus estudios, Ritcher, en lugar de mantener a las
ratas en condiciones constantes de aprovisionamiento de alimento —lo
que se conoce como ad libitum—, les proporcioné alimento una sola vez
al dia durante un periodo restringido de tiempo, observando su ciclo
de conducta locomotora con base en su acceso a una rueda giratoria.
Asimismo, estudi6 a los sujetos en iluminacién constante, a diferencia
de la condiciéon normal de luz/oscuridad, eliminando de esta manera la
influencia sincronizadora del ciclo diario de iluminacién.

Bajo estas condiciones, el investigador observé que después de varios
dias las ratas, al exponerlas al alimento una vez al dia a una hora deter-
minada, mostraban un aumento significativo en su actividad locomotora
antes de la llegada del mismo. Esto se conoce actualmente como activi-
dad anticipatoria al alimento (AAA). Posteriormente a la publicacién
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de Richter, este fenémeno fue escasamente estudiado; sin embargo, a
partir del establecimiento del NSQ como reloj biolégico, surgié el interés
general por explorar el papel de dicho nicleo sobre la AAA. Las impli-
caciones de este fenémeno son muy importantes, ya que inicialmente
se lleg6 a postular que esta sincronizacién durante la AAA implicaba
la existencia de “otro” reloj biolégico, en este caso sincronizable por el
alimento y no por la luz, como el NSQ.

Para estudiar la sincronizacién por alimento, en el laboratorio general-
mente se utilizan roedores a los que se les registra su ritmo diario de con-
ducta locomotora. El proceso consiste de 4 etapas. En la primera los sujetos
se mantienen en condiciones normales de laboratorio, esto es, con un ciclo
de luz/oscuridad de 12/12 horas y el alimento disponible ad libitum.

En la segunda etapa se les retira el alimento y solamente se les pro-
porciona durante la fase de luz dos horas diarias, de 12:00-14:00 h, para
que el efecto sea mds evidente, ya que en dicho momento los sujetos
deberian estar inactivos, generalmente durmiendo; si, por el contario, el
alimento se administrara en la noche, la conducta anticipatoria se con-
fundirfa con la actividad locomotora normal de los individuos. La res-
puesta de los sujetos después de varios dias de estar bajo este proceso es
que muestran intensa actividad locomotora unas dos o tres horas antes
de la llegada del alimento, al mismo tiempo que se sincronizan otros rit-
mos circadianos, por ejemplo, la temperatura corporal y la secreciéon de
la hormona corticosterona, que presentan un pico méximo de expresion
durante la AAA. Estos pardmetros se incrementan alrededor de 3 horas
antes de la presentacion del alimento durante la AAA. En la figura 5.4
se muestra un registro de actividad circadiana que se denomina actogra-
ma, en este caso se trata de actividad locomotora en la rata.

Cuando la AAA estd firmemente establecida, esto es, generalmente
después de dos semanas en esta condicién, se pasa a la etapa 3. En ésta
se deja de dar el alimento durante el dia y se vuelve a la condicién ad
libitum en la que los sujetos duermen durante el dia y estdn activos y
comen durante la noche.

En la etapa 4 se retira nuevamente el alimento y los sujetos vuelven a
presentar la AAA como se presentaba en la etapa 2. Este protocolo ex-
perimental en conjunto indica a los investigadores que durante la etapa
2 “se estableci6 un reloj” que se sincronizé por la presentacion diaria de
alimento a la misma hora. Dicho reloj sigui6 funcionando, sin ser eviden-
te, durante la etapa 3, y vuelve a observarse en la etapa 4. Inicialmente se
considerd que la AAA podria estar controlada por el NSQ por una razén
muy importante: se habia demostrado que el ritmo de conducta locomo-
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tora estaba controlado por dicho nticleo (Stephan & Zucker, 1972). Esto
es, que el alimento habia establecido el ritmo de AAA en el NSQ y con-
secuentemente este ritmo estaba bajo su control. Sin embargo, en 1977 se
realizé un experimento que acab6 con esta suposicion y abrié una nueva
era en la investigacién de los ritmos circadianos.
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FIGURA 5.4. Registros de actividad locomotora (actogramas) de rata adulta y conejo neonato
sincronizados por el alimento diario. Nétese como en ambos casos hay un aumento de actividad
locomotora antes de la llegada del alimento en la rata y en el conejo (flechas grises). La flecha blanca
en el actograma del conejo indica la actividad anticipatoria al alimento (AAA) tanto en la rata como
en el conejo. En ambos casos, en la parte inferior se indica la hora geografica (modificada de Caba
y Gonzélez-Mariscal, 2009).

Dorothy Krieger (Krieger et al., 1977) lesion6 el NSQ de ratas adultas
sincronizadas por alimento y descubrid, sorprendentemente, que el
aumento anticipatorio en temperatura y corticosterona no se abatia por
su destruccién, lo que sugeria la existencia de “otro reloj”. El descubri-
miento fue recibido con escepticismo por la comunidad cientifica, pero
pronto se descubri6é que las ratas adultas sincronizadas al alimento po-
dian seguir presentando un ritmo de AAA y paralelamente otro ritmo
de actividad locomotora, el ritmo controlado por el NSQ (Edmonds &
Adler, 1977). Es decir, se reforzaba el planteamiento de que existe otro
reloj sincronizable por el alimento que no era el del NSQ.
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Con base en estas y otras evidencias se postul6 la existencia de “otro
reloj biol6gico” diferente del NSQ. No obstante, las evidencias de su fun-
cionamiento eran pocas, asi como particularmente las de su localizacién,
suponiendo que se hallaba en el cerebro, por lo que se le llam6 oscilador
sincronizado por alimento (OSA) (Stephan, 1986). Actualmente, y con
base en numerosos estudios, se ha establecido que la AAA es un fené-
meno circadiano, ya que tiene limites de sincronizacién de 22-32 horas,
responde a cambios de fase (en inglés: Phase Shifts) —esto es, que puede
sincronizarse a diferentes horarios— y presenta adaptaciones graduales
a dichos cambios (en inglés: Transients), caracteristicas que definen a los
fenémenos circadianos (Stephan, 2002).

BUSQUEDA DEL OSCILADOR QUE SE SINCRONIZA
POR EL ALIMENTO

Una vez que se estableci6 la existencia del OSA el siguiente paso fue
determinar su localizacién. Considerando que el reloj maestro se en-
cuentra en un locus bien definido, esto es, un ntcleo cerebral, resulté
l6gico realizar una bisqueda en ntcleos especificos en el cerebro. Asi,
principalmente con base en técnicas de lesion, se exploraron muchos nu-
cleos y dreas en el cerebro, por ejemplo, los nticleos paraventricular, dor-
somedial (NDM), ventromedial (NVM) y arcuato en el hipotdlamo, asi
como ntcleos en el tallo cerebral y otras zonas del cerebro (Davidson,
2009; Mistlberger, 2011). La btisqueda se inici6é en 1980 con la destruc-
cién del NVM y contintia hasta la fecha con un intenso debate sobre las
consecuencias de destruir otro nticleo hipotalamico, el NDM, y observar
su participacién en la sincronizacién por alimento.

En general, los resultados de esta estrategia de lesién han sido varia-
bles. Por ejemplo, se lleg6 a pensar que en los NVM y NDM estaba el
oscilador o, que al menos, eran muy importantes para el mismo, pero en
ambos casos los sujetos pueden seguir presentando sincronizacién por
alimento en mayor o menor grado. Hay una enorme literatura sobre el
tema matizada de acaloradas discusiones, particularmente por discre-
pancias metodolégicas entre diversos autores (Mistlberger et al., 2009).
A pesar de este panorama si se ha llegado a una conclusién: el oscilador
sincronizado por el alimento parece no estar en un determinado ntcleo
del cerebro, o en todo caso, quizds no se trate sélo de un oscilador.

La buasqueda del OSA nos ha ensefiado mucho acerca de este fené-
meno y del funcionamiento de las diferentes estructuras del cerebro.
También nos ha mostrado que aunque el sistema nervioso, concretamen-
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te el cerebro, tiene diversos nticleos que controlan funciones especificas,
probablemente en el caso del OSA se trata de un control “disperso”, esto
es, un sistema multioscilatorio que no necesariamente estd solamente en
el sistema nervioso, y que probablemente se encuentra constituido por
estructuras tanto a nivel central como periférico. La investigacién sobre
estas ultimas estructuras se inicié mads tarde.

RITMOS A NIVEL PERIFERICO Y GENES RELOJ
¢Ubicacién periférica del OSA?

Hay ritmos diarios de metabolitos, hormonas y de toda la fisiologia
de nuestros 6rganos periféricos, y aunque estos ritmos son evidentes y
bien conocidos desde hace mucho tiempo, sorprendentemente no se le
presté atencion a su relacion con la sincronizaciéon por alimento. Esto
se debid principalmente a resultados negativos al lesionar la hipofisis.
Debemos recordar que durante la sincronizacién por alimento la hor-
mona corticosterona se sincroniza y muestra una elevacién significativa
durante la AAA, pero la adrenalectomia no eliminé la AAA (Stephan
et al., 1979). Afios después, a raiz de que no se estableci6 el locus en el
cerebro, la atencion se dirigié nuevamente a 6rganos periféricos. En esta
bisqueda a nivel periférico se conté con un nuevo aliado: los genes reloj.

Como se mencioné previamente, los genes reloj estdn presentes en
el NSQ y son el mecanismo molecular de la oscilacién circadiana del
mismo. El funcionamiento normal de este mecanismo es sumamente
importante debido a que su disrupcién por un mal funcionamiento o
por destruccién del ntcleo afecta los ritmos circadianos en el individuo
a todos los niveles. Estudios posteriores demostraron que estos genes
estdn presentes en otros ntcleos y regiones cerebrales, y aparentemente
también en todos los érganos y células del cuerpo. Atn mds, a todo lo
largo de la escala filogenética, desde organismos unicelulares como las
bacterias hasta en nuestra especie (Reppert & Weaver, 2001).

Es muy interesante descubrir que en otras dreas del cerebro dichos
genes también son ritmicos, aunque sus oscilaciones estdn controladas
por el NSQ, que mantiene una sincronia entre ellos. La lesiéon del NSQ
no desparece los ritmos en otras estructuras cerebrales, pero si afecta
la sincronia entre ellos (Abe et al., 2002; Abraham et al., 2005; Meza et
al., 2011). Esta desincronizacién también se observa a nivel periféri-
co (Kriegsfeld et al., 2002), sin embargo, cuando a dichos individuos
arritmicos por lesién se les presenta alimento de manera periédica, los
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ritmos pueden sincronizarse tanto en tejidos a nivel central como peri-
férico (Davidson et al., 2003; Mistlberger, 2011).

El interés por estudiar la sincronizacién por alimento a nivel perifé-
rico adquirié amplia atencién cuando se postulé que el higado era el
locus del OSA con base en la expresién del gen reloj Perl acoplado a un
reportero, la luciferasa, en ratones transgénicos (Stokkan et al., 2001).
En estos casos, cuando el gen reloj se expresa también lo hace la lucife-
rasa, y su cuantificacién nos indica indirectamente el ritmo circadiano
de una estructura particular. Este experimento demostré una sincro-
nizacién por alimento del higado pero no del NSQ. Sin embargo, ya
anteriormente se habia encontrado que en el proceso de restriccién de
alimento existia una sincronizacién metabdlica que persistia durante la
ausencia de alimento en la fase 4 (Escobar et al., 1998). Posteriormente,
este mismo grupo encontré una sincronizacién del higado que mostraba
una “actividad anticipatoria” metabdlica a la presentacién del alimento
(Diaz et al., 2000). Estos experimentos, en conjunto, apoyaban la idea de
que el OSA se encontraba en el sistema digestivo, muy probablemente
en el higado. A pesar de ello, estudios posteriores demostraron que
un higado cirrético disfuncional no imposibilitaba a los sujetos mos-
trar AAA a nivel conductual (Escobar et al., 2002). Ademads, cuando se
sincronizd a ratas adultas a dos periodos de alimentacién en el dia se
demostré que la AAA se presentaba en los dos casos, pero el sistema
gastrointestinal, incluyendo el higado, se sincronizaba tinicamente a un
periodo (Davidson et al., 2003), por lo que la propuesta del OSA en un
6rgano del sistema digestivo fue desechada.

Actualmente la hipétesis que prevalece es que no existe un locus para
el OSA, sino que este elusivo oscilador probablemente esté constituido
por un sistema multioscilatorio en donde el alimento sincroniza diver-
sas estructuras, tanto a nivel central como periférico, y en el que ade-
mds participa el propio NSQ (Acosta et al., 2011). A pesar de la intensa
investigacion que se ha realizado sobre este tema no hay una completa
comprensién del mismo y constantemente se estdn agregando nuevas
evidencias. Una de las contribuciones al entendimiento de este proble-
ma se realiza utilizando el conejo neonato como modelo de estudio.

UN MODELO NATURAL DE SINCRONIZACION
POR ALIMENTO

El conejo neonato presenta una particularidad tnica entre los mami-
feros: come —en este caso ingiere leche— una sola vez al dia, llegando a
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consumir el equivalente de 20-30% de su peso corporal en leche en me-
nos de 5 minutos en el dia postnatal 7 (Caba et al., 2003; ver figura 5.5).

ANTES _ DESPUES
DE LA SUCCION

FIGURA 5.5. Conejo neonato del dia postnatal 7, antes de ingerir leche y 5 minutos después. En dicho
lapso ingiere entre 20-35% de su peso corporal.

Esto se conoce desde hace tiempo pero fue hasta la década de los no-
venta que con experimentos controlados se demostré que esta ingestion
ocurre de manera circadiana (Jilge, 1995). Paralelamente la visita de
la madre ocurre también de manera circadiana. En condiciones en las
que se permite el libre acceso de la madre a los crios (gazapos), ella va
a alimentarlos una sola vez al dia (Jilge, 1995) y sincroniza su conducta
locomotora al horario de amamantamiento (Meza et al., 2008; 2011). En
los actogramas se observa que la llegada de la madre al nido donde estan
sus crios coincide con una elevacién significativa anticipada de la activi-
dad locomotora de los gazapos (ver figura 5.4). La visita periédica de la
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madre impone dicho ritmo en los crios y se presenta cuando los crios son
alimentados en el dia o durante la noche (Caba et al., 2008; ver figura 5.4).

El protocolo bésico que utilizamos para explorar la sincronizacién de
estos sujetos es el siguiente: regularmente utilizamos crios de 7-9 dias
de edad y el amamantamiento se establece a las 10:00 h de la mafana
0 a las 02:00 h de la noche. En ambos casos se observa una sincroniza-
cién de la actividad locomotora de los crios, en el dia postnatal 3 en los
amamantados de noche y en el 4 en los amamantados de dia. Durante
la visita de la madre los crios estdn expuestos a diferentes estimulos en
el amamantamiento: termales, tactiles, feromonales y tal vez auditivos,
ademads del alimento per se. Por esta razén se postulé que el conejo neo-
nato es un modelo natural de anticipacién al amamantamiento (Caba &
Gonzélez-Mariscal 2009).

Para determinar si el alimento pudiera ser un estimulo suficiente
y necesario para la sincronizacién locomotora de los crios se realizé
alimentacién artificial infundiendo una férmula lactea directamente
al estémago de los gazapos. Los crios se separaron de su madre al na-
cimiento y no volvieron a tener contacto con ella. Todos los dias se les
infundié la férmula, fuese en el dia o en la noche, de manera similar al
protocolo utilizado en los crios alimentados por su madre, en una canti-
dad equivalente a la que ellos normalmente ingieren (Caba et al., 2003).
Se encontré que de la misma manera en que los crios son alimentados
por su madre, la infusién de la férmula fue suficiente para inducir au-
mento de la actividad anticipatoria en los crios (Morgado et al., 2011).

Con base en el experimento de alimentacion artificial se establecié
que el conejo neonato es verdaderamente un modelo natural de sin-
cronizacién por alimento, y que el aumento de la actividad locomotora
antes de la ingestion de alimento puede considerarse similar a la AAA
que se observa en roedores adultos, como ratas y ratones. Aparte de la
sincronizacién locomotora, la alimentacién periédica en los conejos sin-
croniza también pardmetros a nivel fisiolégico y a nivel neural.

A nivel fisiolégico en los gazapos se observa también una sincro-
nizacién de metabolitos, como glucégeno y dcidos grasos, entre otros
(Morgado et al., 2008; 2010). Ademads, hay una sincronizaciéon hormonal,
en la que es particularmente importante la sincronizacién de la hormona
corticosterona. En roedores bajo condiciones normales de luz/oscuridad,
esta hormona normalmente presenta un pico maximo de concentracién
plasmadtica antes del inicio del periodo de actividad de los individuos;
en el caso de los animales nocturnos, antes del inicio de la noche, como
ya se menciond, incluyendo al conejo adulto (Szeto et al., 2004). Pero en
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sujetos sincronizados al alimento este pico antes de la noche desaparece
o se atenta, y ahora se observa un aumento significativo antes de la
presentacién del mismo (Honma et al., 1992; Moberg et al., 1975).

Como se mencioné al inicio de este capitulo, la sincronizacién de la cor-
ticosterona es uno de los pardmetros para considerar que los sujetos estdn
sincronizados al alimento. En los conejos neonatos encontramos que esta
hormona se sincroniza, esto es, presenta un pico anticipatorio al momento
de la presentaciéon del alimento, independientemente si se proporciona
durante el dia (Morgado et al., 2008) o durante la noche (Morgado et al.,
2010). Atin més, también observamos una sincronizacion de esta hormo-
na en los sujetos con alimentacién artificial, ya sea que se proporcione
durante el dia o en la noche (Morgado et al., 2011). No se esperaba la
secrecién y sincronizacién de corticosterona en conejos neonatos, ya que
se habia publicado que los conejos de esta edad estdn bajo un periodo
denominado hiporresponsivo al estrés (Pradier & Dalle, 1996), similar a
los crios de roedores a esa edad que no presentan secresién de corticoste-
rona (Levine, 1994). Sin embargo, para nuestra sorpresa encontramos que
los gazapos si secretan corticosterona a esa edad y que ésta parecia estar
sincronizada al momento de la succion de leche (Rovirosa et al., 2005), 1o
cual fue confirmado posteriormente, como ya se menciond. Asimismo,
también se observa una sincronizacién de estructuras cerebrales.

En el hipotdlamo de los roedores varios ndcleos muestran una clara
sincronizacién al alimento (Mistlberger, 2011). En el conejo neonato
estudiamos la posible sincronizacién a nivel cerebral explorando dos
ntcleos, el NDM y el NSQ (Caba et al., 2008). En este tltimo obser-
vamos un efecto muy ligero en relacién con el cambio de la hora del
alimento. Basicamente es un aumento en la amplitud del ritmo tanto de
la proteina PER1 como de FOS, y los andlisis de ritmicidad circadiana
denominados cosinor indican un cambio de fase de 2.5 h y 0.55 h, res-
pectivamente. Sin embargo, en el nticleo dorsomedial encontramos un
cambio significativo en la fase de 7.5 h con base en dichos andlisis. En
relaciéon con el NSQ otros autores reportaron un cambio importante en
funcién de la hora del alimento, pero es posible que este cambio se deba
al desarrollo ontogenético de dicho nucleo (Caldelas et al., 2009; Caba
& Gonzélez-Mariscal, 2009). Por lo que respecta a roedores adultos se
considera que el alimento no es un sincronizador del NSQ, pues no se
observan cambios o estos son muy pequefios (Mistlberger, 2011). A pesar
de ello, en otros nucleos hipotaldmicos hay una clara sincronizacion,
como por ejemplo con el NDM (revisién en Mistlberger, 2011), similar a
lo reportado en gazapos (Caba et al., 2008).
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Como se puede observar, estos nticleos hipotaldmicos se comportan
de manera similar en el conejo neonato y la rata adulta sincronizados
por alimento. En relacién con otras regiones del cerebro se considera que
la presentacién periddica de alimento afecta mdltiples dreas y nticleos y
produce activacion de ellos antes, durante y/o después de la presentacién
del alimento, tanto en roedores adultos (Angeles et al., 2004; Mistlberger,
2011) como en el conejo (Caba et al.,, 2008; Caba & Gonzélez-Mariscal,
2009; Morgado et al., 2011; Judrez et al., 2012).

Con base en todas estas evidencias, hasta ahora se puede concluir que
el conejo neonato es un modelo natural de sincronizacién por alimento.
Por lo demads, los resultados de los estudios en roedores adultos y en
gazapos en relacion con el OSA refuerzan la idea de la participacién de
multiples regiones cerebrales en la sincronizaciéon por alimento. Se esta
entendiendo como estd organizado este sistema multioscilatorio, incluso
se ha sugerido que en lugar de sélo un locus, el OSA muy probablemente
estd constituido por un sistema multioscilatorio, como ya se menciono,
en el que participan mdiltiples estructuras, no sélo del sistema nervioso
sino de la periferia (Mistlberger, 2011).

Pero es posible que para una mayor comprensién de este fenémeno
sea necesario analizar otras dreas cerebrales que han sido escasamente
o aun no exploradas. Resultaria especificamente interesante analizar las
areas que muestran actividad antes de la presentacion del alimento, ya
que esto sugiere su participacién en el mecanismo del estado de alerta.
Pero si al propio tiempo este aumento de actividad persiste después de
que el sujeto ha estado en ayuno, podria sugerirse que también puede
ser parte del reloj o los relojes oscilatorios que controlan este fenémeno.
Esto en contraste con las dreas que muestran actividad s6lo después de
la presentacién del alimento y que, por lo tanto, pueden formar parte del
mecanismo de entrada de la informacidn, es decir, de la sincronizacion.
A continuacién describiremos estudios recientes que involucran regiones
cerebrales que muestran anticipacién a la presentacién del alimento y
persistencia en condiciones de ayuno, los cuales pueden ser importantes
para un mejor entendimiento de este fenémeno.

EL BULBO OLFATORIO Y REGIONES TELENCEFALICAS
PARTICIPAN EN LA SINCRONIZACION

POR EL ALIMENTO

El bulbo olfatorio (BO), al igual que muchas otras regiones cerebrales,
expresa genes reloj que oscilan manteniendo una fase en sincronia con
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el NSQ (Abe et al., 2002; Granados et al., 2004). Cuando estas regiones se
aislan y se mantienen in vitro contintian oscilando por muy pocos ciclos.
Sin embargo, este no es el caso del BO, pues se ha demostrado que pue-
de continuar oscilando en ausencia del NSQ, aunque si recibe influencia
de dicho ntcleo (Granados et al., 2004). Con base en ello se ha estable-
cido que el BO contiene un reloj autosostenido, pero se ignora su sig-
nificado funcional. Recientemente publicamos que el BO se sincroniza
y muestra un aumento notable de la proteina FOS antes de la ingestién
de alimento, esto es, tiene una actividad “anticipatoria” (Nolasco et al.,
2012; ver figura 5.6), actividad que persiste a la hora de la alimentacién
en el siguiente ciclo en los sujetos alimentados a las 10:00 h y 1.5 h des-
pués en los sujetos alimentados a las 02:00 h. Un caso muy interesante
ya que sugiere que el BO participa activamente en la sincronizacién por
alimento, tanto para la anticipacién como para el mecanismo oscilatorio
del reloj de este fenémeno. Adicionalmente, estos experimentos fueron
la primera demostracién de la sincronizaciéon del BO por alimento, tanto
principal como accesorio (Nolasco et al., 2012).

BULBO OLFATORIO

1.
|
|

MOMENTODE LA 1.5H DESPUES DE LA 16 H DESPUES DE LA
ALIMENTACION ALIMENTACION ALIMENTACION

FIGURA 5.6. Expresion de la proteina FOS en el bulbo olfatorio del conejo neonato. Al momento de
la succién y 1.5 h después es més alta que 16 h después de la alimentacién. Barra de calibracién =
100 um (modificada de Nolasco et al., 2012).

Por otro lado, existen dreas en el cerebro anterior, en el telencéfalo, que se
activan diferencialmente dependiendo de la fase del ciclo luz/oscuridad,
esto es, algunas de sus poblaciones se activan cuando los sujetos estdn en
estado de alerta (Uschakov et al., 2006). Sin embargo, no se han explo-
rado en el contexto de la sincronizacién por alimento, especificamente
durante la AAA, cuando los sujetos muestran un estado aumentado de
alertamiento.
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Con base en ello exploramos su posible activacién en el proceso de
sincronizacién por alimento en los gazapos utilizando la expresién de
la proteina FOS. Encontramos que 3 dreas, el 6rgano vasculoso de la 14-
mina terminalis, el nicleo predptico mediano y el drea predptica medial,
muestran una activacién significativa al momento de la alimentacién,
pero no 8 horas después, y este aumento persiste cuando los sujetos es-
tdn en ayuno. A diferencia de los sujetos alimentados 8 horas después,
la actividad desciende en el 6érgano vasculoso pero no en los nicleos
predpticos. Esto es interesante, ya que indica que las 3 estructuras se
activan durante la AAA y que, ademds, la activacion persiste durante
el ayuno. También indica que el aumento sostenido de actividad en los
nucleos predpticos durante el ayuno puede estar involucrado en mante-
ner el estado de alerta de los individuos a consecuencia de la falta de ali-
mento, de manera similar a lo que se observa en el sistema orexinérgico
tanto de roedores adultos (Mieda et al., 2004) como en gazapos (Moreno
et al., 2013). Pensamos que tanto el bulbo olfatorio como estas estruc-
turas telencefdlicas deben ser exploradas en detalle para determinar su
significado funcional en relacién con este paradigma experimental, pues
nos ayudarian a tener una mejor comprension del fenémeno del estado
de alerta y de los osciladores involucrados en la sincronizacién por ali-
mento a nivel central.

CONCLUSIONES

Durante muchos afios la atencién sobre los ritmos circadianos se centr6
en la luz, ya que es el sincronizador principal en la naturaleza. El fené-
meno de la sincronizacién por alimento ha revolucionado el estudio de
estos ritmos y ahora se estd frente a un panorama en el que los sincro-
nizadores féticos y no féticos, en este caso el alimento, interaccionan
de una manera muy compleja. A diferencia de la sincronizacién fética,
se piensa que la sincronizacién por alimento estd controlada por un
sistema en el que participan multiples estructuras, tanto del sistema
nervioso como a nivel periférico. Sin embargo, es posible que exista una
estructura clave mucho mds importante, pero atin no se ha identificado.
Ante esto, el modelo del conejo neonato ha demostrado ser ttil para el
estudio de la sincronizacién por alimento y estd aportando nuevos ele-
mentos para su compresion.

Un mejor entendimiento de este fenémeno ayudard en el tratamiento
de disfunciones en las que hay una alteracién de los ritmos circadianos,
como por ejemplo en las personas que trabajan de noche, en las que

El conejo neonato, un modelo natural de sincronizacién por alimento 119



atraviesan varios husos horarios cuando viajan de un continente a otro,
y en patologias como el sindrome metabdlico e inclusive el cdncer. En
todos estos problemas el alimento es un potente sincronizador que esta
siendo utilizado desde el punto de vista circadiano para el tratamiento
de patologias, por lo que se espera que en un futuro contribuya signifi-
cativamente al mejoramiento de la calidad de vida en humanos.
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6.

ASPECTOS
CRONOBIOLOGICOS
DE LA OBESIDAD
Y EL SINDROME
METABOLICO

Roberto Salgado Delgado,! Carolina Escobar? y Nadia Saderi®

INTRODUCCION

La incidencia de obesidad a nivel mundial se ha convertido en un grave
y creciente problema de salud publica, alcanzando en algunos paises
proporciones alarmantes. Modificaciones en los hdbitos alimenticios,
incluyendo la cantidad, la calidad y la frecuencia de las comidas, han ge-
nerado una alta ocurrencia de enfermedades relacionadas con el sobre-
peso, entre ellas la diabetes, la dislipidemia y la hipertensién arterial. A
este conjunto de padecimientos actualmente se le conoce con el nombre
de sindrome metabdlico. Hasta el momento las estrategias desarrolladas
para combatir la obesidad no han sido resolutivas, por lo que es impor-
tante abordar el problema con nuevos enfoques.
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Nuestro grupo de investigacion, junto con muchos otros involucra-
dos en el estudio de la cronobiologia, hemos demostrado que nuestra
fisiologia se adapta continuamente a los cambios ciclicos del ambiente,
sean estos diarios o estacionales. Esto ocurre gracias a la presencia de
un reloj biolégico que regula la expresién y actividad de enzimas y
hormonas implicadas en el metabolismo asi como todas las funciones
homeostdticas. El reloj bioldgico, a su vez, transmite la sefial de ritmi-
cidad circadiana a todos los 6rganos y tejidos periféricos por medio
de vias neuronales y hormonales para que todo el organismo funcione
acoplado al ciclo externo de luz/oscuridad. Este sistema puede alte-
rarse debido al estilo de vida moderno, que implica una baja actividad
fisica durante el dia e ingesta abundante de comida durante la noche,
entre otros factores. Gracias a estudios epidemiolégicos en poblaciones
humanas y en modelos experimentales se ha demostrado que las alte-
raciones circadianas pueden ser un factor promotor de la obesidad y del
sindrome metabdlico. Por lo tanto, en este capitulo se resumen los ha-
llazgos recientes que describen la relacién entre el metabolismo y los
ritmos circadianos y sus implicaciones para el desarrollo de sindrome
metabdlico y obesidad.

CUANDO EL SISTEMA CIRCADIANO FUNCIONA MAL
(DESINCRONIZACION)

La desincronizacién interna (DI) y la cronodisrupcién o interrupcion
circadiana pueden ser definidos como una importante perturbacién del
orden temporal interno y, por lo tanto, de los ritmos circadianos fisiol6-
gicos, bioquimicos y conductuales. En la actualidad, el ser humano tiene
la necesidad de extender la vigilia, asi como modificar y hasta invertir
repetidamente los ciclos normales de suefio-vigilia, ejemplo de ello es el
Jet lag y el trabajo nocturno o rotatorio; aunque los ritmos circadianos
también se alteran por otras condiciones externas, como la contamina-
cién luminica o la realizaciéon de actividades durante la noche, lo cual
afecta la calidad y cantidad de suefio (Davis & Mirick, 2006).

En los tltimos afios han aparecido evidencias que sefialan que la DI
tiene efectos negativos sobre la salud humana, de manera que estos
fenémenos inductores de DI han adquirido relevancia en los estudios
cronobiolégicos (Davis & Mirick, 2006; Staels, 2006). La evidencia ac-
tual sugiere que la DI provoca perfiles hormonales alterados, como los
niveles de melatonina nocturna y de hormonas reproductoras, entre
otras alteraciones que estdn estrechamente asociadas con un aumento
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del riesgo a desarrollar enfermedades o el agravamiento de patologias
preexistentes, como el envejecimiento prematuro, enfermedades car-
diovasculares, sindrome metabdlico y obesidad (Albrecht, 2012; Davis
& Mirick, 2006; Froy, 2007; Mazzoccoli et al., 2012; Ramsey et al., 2007).
Por lo tanto, la alteracién de los ritmos circadianos puede manifestar-
se como un desequilibrio hormonal y de trastornos del suefio, una ten-
dencia al cdncer, alteraciones metabdlicas y reduccion de la esperanza
de vida (Davis & Mirick, 2006; Filipski et al., 2003; Reppert & Weaver,
2002). En contraste, el restablecimiento de los ritmos circadianos genera
bienestar y un aumento de la longevidad (Hurd & Ralph, 1998).

EL SUENO, EL TRABAJO POR TURNOS Y LA OBESIDAD

Numerosos estudios epidemiolégicos muestran que el trabajo por
turnos estd asociado con una mayor prevalencia de obesidad, hiper-
trigliceridemia, bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL),
obesidad abdominal, diabetes y enfermedad cardiovascular (Ellingsen
et al., 2007; Holmback et al., 2003; Karlsson et al., 2001; Nilsson et al.,
2004). Ademds, se observa que los trabajadores por turnos presentan va-
lores aumentados de glucosa plasmatica, insulina y triglicéridos como
respuesta metabdlica postprandial que se asocia con la alteracién de la
ritmicidad circadiana de melatonina (Lund et al., 2001).

Asi pues, el trabajo por turnos es un ejemplo en el que se altera la sin-
cronia normal entre el ciclo luz/oscuridad, el suefio y la alimentacion.
Ademas, se han derivado muchos resultados interesantes relacionando
los desérdenes del suefo y de la alimentacién con la obesidad (Ptécek et
al., 2007). Un ejemplo claro se obtuvo cuando a un grupo de estudiantes
se le invirti6 la actividad durante el dia con su dltima comida entre las
19:00 y 20:00 h (actividad diurna) y a otro grupo con su dltima comida
entre las 23:00 y 24:00 h (actividad nocturna). Después de tres semanas
bajo este protocolo los estudiantes con actividad nocturna exhibieron
niveles de insulina y de glucosa mucho mds altos con respecto a los
estudiantes diurnos (Qin et al., 2003).

Por nuestra parte, en nuestro laboratorio desarrollamos modelos de
desvelo y de trabajo nocturno en roedores para modelar el estilo moderno
de vida, en donde los sujetos se mantienen despiertos y activos durante
la noche en lugar de dormir. Para mantener despiertos y activos a los
roedores implementamos ruedas de actividad forzada en las cuales se
introducen ratas diariamente al inicio del dia, que para ellas es el inicio de
la etapa de descanso. Estos cilindros rotan a una baja velocidad para que
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las ratas coman, beban agua y descansen, pero con tal movimiento no se
les permite dormir (Salgado-Delgado et al., 2008). Después de someterlas
a 4 semanas de protocolo, corroboramos que las ratas desarrollaron una
condicién de desincronizacién interna con sintomas claros de sindrome
metabdlico (alteraciones en sus niveles de glucosa, triglicéridos, higado
graso, etc.) (Salgado et al., 2010), y a largo plazo aumentaron de peso sig-
nificativamente comparadas con sus controles (Salgado et al., 2008).

Con nuestro modelo de desincronizacién interna observamos que la
vigilia forzada lleva a que las ratas consuman mayor cantidad de comi-
da en su fase originalmente de reposo, y que controlando los horarios
de alimentacién hacia la noche evitamos la desincronizacién a nivel con-
ductual y mejoramos el manejo energético (Salgado et al., 2010). Estos
trabajos experimentales corroboran las observaciones con poblaciones
humanas y nos abren la posibilidad de explorar los mecanismos que
subyacen al aumento de apetito como resultado del desvelo y la mala
calidad de suefio en diversos niveles de aproximacién fisiol6gica.

Una gran cantidad de evidencia sugiere que una corta duracién del
suefio se asocia con un aumento en el indice de masa corporal (IMC) y
una elevada incidencia de diabetes tipo 2 (Gottlieb et al., 2005; Hasler et
al., 2004; Megirian et al., 1998). Estudios clinicos han identificado también
cambios en el metabolismo de energia después de pocos dias de restric-
cién parcial del suefio. Ademas, en las personas que duermen poco se
reducen significativamente los niveles circulantes de hormonas anorexi-
génicas, como la leptina, y aumentan las hormonas orexigénicas, como la
grelina, aumentando por lo tanto la sensacién de hambre y especialmente
el apetito por carbohidratos (Spiegel et al., 2004; Taheri et al., 2004).

La relacién entre el IMC y el tiempo total de suefio en 24 horas mostré
que los pacientes con sobrepeso (IMC 25-29.9 kg/m?2) y obesidad (IMC
30-39.9 kg/m2) duermen menos que los pacientes con IMC normal.
Estudios previos han reportado que los pacientes obesos estdn mds
somnolientos durante el dia y tienen mds probabilidades de sufrir tras-
tornos de suefio por la noche en comparacién con los personas de peso
normal (Vgontzas et al., 1998). Se sugiere que una anormalidad circadia-
na podria ser la responsable de la somnolencia diurna observada en los
pacientes obesos (Vgontzas et al., 1998). Los niveles de citoquinas por
la mafiana asociados con la obesidad, por ejemplo, el factor de necrosis
tumoral (TNF-o) e interleucina 6 (IL-6), son significativamente elevados
en pacientes con apnea del suefio, y también se correlacionan signifi-
cativamente con la somnolencia diurna excesiva en comparacién con
personas con peso normal (Vgontzas et al., 1997).
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Las personas que habitualmente duermen menos de 6 o mds de 9
horas por noche tienen mads riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 y una
menor tolerancia a la glucosa (Gottlieb et al., 2005). Se ha informado
que la obesidad, niveles altos de triglicéridos y bajas concentraciones
de lipoproteinas de alta densidad se presentan con mayor frecuencia en
los trabajadores por turnos que en los de horarios diurnos (Karlsson et
al., 2001; 2003). Del mismo modo, la duracién de los turnos de trabajo
estd directamente relacionada con el IMC y el radio de la cintura, inde-
pendiente de la edad, sexo, tabaquismo, actividad fisica y los niveles de
educacién (Di Lorenzo et al., 2003; Parkes, 2002).

INTERACCION ENTRE LOS RITMOS CIRCADIANOS Y EL
METABOLISMO

Muchas hormonas implicadas en el metabolismo, como la insulina
(La Fleur et al., 1999), el glucagén (Ruiter et al., 2003), la adiponectina
(Ando et al., 2005), corticosterona (De Boer & Van Der Gugten, 1987),
la leptina y la grelina (Ahima et al., 1998; Bodosi et al., 2004), muestran
una oscilacién circadiana. Ademds de esta regulacion endocrina, se
sabe que el reloj circadiano regula el metabolismo y la homeostasis
energética en los tejidos periféricos (Froy, 2007). Esto se consigue regu-
lando la expresion o la actividad de las enzimas metabdlicas y sistemas
de transporte (Hirota & Fukada, 2004) relacionados con el metabolismo
del colesterol, la regulacion de aminodcidos, el ciclo del 4cido citrico y
el metabolismo del glucégeno y la glucosa (Davidson et al., 2004; La
Fleur et al., 1999).

Algunos ejemplos de enzimas reguladas por el reloj circadiano son
la glucégeno fosforilasa (Frederiks et al., 1987), la citocromo oxidasa
(Ximenes da Silva et al., 2000), la lactato deshidrogenasa (Rivera et al.,
1993), la acetil-CoA carboxilasa (Fukuda & Iritani, 1991), la 4cido graso
sintasa, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Fukuda & Iritani, 1991),
y muchos mds. Por otra parte, la lesién del nticleo supraquiasmético
(NSQ) elimina las variaciones diurnas en la homeostasis de glucosa en
el cuerpo (Cailotto et al., 2005), alterando no sélo los ritmos en la tasa
de utilizacién de la glucosa sino también la produccién hepdtica de la
glucosa enddgena. Del mismo modo, se ha encontrado que la captacién
de glucosa y la concentraciéon de ATP en el cerebro y tejidos periféricos
fluctdan en torno al ciclo circadiano (La Fleur, 2003), y también que un
gran namero de receptores nucleares implicados en el metabolismo de
lipidos y la glucosa exhiben una expresion circadiana (Yang et al., 2006).
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Actualmente se sabe que el efecto del reloj biolégico sobre el meta-
bolismo o sobre los relojes periféricos podria derivarse de la alimenta-
cién, particularmente del estado energético generado por la ingestion
de alimentos y por las hormonas cuya secrecién es controlada por la
presencia o ausencia de los mismos. Varios estudios han identificado
algunos nutrientes capaces de reajustar o regular los ritmos circadianos
de la conducta y de los tejidos periféricos, entre ellos la glucosa (Stephan
& Davidson, 1998), los aminodcidos (Iwanaga et al., 2005) y el sodio
(Mobhri et al., 2003; Waddington et al., 2007).

Los nutrientes y hormonas que regulan el metabolismo modifican los
ritmos circadianos a través de la regulacién en la expresién de genes
reloj. Por ejemplo, en cultivos de fibroblastos Rat-1, la insulina induce la
produccién de 4cido ribonucleico (RNA, por sus siglas en inglés) mensa-
jero del gen reloj Perl (periodol) (Balsalobre et al., 2000). También se ha
demostrado que los glucocorticoides inducen una expresién génica cir-
cadiana en cultivos de fibroblastos Rat-1 y de forma transitoria cambian
la fase de expresion de los genes circadianos en higado, rifién y corazén
(Balsalobre et al., 2000; Reddy et al., 2007).

MUTACIONES DEL RELOJ Y TRASTORNOS
METABOLICOS

El vinculo mds convincente entre los trastornos metabdlicos y el reloj bio-
l6gico se demuestra por los fenotipos de los mutantes de genes de reloj
y los knock-out (ver tabla 6.1). La mutacién de un gen reloj, por ejemplo
Per 2 (periodo 2) (ratones mPer2-/-), no muestra un ritmo de glucocor-
ticoides, aunque la respuesta de la corticosterona a la hipoglucemia se
encuentra intacta. Ademads, el ritmo de alimentacion diurna estd ausente
en estos ratones mutantes de Per 2 (mPer2-/-), siendo su consumo simi-
lar al generado con dietas altas en grasa caracterizado por una ingesta
arritmica, por lo que estos ratones desarrollan obesidad (Yang et al.,
2006). El gen Per 2 también ha sido implicado en la regulacién del ciclo
celular y se sugiri6 que funciona como un supresor de tumores en timo-
citos (Fu et al., 2002). A la vez se ha visto que estos ratones presentan
un aumento en la densidad ésea. Debido a que los huesos y el tejido
adiposo comparten una ontogenia comun es posible que estos hallazgos
permitan comprender la adipogénesis.

Por otro lado, el factor de transcripciéon Clock es un componente clave
del reloj circadiano. Se ha observado que los ratones mutantes de Clock
tienen un ritmo de alimentacién muy atenuado, son hiperfagicos y obesos
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y desarrollan sindrome metabdlico con sintomas de hiperleptinemia,
hiperlipidemia, esteatosis hepdtica, hiperglucemia e hipoinsulinemia.
Probablemente esto se deba a la alteracion de genes que codifican péptidos
hipotaldmicos relacionados con el balance de energfa, ya que se atentian en
los ratones mutantes Clock, lo que sugiere que este gen desempefia un pa-
pel importante en el equilibrio energético de mamiferos (Turek et al., 2005).

TABLA 6.1. Alteraciones metabdlicas en ratones con mutacién de genes reloj.

Gen reloj Funcion Defectos metabélicos
Perl Regulador Negativo contiene Aumenta la excrecién de sa-
dominio PAS les por la orina
Per 2 Regulador Negativo contiene Altera el metabolismo de li-
dominio PAS pidos
Bajo peso corporal
Clock Regulador positivo contiene Sindrome metabdlico
un factor transcripcional do- Reduccién de la presién san-
minio bHLH-PAS guinea arterial
Bmal 1 Regulador positivo contiene Suprime la oscilacién de tri-
un factor transcripcional do- glicéridos y de glucosa plas-
minio bHLH-PAS matica
Cryly Cry2  Regulador Negativo Hiperglisemia
Hipertensién sensible a sal
Rev-erba Receptor nuclear, regulador Aumentan los triglicéridos
Negativo en suero
Rora Receptor nuclear, regulador Reduce los niveles de triglicé-
positivo ridos y HDL plasmadticos
Pgc-la Co-activador transcripcional Incrementa la sensibilidad a

la insulina

Altera la termogénesis

Por su parte, la pérdida de la expresién de Bmall da lugar a una signifi-
cativa disminucién de la expresion génica de la adipogénesis y varios de
los principales factores adipogénicos/lipogénicos, como los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR), la proteina 2 unida
a los dcidos grasos de los adipocitos (AP2), la proteina de unién a elemen-
tos regulatorios del esterol (SREBP-10), la fosfoenolpiruvato carboxiqui-
nasa y la 4cido graso sintasa. Ademds, la sobreexpresién de Bmall en los
adipocitos aumenta la actividad de la sintesis de lipidos. Estos resultados
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indican que Bmall, un regulador maestro del ritmo circadiano, también
juega un papel importante en la regulacién de la diferenciacion del tejido
adiposo y la lipogénesis en adipocitos maduros (Shimba et al., 2005).

Un estudio reciente evalu6 el efecto del gen reloj Bmall sobre el meta-
bolismo y el desarrollo de obesidad, para ello ratones mutantes macho
Bmal1t/) de 5 semanas de edad y ratones Bmall*/*) se mantuvieron en
una dieta alta en grasas (HFD) durante 15 semanas. Se observé que des-
pués de este tiempo el peso corporal y la masa de tejido adiposo subcu-
ténea y gonadal de los ratones Bmall®/) eran comparables a los ratones
Bmal1®/*) al final del periodo de la dieta. Sin embargo, una exploracién
con resonancia magnética revelé que el peso de los érganos vicerales se
redujo significativamente en los ratones Bral1/), confirmando un feno-
tipo de envejecimiento prematuro (Hemmeryckx et al., 2011).

Alteraciones en la homeostasis de los lipidos y glucosa se han obser-
vado también en animales con mutaciones en genes relacionados con el
reloj, como Nocturnina, una deadenilasa implicada en la regulacién pos-
transcripcional de la expresién génica ritmica (Green et al., 2007). Los
ratones con Nocturnina®/”) tienen un comportamiento normal de alimen-
tacion, asi como una ingesta de alimentos y niveles de actividad normal,
pero son resistentes a la obesidad inducida por dieta grasa. Estos rato-
nes también presentan cambios en la tolerancia de la glucosa y mejoran
la sensibilidad a la insulina. Este fenotipo se debe probablemente a la
falta de ritmicidad en los genes importantes para el metabolismo de lipi-
dos, ya que dichos ratones muestran una alteracion circadiana en rutas
lipidicas (Green et al., 2007).

Muchos de los ratones con mutaciones en los genes de reloj presentan
una alteracién en el ritmo de la digestién y absorcién de acidos grasos,
lo que resulta muy interesante porque podria explicar el alto indice de
acumulacién de grasa en estos ratones (Shimba et al., 2005; Turek et al.,
2005. Ver tabla 6.1).

(EN QUE FORMA EL RELOJ BIOLOGICO EJERCE SU
CONTROL SOBRE EL METABOLISMO?

Aproximadamente entre un 15% y un 30% de los genes, dependiendo
del tipo de tejido, parecen mantener un ritmo de expresién guiado por
los genes reloj, por ejemplo, las enzimas metabdlicas Nicotinamida
adenina dinucleétido (NAD+), Nicotinamida adenina dinucle6tido re-
ducida (NADH), acil-CoA oxidasa, 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
A (HMG-CoA sintasa) y numerosos sistemas de transporte, como la
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proteina transportadora de dcidos grasos, la sirtuinal (SIRT1), y la pro-
teina de unién al sitio D de la albdimina (DBP), que muestran ritmos
circadianos (ver figura 6.1). Ademds, las proteinas reloj como BMAL1 y
otras proteinas controladas por reloj (PPARa y REV-ERBo) estdn involu-
cradas en el metabolismo lipidico. Igualmente, BMAL1 y CLOCK estdn
implicadas en la homeostasis de la glucosa, mientras que los genes de
reloj Clock y Per2 parecen asociarse con la regulacién del alimento y el
apetito (Froy, 2011; Yang et al., 2006).

En resumen, hay evidencia sélida para demostrar que el sistema cir-
cadiano influye sobre el metabolismo y que diferentes sefiales metabdli-
cas, a su vez, hacen que este sistema se regule.

Senales del NSQ

Enzimas i Sensores de
Acil-CoA oxidasa RELOJES PERIFERICOS nutrientes
HMG-CoA sintasa AMPK
Nampt SIRT1
Hgmcer
Alasl

Receptores Metabolitos

Nucleares NAD+

PPARy Heme

PPARa

REV-ERBa

FIGURA 6.1. Regulacién del metabolismo por el reloj circadiano. Los relojes periféricos como el
higado son regulados por el reloj biolégico presente en el nticleo supraquiasmatico (NSQ). El reloj
del higado puede regular mdltiples rutas por varios mecanismos, entre los cuales se incluyen la
regulacién de enzimas, el control de niveles metabdlicos, la interaccién con sensores nutricionales
y la modulacién de receptores nucleares.

EL CONTROL CIRCADIANO DE LOS RECEPTORES
NUCLEARES

Los receptores nucleares constituyen una superfamilia de factores
de transcripciéon activados por ligandos que regulan varios procesos
biolégicos, como el crecimiento, el desarrollo, la sefializacién endocri-
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na, la reproduccién y el metabolismo energético (Sonoda et al., 2008).
Algunos receptores nucleares especializados actdan como sensores de
metabolitos, como las hormonas solubles en grasa, vitaminas, lipidos,
oxiesteroles y dcidos biliares (ver tabla 6.2). Actualmente se postula que
la expresion de varios receptores nucleares estd dirigida por genes de
reloj como Clock 'y Bmall.

Entre estos receptores nucleares se encuentra el receptor huérfano
relacionado con el dcido retinoico alfa (RORa) y REV-ERBa, asi como el
receptor activado por proliferadores peroxisomales alfa (PPARa) (Oishi
et al.,, 2005). PPARa acttia como sensor de dcidos grasos poliinsaturados,
regula la oxidacién de dcidos grasos y la sintesis de apolipoproteinas, y
es un blanco para fdrmacos tales como fenofibratos, los cuales disminu-
yen los niveles de triglicéridos en sangre (Sonoda et al., 2008). Aunque
CLOCK 'y BMAL1 pueden regular directamente la expresiéon de PPARa,
a su vez, la proteina puede regular directamente la expresiéon de BMAL1
(Canaple et al., 2006; ver tabla 6.2). Esta regulacién reciproca sugiere una
relacién muy estrecha entre receptores nucleares, el metabolismo y el
reloj circadiano (ver figura 6.2).

ENTRADAS RELOJ SALIDAS

Heme Lipolisis
AGL
Glucosa

Adipogénesis

Homeostasis
lipidica

{ D) Homeostasis
de glucosa
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| Termogénesis

|
X | i
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AMP/ATP oy E @
\ 60 o ® s /‘ ‘\ Metabolismo de
\\ —_— Y, acidos biliares
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FIGURA 6.2. Reguladores metabdlicos y componentes del reloj biolgico. Representacion esquemdtica
de las interacciones entre sefiales metabdlicas de entrada y reguladores metabdlicos con los
componentes del reloj circadiano en el higado (modificada de Asher & Schibler, 2011).
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TABLA 6.2. Ejemplos de algunos receptores nucleares relacionados con vias metabdlicas y circadia-
nas expresados en células metabélicamente activas.

CAR (NR113)

HNF4y (NR2A2)

LRH1 (NR5A2)

LXRP

PPARa (NR1C1)

PPARy (NR1C3)
PPARS (NR1C2)

ROR o/ (NRIF1 y
NR1F2)

REV-ERBa y B
(NR1D1 y NDR1D2)

Receptor constitutivo de
androstano

Receptor del factor hepa-
tico nuclear 4y

Factor de transcripcién fito-
proteico

Receptor de oxisterol B

Receptor activador de la
profileracién de los pe-
roxisomas o

Receptor activador de la
proliferacién de los pero-
ximas B/ 9

Receptor nuclear de orfa-
no RAR- o/p

Rev-Erbo/f

Juega un papel funda-
mental en la regulacién de
genes CYP en respuesta a
componentes lipidicos en-
dégenos y exdgenos.
Constitutivamente une 4ci-
dos grasos.

Participa en la homeosta-
sis de esteroides, dcidos
biliares y colesterol.
Participa regulando la ho-
meostasis de colesterol en
el higado.

Estos PPARs son miem-
bros de la subfamilia de
los PPAR. Juegan un pa-
pel importante en el me-
tabolismo de lipidos y
glucosa, se han implicado
en enfermedades metabé-
licas como la obesidad, hi-
perlipidemia, resistencia a
la insulina y enfermeda-
des arteriales coronarias.

Son miembros de la subfa-
milia de receptores nu-
cleares de orfano ROR,
implicados en el desarro-
llo y homeostasis celular.

Ambos miembros son ex-
presados durante el de-
sarrollo y la vida adulta,
participando en muchas
vias de la proliferacién y
fisiologia celular.
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Evidencia adicional de esta relacién fue proporcionada por un estudio
que implica un andlisis detallado de la expresiéon de mRNA de 45 recep-
tores nucleares en diversos tejidos metabdlicos (Yang et al., 2006). La ex-
presion de 25 de estos receptores, en los que se encuentran miembros de
la familia PPAR (a, y, 8) y algunos de la familia de receptores relacionados
con estrégeno (ERR) (o, B, v), son ritmicos en diferentes tejidos (ver tabla
6.2). Quiza se trate de un posible mecanismo regulador de las oscilacio-
nes de glucosa y del metabolismo de lipidos observadas diariamente.

Otra evidencia de cémo un receptor nuclear regula la funcién del
reloj circadiano fue establecida por estudios recientes que demuestran
que las protefnas PERIODO (PER 1, 2 y 3) se asocian fisicamente con
varios receptores nucleares (Costa et al., 2011; Gery et al., 2007; Grimaldi
et al., 2010; Schmutz et al., 2010). Estos trabajos demostraron que PER2
interactda con un gran ntimero de receptores nucleares en los que se
incluyen PPARy (Grimaldi et al., 2010), ERa (Gery et al., 2007), PPARo,
REV-ERBo, factor nuclear alfa 4 del hepatocito (HNF4a), el receptor de
la hormona tiroidea alfa (TRa), el rector nuclear asociado 1 (NURR1) y el
receptor nuclear RORa (Schmutz et al., 2010); también se demostré que
PER3 interactia con PPARy (Costa et al., 2011). Estas interacciones tie-
nen dos consecuencias probables para la interaccién entre genes reloj y
metabolismo: la primera es que la modulacién de la expresién de genes
reloj, por ejemplo, Per2, en coordinacién con PPARa y REV-ERBa, regule
la expresién de Bmall; y la segunda, que la regulaciéon de la actividad
o estabilidad de estos receptores nucleares mantenga un ajuste fino de
varias rutas metabdlicas (ver figura 6.2).

De todo lo anterior se concluye que la interaccién de las proteinas
PER con diversos receptores nucleares no sélo influye en varias rutas
metabdlicas (como el metabolismo de lipidos y del glucégeno), sino que
también modula la expresién de genes de reloj (como Bmall), necesarios
para la generacién y mantenimiento de los ritmos circadianos. Estas
observaciones apoyan la idea de que el reloj circadiano regula el me-
tabolismo a varios niveles y, por lo tanto, las alteraciones en los ritmos
circadianos pueden repercutir en trastornos metabdlicos.

SENSORES NUTRICIONALES COMO REGULADORES
DEL RELOJ BIOLOGICO

Para que el reloj circadiano pueda controlar eficientemente el metabo-
lismo celular debe haber una via a través de la cual la maquinaria del
reloj determine el estado de energia de la célula. Existen al menos dos
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proteinas que cumplen con el requisito de sensores de nutrientes y del
estado energético que estdn relacionadas fuertemente con la maquinaria
del reloj biolégico, la sirtuina 1 (SIRT1) y la proteina quinasa activada
por AMP (AMPK) (ver figura 6.2).

El papel de SIRT1 en el metabolismo estd bien estudiado (Haigis &
Sinclair, 2010). SIRT1 es una desacetilasa que desacetila varias proteinas
que participan en las vias metabdlicas y regula la expresién génica por
desacetilacion de histonas. Una caracteristica fascinante de SIRT1 es que
su actividad enzimdtica es NAD™ dependiente (Imai et al., 2000). Debido
a que la relacion NAD"/NADH es una medida directa del estado de
energia de una célula, la dependencia de SIRT1 de la NAD™ vincula di-
rectamente el metabolismo energético celular y la desacetilacién de pro-
tefnas clave. Aunque la evidencia es consistente en cultivos celulares,
el papel redox en los ritmos circadianos in vivo ha sido recientemente
estudiado.

Un trabajo muy actual observé que los ciclos de oxidacién-reduccién
de las proteinas peroxirredoxinas, mediante la caracterizacién de sus
oscilaciones en una variedad de organismos modelo, constituyen un
marcador universal de los ritmos circadianos en todos los dmbitos de
la vida. Ademds, se exploré la interconectividad entre estos ciclos me-
tabdlicos y la traduccién de los ciclos de transcripcion en el asa de re-
troalimentacion del reloj en cada sistema. Estos resultados sugieren una
intima coevolucién de los componentes del reloj con los mecanismos
homeostaticos celulares de oxidacién-reduccién desde hace 2500 millo-
nes afios (Edgar et al., 2012).

Podemos resumir que todos los procesos celulares, tales como la
proliferacion, la diferenciacién y la muerte, son intrinsecamente depen-
dientes del estado redox de la célula. Entre otros indicadores del flujo
redox, los niveles celulares de NAD (H) desempefian un papel predo-
minante en la reprogramacion transcripcional. Ademads, se sabe que las
funciones fisiolégicas normales de una célula se regulan en respuesta
a las perturbaciones de los niveles de NAD (H) (por ejemplo, debido a
alteraciones en la dieta) para mantener las condiciones homeostdticas.
Las células consiguen esta homeostasis mediante la reprogramacion de
varios componentes que incluyen cambios en la estructura de la croma-
tina y su funcién (transcripcién).

La interdependencia de los cambios en la expresiéon génica y NAD
(H) se considera crucial para la supervivencia de una especie (por afec-
tar la capacidad de reproduccién y la longevidad). Las proteinas que se
unen y usan NAD (H) como un cosustrato (tal como CtBP y PARP/sir-
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tuinas, respectivamente) inducen cambios en la estructura de la croma-
tina y los perfiles de transcripcién. De hecho, su capacidad de detectar
alteraciones en los niveles de NAD (H) se ha implicado en las respuestas
al estrés, el desarrollo, la homeostasis metabdlica, la reproduccién y el
envejecimiento o las enfermedades relacionadas con la edad (Ghosh et
al., 2010; Merrow & Roenneberg, 2001).

Salgado y colaboradores (2013) demostraron que NAD+ y Nampt
pierden su ritmicidad y disminuyen su expresién cuando los anima-
les son sometidos a un protocolo de desincronizacién circadiana por
actividad forzada y alimentacién durante su fase de descanso, dando
como resultado un aumento de peso y cambios metabdlicos asociados
al metabolismo de lipidos y de glucosa. Recientemente, dos estudios
independientes identificaron a SIRT1 como un modulador clave de la
magquinaria del reloj circadiano (Nakahata, 2008). SIRT1 modula los
ritmos circadianos de la desacetilacién de histonas H3 y de proteinas
no histénicas (BMAL1 y PER2). Asi mismo, se sabe que el complejo
CLOCK-BMALL1 interactda con SIRT1 y recluta a los promotores de
genes ritmicos.

Es importante destacar que la expresiéon de genes circadianos y la
acetilacion de BMAL1 se ven comprometidas en ratones con mutaciéon
especifica de SIRT1 en el higado (Nakahata, 2008). Estos hallazgos con-
dujeron al concepto de que SIRT1 opera como un reostato de la maqui-
naria circadiana, modulando la amplitud y opresién de la acetilacién de
CLOCK y sus consecuentes ciclos de transcripcion en tejidos metabdli-
cos (Nakahata, 2008; ver figura 6.2).

SIRT1 también regula varias proteinas metabdlicas. Por ejemplo, la
gluconeogénesis por desacetilacién y activacion de PPARy-coactivadora
(PGCla) y forkhead box O1 (FOXO1) (Schwer & Verdin, 2008). FOXO1
regula directamente la expresién de varios genes gluconeogénicos
(Frescas et al., 2005), mientras que PGCla coactiva receptores de glu-
cocorticoides y al factor nuclear hepdtico 4o (HNF-40) que induce la
expresion de genes gluconeogénicos (Yoon et al., 2001). SIRT1 también
regula el metabolismo del colesterol por desacetilacién, activando el
receptor X del higado (LXR) (Li, 2007; ver figura 6.2). LXR regula el me-
tabolismo del colesterol por medio de la induccién de la expresion del
transportador de unién al cassette de ATP-A1 (ATP-binding cassette pro-
tein A1; ABCA1) que participa en el flujo de colesterol desde los tejidos
periféricos a la sangre. Debido a que la actividad de SIRT1 es regulada
de manera circadiana, seria interesante determinar si la acetilacién de
los otros blancos de SIRT1 oscila de manera circadiana.
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Por su parte, AMPK se activa cuando el estado energético celular es
bajo, en otras palabras, cuando la relaciéon de AMP / ATP es alta. La ac-
tivaciéon de AMPK se activa en procesos catabdlicos que producen ATP
y se apaga en procesos que consumen ATP. La actividad de la AMPK
se encontré que era ritmica en el higado de ratén, el hipotdlamo y en
fibroblastos de ratén (Lamia et al., 2009; Um et al., 2011). AMPK pue-
de modular el reloj circadiano por fosforilaciéon de CRY1 (Lamia et al.,
2009) y la caseina quinasa le (CKle) (Um, 2007). CKle juega un papel
importante en la regulacién de los ritmos circadianos, ya que fosforila a
proteinas PER y controla su degradacién (Akashi et al., 2002; Shirogane
et al., 2005). Curiosamente, la activacion de AMPK también conduce a
un aumento en los niveles de NAD+ (Cantd et al., 2009). Por lo tanto,
AMPK podria modular la expresién génica circadiana indirectamente a
través de la activacién de SIRT1 (ver figura 6.2).

LOS RITMOS CIRCADIANOS Y EL. METABOLISMO
DE LIPIDOS

Ya se sabe que los ritmos bioldgicos estdn presentes en la grasa blan-
ca del epididimo y en el tejido adiposo pardo (Zvonic et al., 2007).
Variaciones diurnas de la sensibilidad del tejido adiposo a la adrenali-
na induce lipdlisis persistente ex vivo, lo que sugiere que la naturaleza
intrinseca de los adipocitos exhibe una variacién diurna (Suzuki et al.,
1983). El transportador de la protefna 1 de los dcidos grasos (FATP1),
acil-CoA sintetasa 1 (ACS1), y la proteina relacionada con la diferencia-
cién de adipocitos (ADRP) presentan variaciones diurnas de expresion.
Se sugiere que el aumento en la expresién nocturna de FATP1, ACS1
y ADRP promueve mayores indices de absorcién de dcidos grasos y el
almacenamiento de triglicéridos en roedores (Bray & Young, 2007).
Estudios moleculares recientes establecieron la participaciéon de
BMALL en la actividad y el control de la adipogénesis y del metabo-
lismo de lipidos en los adipocitos maduros, ya que los fibroblastos
embrionarios de ratones krnock-out de Bmallt/~) no se diferencian en adi-
pocitos. Asi mismo, un estudio exhaustivo del RNAm de los receptores
nucleares en el tejido adiposo blanco y pardo, en el higado y el musculo
esquelético de ratones, revelaron que aproximadamente el 50% de los
receptores nucleares conocidos muestran una expresion ritmica (Yang
et al., 2006). Debido a que varios de estos receptores sensoriales, lipidi-
cos, de vitaminas y hormonas solubles en grasa sirven como vinculos
directos entre las vias de deteccién de nutrientes y el control circadiano
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de la expresion génica, podrian ser de gran importancia en el estudio
del vinculo de reciprocidad entre los ritmos circadianos y los procesos
metabdlicos de los lipidos.

Otro candidato importante en el vinculo entre los ritmos biolégicos
y el metabolismo de lipidos es REV-ERBa. Este factor de transcripciéon
proadipogénico, cuyos niveles aumentan drdsticamente durante la
diferenciacién de los adipocitos (Chawla & Lazar, 1993), presenta va-
riaciones diurnas de su expresién en tejido adiposo murino (Bray &
Young, 2007). Durante la diferenciacién de los adipocitos, REV-ERBa
ha demostrado actuar corriente abajo (en inglés: Downstream) del factor
de diferenciacién genético de PPARGa, facilitando la expresién de genes
blanco de PPAR, incluyendo AP2 y C /ebp. Por el contrario, RORa,
regula la lipogénesis y la acumulacién de lipidos en el musculo esque-
lético, siendo un regulador positivo de la expresién de Bmall (Akashi &
Takumi, 2005; Lau et al., 2004; Sato et al., 2004). Curiosamente, el hete-
rodimero CLOCK-BMALI regula la expresion de ambos, REV-ERBa y
RORa (Preitner et al., 2002; Sato et al., 2004; Ueda et al., 2002).

Per2 también es importante en el metabolismo de lipidos, ya que
inhibe el reclutamiento de PPARy a su promotor, especificamente en el
tejido adiposo blanco (Grimaldi et al., 2010). Por lo tanto, la ausencia
de Per2 causa una remocién de la represion (resultando activacién) de
varios genes blanco de PPARy y conduce a la expresion de genes espe-
cificos del tejido adiposo pardo. Este mecanismo de regulacién de la
expresion de genes podria ser la responsable de que los ratones Per2(-/7)
tengan un metabolismo lipidico alterado (Grimaldi et al., 2010).

De este modo, PPARy, PPARo, REV-ERBa, RORa, y PGC-1a y Per2
son componentes clave de un oscilador circadiano que integra el reloj de
los mamiferos y el metabolismo de lipidos. Esta interconexién entre los
mecanismos celulares del reloj y vias lipogénicas y adipogénicas desta-
can los mecanismos que asocian las alteraciones en los ritmos bioldgicos
y los trastornos metabdlicos.

CONCLUSIONES

En este capitulo se destacé la influencia del sistema circadiano en la fi-
siologia humana, observdndose claramente una pronunciada actividad
y temporalidad en una gran cantidad de sistemas, como el ciclo suefio-
vigilia, la conducta de alimentacién, el metabolismo y la actividad en-
docrina. El equilibrio homeostético se ve alterado por el estilo de vida
que favorece el consumo elevado de alimentos, baja actividad durante
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el periodo activo, mayor actividad en el periodo de descanso y un acor-
tamiento en el periodo de suefio. De hecho, la alteracién de los ritmos
biolégicos podria generar una atenuacién de los ritmos circadianos de
alimentacién, alterar el metabolismo, aumentar la incidencia de enfer-
medades y reducir la esperanza de vida. Las alteraciones de los ritmos
junto con los antecedentes genéticos aumentan el riesgo de desarrollar
estas complicaciones de salud y, por desgracia, los ritmos circadianos en
el metabolismo a menudo se pasan por alto en los tratamientos. A me-
dida que més datos se acumulan en cuanto a la descripcién de las fun-
ciones especificas mecanicistas de estos genes reloj que regulan las vias
metabdlicas, nuevos blancos terapéuticos estdn surgiendo. Es concebible
que si los fairmacos que modulan al reloj biol6gico funcionan, se podria
crear un tratamiento mds eficaz contra todos los trastornos metabdlicos.
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7.

EFECTOS DE LA VIDA
MODERNA SOBRE
LA SOMNOLENCIA.
UN ESTUDIO
EN ESTUDIANTES
UNIVERSITARIOS!

Maria del Carmen Cortés?, José Ramon Eguibar’
y Maria del Carmen Lara?

INTRODUCCION

La somnolencia es la necesidad inminente de dormir y es normal cuan-
do se acerca la hora habitual para descansar. De un 10% a 15% de la po-
blacién tiene somnolencia durante el dia y es mds frecuente en nifios en
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edad escolar y en adultos jévenes (Carskadon, 1990). Algunas personas
presentan hipersomnolencia, estos es, somnolencia excesiva, con inca-
pacidad para permanecer alertas y despiertas durante el dia o cuando
se requiere. La hipersomnolencia es un sintoma importante de algunos
trastornos del suefio (Kryger et al., 2011).

El ritmo de las actividades de las personas ha cambiado con la intro-
duccién de la luz artificial, ya que ahora se pueden realizar actividades
durante la noche. Esto ha ocasionado que el ciclo de suefio-vigilia en la
mayoria de la poblacién se modifique, disminuyendo el tiempo total de
suefio. A lo largo del siglo XX los requerimientos de trabajo, estudios y
demandas sociales ocasionaron que las personas pasaran mads tiempo en
vigilia, viendo la television, usando una computadora, ocupando turnos
de trabajo con rotacién de horario, gozando de reuniones sociales a altas
horas de la noche o realizando compras en tiendas que permanecen
abiertas las 24 horas del dia. Estas actividades, que se han hecho mds
notables a lo largo del presente siglo, han dado como resultado una dis-
minucién del tiempo de suefio. Se estima que las personas en la época
actual duermen en promedio 20% menos (aproximadamente 90 minu-
tos) que las personas del siglo XIX (Kryger et al., 2011).

La somnolencia y la frecuencia de accidentes
En muchos casos los accidentes son atribuidos a la somnolencia de las
personas. Uno de los mds famosos accidentes provocado por la somno-
lencia del personal fue el del buque Exxon Valdez, que en 1989 represent6
una catdstrofe ecoldgica de impacto mundial, ocupando titulares en pren-
say television por el derrame de cuarenta mil toneladas de petréleo crudo
en las aguas del Océano Pacifico. El accidente ocurrido se atribuyé a que
la embarcacién sélo contaba con una cantidad minima de personal para
un navio de 301 metros de eslora y 51 metros de manga, con una carga
de 11 millones de galones de petréleo crudo. Los trabajadores tenfan que
laborar durante jornadas prolongadas, con periodos breves de descanso.
De ahf que la causa del accidente recayera en una falla humana debido a
la deficiencia de suefio del personal que operaba el navio.
Frecuentemente los accidentes automovilisticos se atribuyen también
a la somnolencia excesiva diurna. La Administracién Nacional de la
Seguridad del Trafico en Carretera de Estados Unidos de Norteamérica
ha estimado que la fatiga y la somnolencia de los conductores estdn in-
volucradas en un promedio de 56000 accidentes al afio en ese pais, de
los cuales un 2.5% tuvieron consecuencias fatales (Centers for Disease

150 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



Control and Prevention, 2013). En la gran mayoria de los estudios rea-
lizados a conductores de vehiculos que reportan fatiga al conducir estd
implicada la deficiencia de suefio.

PARAMETROS FISIOLOGICOS DEL SUENO

De acuerdo con pardmetros fisiolgicos el suefio puede dividirse en dos
estados:

1. El suefio con movimientos oculares rdpidos (MOR), también
referido como un estado de suefio desincronizado, paraddjico o
activo.

2. El sueio no MOR (NMOR), referido como un estado sincronizado
de ondas lentas que comprende, en el humano, los estadios del 1
al 3 (American Academy of Sleep Medicine, 2012).

El ciclo del suefio varia en cuanto a su duracién y distribucién de suefio
NMOR y MOR dependiendo de la especie, de la actividad realizada
durante la vigilia y de la edad, entre otros factores (Kryger et al., 2011).

En condiciones normales el suefio MOR y NMOR se presentan alter-
nadamente durante toda la noche. Cada ciclo dura aproximadamente 90
minutos y contiene 20 minutos en promedio de suefio MOR. El suefio
MOR comienza con una latencia de 90 minutos después de iniciado el
suefio NMOR, por lo que en un periodo de 8 horas de suefio se tendrdn
de 4 a 5 periodos de suefio MOR (Aldrich, 1999).

Enseguida se describen las caracteristicas electroencefalogréficas del
suefio y la vigilia en el ser humano:

1. Vigilia-atenta. Cuando el sujeto estd despierto y atento el patrén
electroencefalografico se presenta con una bajo voltaje y alta
frecuencia, lo que se denomina frecuencia beta, mayor a 12 Hz
(Aldrich, 1999).

2. Vigilia-quieta. Cuando una persona estd despierta pero relajada,
con los ojos cerrados, se presenta el ritmo alfa con un predominio
en las frecuencias de 8 a 12 Hz en las regiones parieto-occipitales
que pueden alternar con ritmo beta (mayor a 12 Hz) (Aldrich,
1999).

3. NMOR Etapa 1. Es la fase inicial del suefio, en la cual el umbral para
despertar es bajo. Aparece ritmo theta (4 a 7 Hz). Los movimientos
oculares son esporddicos y lentos y el tono muscular disminuye.
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4. NMOR Etapa 2. Aparecen los “husos de suefio”, una actividad
fusiforme con una frecuencia de 14 a 16 Hz, alternando con acti-
vidad theta. Ademds, aparecen también los “complejos K”.

5. NMOR Etapa 3. Se caracteriza por la presencia de actividad delta
(0 a4 Hz), el tono muscular es bajo y pueden aparecer movimien-
tos oculares lentos (AASM, 2012).

6. Sueiio MOR. En esta etapa existe una gran actividad cerebral cor-
tical, por lo que se le denominé suefio paraddjico. La actividad
electroencefalografica es rdpida y de bajo voltaje; aparecen movi-
mientos oculares rdpidos, pero de manera importante hay atonia
muscular ocasionalmente interrumpida por breves contracciones
en las extremidades.

PATRONES CARACTERISTICOS DE LA ACTIVIDAD
Y EL SUENO

Otro factor que debemos considerar dentro de este fenémeno es la hora
en la que requerimos estar mds alertas en nuestro trabajo y cémo nos
desempefiamos en éste de acuerdo con el horario, ya que con base en
nuestro ritmo circadiano y cronotipo hay personas a las que se les deno-
mina “bihos” y a otras “alondras”.

Los “alondras” son aquellas personas con una clara preferencia para
realizar sus actividades por la mafiana. Por el contrario, las personas
“btthos” son aquellas que prefieren trabajar mds por la tarde y la noche.
Esta habilidad para trabajar mejor en una hora del dia estd determina-
da, en parte, genéticamente, con una influencia de 13% a un 30%, y es
sincronizada por factores sociales y ambientales, como son la exposicién
a la luz del sol y el trabajo, los cuales ocurren en un horario de 08:00 a
16:00 h.

Algunos estudios sobre el tema han mostrado que los estudiantes
universitarios ejecutan mejor sus actividades académicas y deportivas
cuando éstas se llevan a cabo a la hora pico de acuerdo con su cronotipo.

SOMNOLENCIA DEBIDA AL CRONOTIPO Y
CONDICIONES SOCIALES (JET LAG SOCIAL)

La actividad social o Jet lag social es otro de los factores que produce
somnolencia. En este sindrome la persona presenta una gran discrepan-
cia entre su cronotipo y los horarios de su vida cotidiana, y generalmen-
te concentran sus actividades en un horario de 08:00 a 16:00 h.
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Tomando en consideracién que las diferencias individuales en el ritmo
del suefio se determinan por los antecedentes genéticos, la edad, el sexo
y los factores medio ambientales, el Jet lag social cuantifica la diferencia
que surge entre los relojes circadianos y los horarios sociales a los que estd
sometido el individuo, lo que da por resultado una pérdida crénica de
suefio. En otras palabras, las diferencias entre el cronotipo del sujeto y el
ritmo de vigilia-suefio que impone a sus actividades contribuyen a tener
un déficit de suefio que impactard en patologias relacionadas con el meta-
bolismo, especificamente aquellas relacionadas con el incremento de peso
y el sindrome metabdlico (Roenneberg et al., 2012). Entre mds coincidan
los relojes biolégicos con los calendarios sociales mejor serd nuestra salud,
ya que se tendrd un suefio reparador y acorde con el cronotipo.

SOMNOLENCIA Y TRASTORNOS DEL SUENO

La somnolencia diurna es un problema que se presenta en multiples
trastornos del suefio, como son las hipersomnias (ver tabla 7.1). Dentro
de las hipersomnias se encuentran el sindrome de apnea del suefio, el
sindrome de movimientos periédicos de las extremidades, el sindrome
de piernas inquietas y la narcolepsia (Kryger et al., 2011).

Apnea del sueiio

Se refiere a las interrupciones de la respiracién durante la noche que ha-
cen que las personas despierten de forma repetida. Estas interrupciones
pueden ser de dos tipos: la apnea central y la apnea obstructiva del sue-
fio. En el caso de las apneas centrales, el mecanismo central de la funcién
respiratoria que subyace en el tallo cerebral se encuentra alterado. En las
apneas obstructivas, aunque se realiza el esfuerzo respiratorio, las vias
aéreas superiores del flujo de aire se encuentran bloqueadas a nivel de la
nariz, la faringe, la laringe, o bien por obstruccién debida a una lengua
grande (macroglosia) que bloquea la via aérea cuando se pierde el tono
muscular durante el suefio.

Sindrome de piernas inquietas

En el sindrome de piernas inquietas el sujeto tiene sensaciones extrafias
en las extremidades (parestesias), como cosquilleos que disminuyen con
la actividad motora y empeoran al permanecer en reposo. Generalmente
se presenta en la tarde y por la noche, lo que puede perturbar gravemen-
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te el suefio. El tratamiento primario estd dirigido a los sistemas dopami-
nérgicos del sistema nervioso central, en particular a la activacién de los
receptores de la familia de receptores D2 (receptores de los subtipos D2,
D3 y D4) (Neve, 2010).

La somnolencia es un sintoma en el cual la persona refiere la nece-
sidad inminente de dormir durante la etapa de vigilia (Valencia et al.,
2000). En ocasiones los trastornos del suefio son adecuadamente diag-
nosticados, pero en la mayoria de los casos no se detecta la somnolencia
como un sintoma de estos trastornos sino que a la persona se le valora
como poco interesada, floja o irresponsable, lo que va en detrimento de
su valoracion psicoldgica y desempefio en su escuela o trabajo (Valencia
et al., 2000).

Estos episodios de somnolencia pueden ser leves, moderados o seve-
ros, y sus sintomas producen un claro problema en la persona que la pa-
dece, pues no podrd desarrollar sus actividades laborales o sociales de
manera eficiente, impactando su entorno inmediato, social y econémico.

TABLA 7.1. Clasificacién de los trastornos del suefio.

I. Insomnio 1I. Trastornos del ciclo suefio-vigilia
Dificultad para iniciar el suefio Sindrome de retraso de la fase de
suefio

Dificultad para mantenerse dormido Sindrome de adelanto en la fase de

suefio

Despertarse en la fase oscura Cambio repentino del huso horario
(jet lag)
Rotaciones en los horarios de trabajo
(Shift Work)

I11. Hipersomnias IV. Parasomnias

Apnea obstructiva del suefio Movimientos periédicos de piernas

Apnea del suefio de origen central durante el dormir

Narcolepsia Trastornos del despertar

Debido a medicamentos o alcohol Trastornos de la transicion suefio-
vigilia

Infecciones virales recientes Trastornos conductuales durante el
suefio MOR

Hipersomnia idiopdtica Enuresis
Sonambulismo
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IMPACTO SOCIOECONOMICO DE LA SOMNOLENCIA

La somnolencia es un padecimiento que representa pérdidas para el
sector productivo. Una encuesta realizada por la Fundacién Nacional
de Suefio de Estados Unidos de Norteamérica estima que un 38% de los
adultos reporta tener suefio durante el dia y que esa somnolencia afecta
sus actividades por lo menos un par de dias al mes. Un 21% presenta
somnolencia diurna por varios dias a la semana; 43% de los sujetos
entrevistados mencionaron que habian cometido errores perdiendo la
secuencia de las tareas o habian sido despedidos del trabajo por no estar
en condiciones éptimas para realizarlo.

El ronquido que frecuentemente antecede a la apnea obstructiva del
suefio es uno de los trastornos del dormir que en mayor medida ocasio-
na somnolencia, y se han podido estimar los costos de accidentes auto-
movilisticos debidos a esta causa. Se calcula que en los Estados Unidos
de Norteamérica son aproximadamente 261000 los conductores con
apnea obstructiva del suefio que estan en riesgo de tener un accidente
automovilistico por quedarse dormidos. Con base en lo anterior se ha
calculado que cada accidente automovilistico puede tener un costo
promedio de $59,000 ddlares americanos, considerando el tratamiento
médico, la reparacion del dafio al automévil, los servicios de emergen-
cia y la pérdida de productividad asociada a los dias que se deja de
laborar, asi como la reduccién de calidad de vida por las secuelas y la
rehabilitacion.

Somnolencia y desempeiio académico

Se ha reportado que la reduccién en la duracién del tiempo destinado al
dormir produce un aumento en la somnolencia y afecta el desempefio
de las personas, y especialmente el desempefio académico de los estu-
diantes. En la etapa de la adolescencia el patrén de ciclo suefio-vigilia
cambia y frecuentemente los jévenes pasan mds horas durmiendo du-
rante el dia y retrasan su horario para dormir en la noche. Esto puede
deberse a que tienen que realizar tareas escolares, algtin deporte, par-
ticipar en actividades sociales (acudir a fiestas o antros), trabajar fuera
del horario escolar, el uso de internet o de videojuegos o bien porque no
mantienen una buena higiene de suefio.

En un estudio sobre los hdbitos de suefio y su relaciéon con el desem-
pefio académico realizado por Wolfson & Carskadon (1998) a estudian-
tes en los estados de Rhode Island y Maryland, en los Estados Unidos
de Norteamérica, se reporté que los jovenes que tenfan mds problemas
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en cuanto al aprovechamiento escolar dormian en promedio 25 minutos
menos y se iban a la cama 40 minutos mds tarde, respecto de los estu-
diantes con mejor promedio de calificaciones.

Deterioro de la memoria y el aprendizaje debido a la somnolencia

En la década de los setenta el cientifico britdnico Marr formul6 la prime-
ra teoria de la consolidaciéon de la memoria, proponiendo que es en el hi-
pocampo —una estructura que se localiza en el interior de la parte medial
del 16bulo temporal bajo la superficie cortical- donde se almacenan los
eventos del dia antes de que lleguen a la corteza cerebral, en la que son
reorganizados y clasificados. Adicionalmente, plante6 que el proceso
de transferencia de esos eventos dependia de la actividad neuronal que
sucede durante la vigilia y el suefio, con lo cual le dio una importancia
fundamental a este tltimo, etapa a la que por muchos afios se le habia
tenido como una fase inactiva del cerebro que sélo participaba para
restaurar lo “gastado” durante el dia, con lo cual se sostenfa una visién
simplista de la funcién del suefio.

Estudios recientes han mostrado que el dormir juega un papel muy
importante en el aprendizaje y la memoria (Stickgold & Walker, 2005).
Esto es, se consolidan los eventos que aprendimos durante el dia, y no
s6lo eso, también somos mds eficaces para realizar tareas motoras, vi-
suales o verbales a la mafiana siguiente (Fischer et al., 2002). Por todo
lo dicho, es muy importante evaluar si los estudiantes que presentan
somnolencia tienen un suefio reparador o no debido a malos hdbitos o a
trastornos del dormir, como lo es el ronquido o el sindrome de piernas
inquietas.

PRUEBAS ESTANDARIZADAS PARA EVALUAR LA
SOMNOLENCIA

Se han desarrollado varios instrumentos para poder evaluar la somno-
lencia. A continuacién mencionaremos algunos de ellos. La prueba de
latencias multiples de suefio fue descrita por primera vez por Carskadon
y Dement (1977), y consiste en valorar la tendencia de una persona para
quedarse dormida cuando se acuesta en una habitacién tranquila y os-
cura. Asi, acomodada en un lugar confortable, la persona toma 5 siestas,
una cada 2 horas, y mediante un registro electroencefalografico se mide el
tiempo que tarda en quedarse dormida en cada uno de estos momentos;
también se analiza el tipo de suefio que presenta, ya sea de ondas lentas

156 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



o bien con movimientos oculares rdpidos. Entre mds somnolencia tenga
la persona mds rapido se duerme durante esta prueba.

Otra prueba utilizada es la del mantenimiento de la vigilia, la cual fue
diseniada por Mitler (Mitler et al., 1982). Esta prueba evalta la capacidad
de la persona para mantenerse despierta durante un periodo de tiempo.
Para esta evaluacion se coloca a la persona en una habitacién tranquila y
con poca luz, se le pide que permanezca sentada, con la espalda apoyada
en una almohada y que trate de permanecer despierta durante 20 minu-
tos mientras se registra la actividad cerebral. Este protocolo se repite seis
veces durante el dia con intervalos de dos horas, de esta forma se mide
cudnto tiempo la persona puede permanecer despierta. Mientras mads
somnolencia tenga la persona menos tiempo puede permanecer despierta
en esta prueba.

Para las dos pruebas descritas anteriormente se requieren registros
polisomnogréficos previos a la evaluacién, durante y después de ésta,
por lo que se necesita un equipo de electrofisiologfa, instalaciones y per-
sonal adecuado, lo que hace que los costos aumenten y no sea accesible
y aplicable a grandes grupos de poblacion.

Lo mismo sucede con la prueba de pupilometria, que consiste en la
medicién de los didmetros pupilares en condiciones basales, y que se
realiza luego de exponer al sujeto a diferentes estimulos. Esta prueba
constituye el andlisis temporal de dichas respuestas. En los trastornos
del suefio ocurren anormalidades del sistema nervioso auténomo y las
personas con hipersomnia, narcolepsia o apnea del suefio presentan
mads oscilaciones pupilares en la oscuridad que los individuos sanos; por
lo que esta prueba puede ayudar a realizar un diagndstico certero de la
tendencia a quedarse dormido.

Se han desarrollado otros mecanismos para evaluar la somnolencia
diurna, como el uso de cuestionarios estandarizados, los cuales pueden
ser autoadministrados, no requieren de entrenamiento o supervisién
para contestarlos ni de instalaciones especiales, por lo tanto, no son cos-
tosos, lo que permite evaluar grandes grupos de poblacién. Entre estos
cuestionarios podemos mencionar el del indice de calidad del suefio
de Pittsburgh (Buysse et al., 1989) o el de la escala de somnolencia de
Epworth (Johns, 1991).

La escala de Pittsburgh fue disefiada para medir la calidad de suefio
el mes previo al estudio y para distinguir entre los sujetos que duermen
“bien” y aquellos que duermen “mal”, asi como para detectar los tras-
tornos del suefio que puedan estar afectando la calidad del mismo. La
escala consta de 19 preguntas para el sujeto de estudio y 5 preguntas
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para la persona que duerme con él, ya que ésta es la que frecuentemente
se percata de las alteraciones del suefio de su compafiero, tales como
son el ronquido, los movimientos periddicos de las piernas, el hablar
dormido (somniloquia), entre otras.

La escala de somnolencia de Epworth (ver tabla 7.2) es considerada
el cuestionario mds sencillo para evaluar somnolencia; consta de 8
preguntas solamente y de una seccién de datos generales. Esta prueba
evalia el espectro de somnolencia desde un estado leve hasta uno se-
vero (Johns, 1991).

La escala de Epworth consiste en pedirle a las personas que consi-
deren a partir de un mes antes de la fecha de la prueba la tendencia a
quedarse dormidas en situaciones de la vida diaria y contesten la pre-
gunta seleccionando, entre una escala numérica del 0 al 3, el nimero
que corresponda a aquella situacién que mejor la represente.

El maximo puntaje que puede obtener el sujeto es de 24 puntos, sien-
do 0 ausencia de somnolencia y 24 una representacion de somnolencia
severa en el sujeto.

TABLA 7.2. Reactivos que conforman la escala de somnolencia de Epworth

Pregunta
Sin sentirse cansado, ;Es propenso a “cabecear” o quedarse dormido en las
siguientes situaciones?

1 Sentado leyendo 0|1 ]2 |3

2 Viendo television 0|1 ]2 ]3
Sentado inactivo en un lugar ptublico como cine o

3 0|1 ]2 ]3
teatro

4 En un automévil como pasajero en un viaje de 1 hora o l1 12 13
sin descanso

5 Descansando en la tarde 0|1 |2 |3

6 Sentado y platicando con alguien 0|1 ]2 |3

. Sentado tranquilamente después de una comida sin 0o l1 12 13
haber consumido bebidas alcohdlicas

8 En un coche mientras estd detenido unos minutos por o l1 12 13
el trafico
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ESTUDIO DEL NIVEL DE SOMNOLENCIA
EN ESTUDIANTES UNIVERSITARIOS

DE LA BENEMERITA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE PUEBLA

A continuacién se presenta un estudio cuyo objetivo consistié en rela-
cionar las variables académicas y la somnolencia excesiva diurna eva-
luada mediante la escala de somnolencia de Epworth.

Participantes

Participaron 614 estudiantes de las Facultades de Medicina, Contaduria
Publica y Escuela de Biologia del Instituto de Fisiologia de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP), de los cuales 113 eran
alumnos de la Facultad de Medicina, 282 de la Facultad de Contaduria
Publica y 219 de la Escuela de Biologia. La edad promedio de los estu-
diantes fue de 19.8 + 1.7 afios, rango de 17 a 30 afios. En general, 67%
fueron mujeres y 33% hombres. De la Facultad de Medicina 12% fueron
mujeres y 6% hombres; de la Facultad de Contaduria, 31% mujeres y
17% hombres; por tltimo, de la Escuela de Biologia, 24% fueron mujeres
y 10% hombres. El 79% s6lo estudiaba y un 21% estudiaba y trabajaba.

Resultados

Se observaron diferencias entre los hombres y las mujeres de la muestra
con respecto a la edad. En los hombres la edad promedio fue de 20.1 +
1.8 afios y en las de las mujeres de 19.7 + 1.9 afios (U de Mann-Whitney,
U = 579, P<0.001). Se presentaron diferencias entre los hombres y
las mujeres de la Facultad de Contaduria Ptblica y de la Escuela de
Biologia, pero no de la Facultad de Medicina.

Nivel de somnolencia

De acuerdo con los puntajes obtenidos en la escala de somnolencia de
Epworth se observé que un 60.6% de los estudiantes obtuvieron un pun-
taje que oscila entre 1 y 6, de acuerdo a esta escala, lo que significa que
no muestran somnolencia; un 17.7% de ellos obtuvo un puntaje entre 7
y 8, lo cual indica que tienen somnolencia leve; mientras que un 21.5%
obtuvo puntajes mayores de 8, de acuerdo a la escala de Epworth, lo
que indica somnolencia excesiva diurna. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la somnolencia en los alumnos de las tres
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facultades estudiadas (Kruskal-Wallis H = 2.7, NS). La somnolencia exce-
siva, con valores mayores de 8 en la escala de somnolencia de Epworth,
fue de 19% en Medicina, 24.2% en Contaduria y 19.1% en Biologia, lo que
indica un nivel alto de somnolencia en estos estudiantes (ver figura 7.1).

175 -
— Medicina.
@ 150 - = Gocgi
o
c
€ 125 -
=
© 100 4
S
o 75-
o
g 50 -
=
Z 25 4
0 T ,_ T T
1-6 7-8 9 o mas
Puntaje de la escala de somnolencia

de Epworth

FIGURA 7.1. Puntaje obtenido en la escala de somnolencia de Epworth. Los alumnos de la Facultad
de Contadurfa Piblica tuvieron valores de somnolencia mds alta que los alumnos de las otras dos
unidades académicas evaluadas.

Promedio de calificaciones

Se observaron diferencias entre los alumnos de las tres facultades en
el promedio de calificaciones. Los alumnos de Medicina obtuvieron
un promedio de calificaciones de 9 + 0.6, mientras que los alumnos
de Contaduria Piblica obtuvieron 8.7 + 0.6 y los de Biologfa 8.2 + 0.8
(ANOVA Kruskal-Wallis, H = 73.8, p<0.001). Las calificaciones de los
estudiantes de Medicina y de Contaduria Ptdblica fueron diferentes a
las obtenidas por los estudiantes de Biologfa (prueba post hoc de Dunn,
p<0.05). Este resultado no se correlaciona con el porcentaje de alumnos
que trabajan.
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Somnolencia y ocupacién

De los estudiantes con los puntajes mas altos en la escala de somnolencia
de Epworth, solamente 5.1% trabaja y estudia, por lo que la somnolencia
no parece ser atribuible a una carga de trabajo excesiva durante el dia.

Somnolencia por género

Las mujeres obtuvieron un promedio de 6.2 + 4 en la escala de somno-
lencia de Epworth y los hombres de 5.4 + 3.6 (U de Mann-Whitney,
U =484, p<0.05). E1 15.1% de las mujeres tuvieron puntajes mayores de
8, mientras que los hombres un porcentaje de tan s6lo 6.5%. Estos hallaz-
gos fueron similares en las tres facultades. El porcentaje de mujeres con
respecto al de los hombres en la Facultad de Medicina fue de 16% a 3%;
en la Facultad de Contaduria Publica de 15.5% a 8.7%, y en la Escuela
de Biologia de 13.8% a 5.3%. En todos los casos fue estadisticamente
significativa la diferencia (U de Mann-Whitney, p<0.05) (ver figura 7.2).
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FIGURA 7.2. Puntaje obtenido en la escala de somnolencia de Epworth por facultad y por género.
Las mujeres tuvieron valores de somnolencia m4s altos que los hombres en todas las facultades.
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Discusion

La falta de estadisticas confiables sobre la incidencia de somnolencia en
nuestro pais nos impide diagnosticar a tiempo y, por tanto, considerar
los trastornos del suefio como un problema de salud ptblica; contrario
a los paises desarrollados, donde se ha determinado que los errores
humanos son la causa de la mayoria de los accidentes, los cuales oscilan
entre un 60% y un 90% en la industria y en el transporte (Centers for
Disease Control and Prevention, 2013). Esto se debe a que el nimero
promedio de horas que dormimos ha disminuido en el dltimo siglo, de
hecho se ha determinado que en 1913 los nifios entre 8 y 12 afios de edad
dormian en promedio 10.5 horas por dia; en 1964 este promedio habia
descendido a tan s6lo 9.2 horas por dia, esto es, un 12% menos. Lo mds
importante es que la reduccién de la duracién del dormir significa un
problema de salud publica, ya que la incidencia de somnolencia en la
poblacién general es alta (Czeisler, 2011).

Debemos considerar que aun las pérdidas modestas de suefio diario
se acumulan a lo largo de la semana y ocasionan un déficit de suefio, el
cual se manifiesta como un incremento de la tendencia a la somnolencia,
asi como también a bajos niveles de ejecucién psicomotora que afectan
el aprendizaje y el desempefio en las tareas motoras, particularmente
en la coordinacién motora fina (Kryger et al.,, 2011). Parece pertinente
entonces difundir este tema entre la poblacién e informarla para tratar
de disminuir los problemas escolares y laborales relacionados con los
trastornos del suefio.

En este punto, vale la pena mencionar que las personas que estdn
relacionadas laboralmente con la salud publica y la seguridad muestran
somnolencia alta, ya que cubren largas jornadas de trabajo y con hora-
rios rotativos (Kryger et al., 2011). Este tipo de trabajadores y aquellos
que se desempefian en horarios variables son los mds susceptibles a
cometer errores relacionados directamente con la somnolencia. En am-
bientes de trabajo donde se requieren de niveles sustanciales de aten-
cién por seguridad, la probabilidad de accidentes crece con la tendencia
biolégica a quedarse dormido durante el dia, siendo mds probable que
sucedan accidentes graves entre las 13:00 y las 15:00 horas, cuando se
incrementa la tendencia a quedarse dormido (Kryger et al., 2011).

Para la mayor parte de las personas es desconocida la fisiologia e
higiene del suefio, asi como también se ignora la relaciéon entre somno-
lencia y los porcentajes de accidentes por esta causa. Por el contrario,
es muy comun que estos problemas sean interpretados por la sociedad
como un descuido de los sujetos que se quedan dormidos en situaciones
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diversas durante la vigilia, asocidndolo a flojera o desinterés y no a un
déficit de suefio que deberia ser tratado y corregido por personal de
salud capacitado.

Los estudiantes universitarios, por ejemplo, muestran diferencias im-
portantes entre el niimero de horas de suefio entre semana respecto de
lo que duermen el fin de semana, lo que se correlaciona positivamente
con la presencia de somnolencia durante el dia, esto es, en los dias entre
semana tienden a acumular un déficit de suefio y éste “rebota” el fin de
semana, por lo que tienden a dormir mds para de esta forma contrarres-
tar el tiempo de suefio perdido.

Ante esta problemdtica, el uso de cuestionarios estd siendo una
herramienta ttil para determinar la estrecha asociacién entre el incre-
mento de la somnolencia con los horarios de trabajos rotatorios, o con
manejar al amanecer, mientras que la fatiga no muestra una asociacién
significativa; estos estudios indican que se puede diferenciar entre las
sensaciones subjetivas asociadas al déficit de suefio y sus consecuencias
tisioldgicas, las cuales pueden ser evaluadas por personal especializado
en una clinica del suefio.

Por su parte, la préctica clinica es capaz de determinar aquellos pade-
cimientos que se asocian con una somnolencia diurna excesiva, entre los
que destacan la apnea obstructiva del suefio, que causa una ejecucién
fisica y mental deteriorada; se ha mostrado que existe una correlacién
estrecha entre la severidad de la apnea obstructiva del suefio y un pun-
taje alto en la escala de somnolencia de Epworth. Otras disomnias que
se asocian a la somnolencia excesiva diurna son: la narcolepsia y el sin-
drome de movimientos periédicos de las piernas o de piernas inquietas
—en el cual el paciente mueve reiteradamente las piernas y, en la primera
mitad de la noche, tiene sensaciones como de caminar de insectos, lo
que le impide dormir y altera su ciclo de suefio. Otros padecimientos
mds relacionados con la somnolencia son la hipersomnia idiopatica, la
hipersomnia postraumdtica o la hipersomnia recurrente, también de-
nominada sindrome de Kleine-Levine, todas ellas de origen genético,
en las cuales los pacientes afectados presentan somnolencia excesiva y
periodos de suefio prolongado de hasta 18 horas diarias.

Los trastornos del suefio antes descritos se asocian a un incremento
de somnolencia en el que los sujetos muestran valores de 9 o mayores
en la escala de somnolencia de Epworth, por lo que, ademds, deben ser
evaluados por la prueba de latencias mdltiples de suefio empleando
registros polisomnograficos, es decir, la prueba de referencia que da un
diagndstico de certeza.
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En nuestra poblacién de estudio encontramos un porcentaje impor-
tante de estudiantes con valores de 9 y mayores (n = 116/552 = 21%),
donde particularmente los sujetos con valores de 15 0 mds (n = 13/552
= 3%) representan un grupo que debe ser evaluado con un estudio poli-
somnogréfico asociado a la prueba de latencias mdltiples de suefio, con
el propésito de descartar un trastorno del suefio y recibir atencién médi-
ca adecuada. También es importante usar cuestionarios en la poblacién
general, como la escala de somnolencia de Epworth, para detectar gru-
pos con un alto riesgo de padecer somnolencia, como puede ser el per-
sonal que labora en el drea de la salud, pilotos de aviacién o trabajadores
del transporte de carga, que tienen horarios que rotan o corrimientos en
sus ciclos de actividad-descanso y jornadas de trabajo largas.

Seria importante llevar a cabo otro estudio para evaluar a los estudi-
antes de Medicina, ya que en los tltimos dos afios de su plan de estudios
se incluyen estadias en el hospital con guardias hospitalarias durante la
noche, por lo que su ciclo de suefio-vigilia cambia.

Es grave que en el pais las clinicas del suefio se localizan primordial-
mente en el Distrito Federal y en algunos pocos estados de la Reptblica,
como Nuevo Ledén y Guadalajara; aun asi, estos cuentan con un ntimero
de camas muy limitado, lo que disminuye la capacidad diagndstica y, por
tanto, que se dé un tratamiento adecuado a pacientes que tienen trastornos
del suefio, incluyendo la somnolencia. No obstante, serd la demanda de
las personas con este padecimiento la que pueda revertir estas carencias.

CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos muestran que en una poblacién adulta joven de
estudiantes universitarios el problema de somnolencia afecta a un 20%,
con un predominio en mujeres; y que esta somnolencia no parece tener
relaciéon con su desempefio escolar ni con estudiantes que trabajan. De
los alumnos afectados un 2.5% requiere de un estudio polisomnogréfi-
co, asociado a un estudio de latencias multiples del suefio para descartar
cualquier patologfa.
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8.

LOS CAMBIOS EN
LA ATENCION A LO
LARGO DEL DIA EN EL
SER HUMANO

Aida Garcia Garcia,! Candelaria Ramirez Tule?
y Pablo Valdez Ramirez 3

INTRODUCCION

La mayor parte de las personas creen que son capaces de llevar a cabo
cualquier actividad con la misma eficiencia a cualquier hora del dfa. De
acuerdo con esta idea el desempefio fisico o intelectual serfa el mismo,
sin importar la hora en que realicemos un trabajo o un examen. Sin
embargo, algunos ejemplos son suficientes para poner en duda estas
suposiciones.

Un atleta de alto rendimiento acostumbra entrenar a su maximo desem-
pefio durante la mafiana. Sin embargo, si la competencia es por la tarde
no le serd posible alcanzar el nivel obtenido en el entrenamiento. Este
problema es especialmente evidente cuando el atleta tiene que competir
fuera de su pais, ya que en unas cuantas horas se encuentra en un sitio
y horario diferentes al de su residencia de origen. Si un atleta que vive

! Doctora en Psicologia, UANL. Profesora de tiempo completo de la Facultad de Psicologia de la
UANL. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel 1.

2 Doctora en Biologfa, UANL. Profesora de tiempo completo y coordinadora del Departamento
de Psicofisiologia de la Facultad de Psicologia, UANL. Miembro del Sistema Nacional de
Investigadores, Nivel 1.

3 Doctor en Psicologia, UANL. Profesor de tiempo completo de la Facultad de Psicologia de la
UANL. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel 2.
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en América viaja a Europa al siguiente dia para participar en una com-
petencia internacional a las 09:00 h, en realidad estard compitiendo a las
02:00 h, es decir, 1o hard en el momento en que su organismo se encuen-
tra en las condiciones biolégicas de la noche, por lo que su temperatura
corporal y su metabolismo estardn bajos, mientras que su somnolencia y
fatiga seran altas. En estas condiciones es muy dificil que el atleta tenga
un rendimiento adecuado.

Lo mismo ocurre cuando un alumno estudia por la noche, de 02:00 a
04:00 h de la madrugada, tendrd dificultades para leer el material, anali-
zarlo y comprenderlo, por lo que le sera dificil aprender sobre el tema que
lee. Ademds, si el examen se lleva a cabo al dia siguiente por la mafiana,
supongamos que a las 07:00 h, dificilmente obtendrd buenos resultados.

En sintesis, aunque creemos que nuestra capacidad es estable, nuestro
rendimiento fisico e intelectual varia a lo largo del dia. Tenemos mejores
y peores momentos para llevar a cabo distintos tipos de actividades. Las
variaciones en el rendimiento surgen debido a que los seres humanos,
como todos los organismos vivos, presentamos cambios ciclicos en nues-
tro funcionamiento; a estos cambios se les conoce como ritmos biol6gicos
(Luce, 1971). Aunque existen diferentes tipos de ritmos biolégicos, los rit-
mos mds prominentes tienen un periodo de alrededor de un dia (Halberg,
1969), a estos se les llama ritmos circadianos (circa, alrededor de, dies, dia).
Estos ciclos modulan la fisiologfa de todo el organismo (Moore-Ede et al.,
1982), tanto las funciones celulares como el metabolismo, la secrecién de
hormonas, el ciclo de vigilia-suefio, los procesos sensoriales y motores, la
actividad cerebral y el comportamiento (ver figura 8.1).

Para entender la forma en que los ritmos circadianos modifican nues-
tro rendimiento es necesario tomar en cuenta que las variaciones en el
metabolismo corporal modulan la fisiologia del cerebro, la cual modula a
su vez la eficiencia de nuestros procesos cognoscitivos (intelectuales) pro-
duciendo variaciones en el rendimiento (Kleitman, 1963; ver figura 8.2).

Muchos estudios han mostrado que existen cambios en la ejecucién a
lo largo del dfa, es decir, variaciones circadianas en la capacidad de las
personas para desempefiar diversas actividades o tareas (Colquhoun,
1971; Valdez, 2015). Se han encontrado variaciones circadianas en la
discriminacién sensorial (Lotze et al.,, 1999), en la destreza motora
(Edwards et al., 2007), en el tiempo de reaccién (Wright et al., 2002), en la
percepcién del tiempo (Campbell et al., 2001), en el razonamiento verbal
(Monk & Carrier, 1997), en la velocidad y eficiencia para llevar a cabo
operaciones aritméticas (Blake, 1967), en tareas de memoria (Folkard
& Monk, 1980; Ramirez et al., 2006), en el razonamiento 16gico y mate-
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madtico; asi como en tareas que simulan la conduccién de un automévil
(Lenné et al., 1997). En general, se ha encontrado que la ejecucién es mds
eficiente en la tarde, mientras que empeora en la madrugada (Carrier &
Monk, 2000; Lavie, 1980; ver figura 8.1).
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FIGURA 8.1. Ritmos circadianos en la temperatura corporal (arriba), la somnolencia (en medio) y
la ejecucion cognoscitiva (abajo). La temperatura corporal y la ejecucién cognoscitiva aumentan
durante el dia y disminuyen durante la noche; la somnolencia disminuye durante el dia y aumenta
durante la noche.

CAMBIOS EN LOS PROCESOS,NEUROPSICOLOGICOS
BASICOS A LO LARGO DEL DIA

De acuerdo con lo anterior, se observan cambios en la ejecucién en la
mayor parte de las actividades o tareas que llevamos a cabo durante
el dia, lo que sugiere que existen ritmos en uno o varios procesos neu-
ropsicolégicos bdsicos, los cuales pueden modular el rendimiento en
todas las tareas mencionadas (Valdez et al., 2005). A estos procesos se
les denomina neuropsicolégicos debido a que son procesos cognosci-
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tivos vinculados directamente con la actividad del cerebro (Valdez et
al., 2009a). Existen tres procesos neuropsicolégicos bdsicos que pueden
cumplir esta funcién: la atencién (Valdez et al., 2005; Valdez et al., 2010),
la memoria de trabajo (Ramirez et al., 2006) y las funciones ejecutivas
(Garcia et al., 2012; Garcia et al., 2010; Ramirez et al., 2012).

En el presente capitulo analizaremos los ritmos circadianos en rela-
cién con la atencién. La atencién es crucial para el desempefio de todas
las actividades que llevamos a cabo (Cohen & O'Donnell, 1993). Los
pacientes con trastornos en la atencién tienen dificultades para ejecutar
todas las tareas que se les presenten (Heilman & Valenstein, 2003).

Procesos neuropsicologicos

bésicos
Lenguaje
Atencion Memoria a largo plazo
Memoria Aprendizaje
Funciones ejecutivas .
Calculo
Solucién de problemas

FIGURA 8.2. Ritmos circadianos en la actividad cerebral y su relacién con la ejecucién. El
reloj biolégico que se encuentra en el cerebro (izquierda) produce cambios en los procesos
neuropsicolégicos bésicos (atencién, memoria de trabajo y funciones ejecutivas) (al centro), y estas
variaciones modulan el rendimiento del ser humano (derecha).

LOS COMPONENTES DE LA ATENCION

La atencién no es un proceso unitario, ya que estd conformada por cua-
tro componentes: alerta ténica, alerta fasica, atencién selectiva y aten-
cion sostenida (concentracion) (Valdez et al., 2008a; Valdez et al., 2005;
Valdez et al., 2010). Para entender el funcionamiento de la atencion es
necesario explicar con mds detalle cada uno de estos componentes.

Alerta tonica
Se refiere al nivel de activacién general que tiene una persona, que tan
alerta y activa se encuentra, que tan capaz es de responder ante eventos
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del ambiente, si tiene que moverse, hablar o llevar a cabo cualquier tipo
de actividad motora o intelectual (ver figura 8.3).

Alerta fasica

Se define como la capacidad para responder a un cambio en el ambiente
cuando estamos preparados para ello; implica estar listo para efectuar
respuestas rdpidas y directas a un evento, por ejemplo, nuestra eficien-
cia y velocidad para frenar ante un semdforo en amarillo, como sefial de
aviso para el rojo (ver figura 8.3).

Atencion selectiva

Es la capacidad para responder a un evento especifico y evitar hacerlo
ante otros eventos en el ambiente. Esto implica ser capaz de filtrar in-
formacién secundaria o irrelevante. Un ejemplo es nuestra capacidad
para seguir una conversacién con una persona especifica cuando nos
encontramos en una reunién social. Otro ejemplo consiste, en el caso
de un alumno, en su capacidad para comprender y seguir la leccién de
la maestra aunque se escuchen otras voces o ruidos dentro y fuera del
salén de clases (ver figura 8.3).

Atencion sostenida (concentracion)

La atencién sostenida es la capacidad para seguir dando respuestas es-
pecificas al ambiente durante un periodo prolongado (minutos a horas)
con el mismo nivel de eficiencia. Este componente de la atencién es
crucial para permanecer escuchando y comprendiendo una conferencia
durante una o dos horas sin distracciones o pérdida de informacién (ver
figura 8.3).

Cada uno de estos componentes requiere de la participacién de distintos
sistemas funcionales o circuitos cerebrales. El nivel de alerta ténica y
fasica es regulado por el sistema reticular activador del cerebro (Sarter
et al., 2001), mientras que el control de la atencién selectiva y la atencién
sostenida requiere de la participacién de un circuito cerebral cuyo eje
central es el drea prefrontal de la corteza cerebral (Posner & Rafal, 1987).

Los cambios en la atencién a lo largo del dia en el ser humano 171



Alerta Tonica
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Atencion Selectiva Atencion Sostenida

FIGURA 8.3. Ejemplos de los componentes de la atencién en la vida cotidiana. La conduccién de un
automovil requiere que la persona se mantenga activa y responda a los cambios en el ambiente;
esta situacién es un ejemplo de alerta ténica (arriba a la izquierda). Un ejemplo de alerta fdsica es
la reaccién que se tiene ante las luces de un semaforo, donde en presencia de la luz amarilla (sefial
de aviso que aparecerd la luz roja) el conductor se prepara para frenar (arriba a la derecha). En una
reunién social logramos seguir solamente la voz de una persona e ignoramos las conversaciones
que se encuentran alrededor; este es un ejemplo de atencion selectiva (abajo a la izquierda).
Finalmente, la atencién sostenida (abajo a la derecha) se usa cuando permanecemos escuchando
activamente una conferencia por un periodo prolongado de tiempo.

Métodos para estudiar los componentes de la atencién
Como muchos fenémenos naturales, las funciones neuropsicolégicas no
se pueden observar directamente, por lo que se necesitan indicadores
especificos a través de la ejecucion de tareas donde se utilizan estas fun-
ciones (Kaplan, 1988). Por ejemplo, se puede registrar la cantidad de nu-
meros que se recuerdan correctamente como un indicador de memoria.
Para evaluar todos los componentes de la atencién hemos utiliza-
do una tarea de ejecucién continua (Valdez et al., 2009b; Valdez et al.,
2005; Valdez et al., 2010). Esta tarea consiste en presentar una serie de
nimeros al azar por medio de una computadora; los participantes tie-
nen que presionar el nimero “1” cuando aparezca cualquier niimero,
pero si aparece un “9” debe presionar el nimero “2”, y si aparece un
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“4” después del “9” debe presionar el ntimero “3”. Las respuestas ante
cualquier ntiimero constituyen el indicador de alerta ténica; las respues-
tas ante el “9” se toman como indicador de atencién selectiva, ya que
la persona debe seleccionar una respuesta especifica ante un estimulo
en particular; las respuestas ante el nimero “4” después del “9” consti-
tuyen el indicador de alerta fasica, ya que el nimero “9” es la sefial de
aviso previa a la apariciéon del nimero “4”; mientras que los cambios
en el nivel de ejecucién durante el transcurso de la prueba constituyen
el indicador de atencién sostenida (concentracién). La prueba dura 11
minutos y 42 segundos, durante este tiempo se presenta un total de 540
estimulos (ver figura 8.4).

100 ms
~1200 ms
6 100 ms
~1200 ms
9 100 ms
~1200 ms
1?1?!?! .
. 1]2]3]
Alerta tdénica 1

17273]

Atencidn selectiva 1

Alerta fasica

\ 4

Atencidn sostenida

FIGURA 8.4. Tarea de Ejecucién Continua (TEC). Esta tarea permite analizar los componentes de la
atencion.

CAMBIOS EN LOS COMPONENTES DE LA ATENCION
DURANTE EL DIA

Para analizar los ritmos circadianos en la atencién se usa un protocolo de
rutina constante en el laboratorio (Duffy & Dijk, 2002). Este protocolo
implica registrar el desempefio de la persona en condiciones controla-
das durante un periodo mayor de 24 horas. Para poder identificar los
cambios en el dia que dependen del reloj bioldégico sin la interferencia
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de factores externos, es importante mantener constantes las condiciones
que pueden afectar los ritmos circadianos, tales como: el nivel de ilumi-
nacién y la temperatura ambiental, la ingestién de alimentos y el nivel
de actividad motora de la persona que estamos registrando.

Respuestas correctas Tiempo de respuesta
100 600
80 /\/\
Alerta 500
Ténica 60
40 400 \-/\-/
100 600
» o 80 3
Atencion © B 500
Selectiva & /\/\ >
S 60 ©
S 2
e s
40 400
100 600
80
Ale_rta 500
Fasica 60 \/\/
40! T T T T 1 400! T T T T 1
01 80
53 100
104
Atencion 15 3 N 1201
Sostenida 140 3
(Concentracién) 207
253 160 4
30-! T T T T 1 180-| T T T T 1
12 18 24 12 18 12 18 24 6 12 18

Hora del dia (h)

FIGURA 8.5. Ritmos circadianos en los componentes de la atencién en un registro en el laboratorio
por mds de 24 horas. En las gréficas de la izquierda se observan las respuestas correctas y en las
graficas de la derecha el tiempo de reaccién ante la prueba de ejecucion continua. Las gréficas de
atencién sostenida (abajo) representan la estabilidad en las respuestas durante la tarea.

En estas condiciones de registro se han encontrado ritmos circadianos
en alerta ténica, alerta fasica, atencién selectiva y atenciéon sostenida
(concentracion) (Valdez et al., 2005; Valdez et al., 2010). En los cuatro
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componentes se observa una mejor eficiencia por la tarde, entre las
18:00 h y las 21:00 h (cometen menos errores y contestan mds rapido),
cuando la temperatura corporal es alta y la somnolencia es baja, mien-
tras que la eficiencia en los componentes de la atencién disminuye en la
madrugada y primeras horas de la mafiana, entre las 04:00 h y las 07:00
h (presentan mds errores y tardan mds tiempo en responder), cuando
la temperatura corporal es baja y la somnolencia es alta. En el caso de
la atencién sostenida, las horas en las que se presenta el nivel mds bajo
ocurre mds tarde que el resto de los componentes, entre las 07:00 h y
las 09:00 h (ver figura 8.5), lo que indica que la persona no es capaz de
mantener el mismo nivel de eficiencia a lo largo de las actividades que
realiza en horarios donde habitualmente se asiste al trabajo o a la escue-
la. En suma, se presentan ritmos circadianos en todos los componentes
de la atencién.

IMPLICACIONES DE LOS RITMOS CIRCADIANOS EN
LA ATENCION

Los ritmos en la atencién tienen repercusiones sobre muchas dreas apli-
cadas, como el rendimiento en el trabajo y el &mbito educativo.

Rendimiento en el trabajo

Uno de los campos donde este hallazgo tiene implicaciones inmediatas
y cruciales es en el medio laboral, debido a que los horarios de trabajo
pueden programarse en distintos momentos del dia, tanto en el turno
diurno, donde las personas tienen que despertarse y empezar a trabajar
muy temprano en la mafiana, como en el turno nocturno, donde la per-
sona empieza a trabajar cuando inicia la noche, terminando su jornada
al otro dia por la mafiana (Folkard & Monk, 1980).

Si una persona labora en un turno diurno, no estard en condiciones de
procesar informacién durante las primeras horas de la mafiana, debido
a que en estas horas ocurre una disminucién de su atencién, tanto en la
alerta ténica y fasica como en la atencién selectiva y sostenida (Valdez
et al., 2010). Esto se verd reflejado en su desempefio laboral en general
y puede incluso promover el uso de estimulantes menores del sistema
nervioso, substancias que se encuentran en el café, bebidas energizantes,
té negro o refrescos de cola (Dekker et al., 1993; Roehrs & Roth, 2008;
Smith, 2002). Sin embargo, un estimulante podria aumentar el nivel de
alerta ténica, pero dificilmente mejorard de forma especifica el nivel de
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alerta fdsica o de atencion selectiva. Lo que implica que posiblemente la
persona reaccione mads rapido a los eventos en el ambiente en general,
pero cometerd errores si tiene que efectuar respuestas especificas o man-
tenerse trabajando por periodos prolongados.

Si la persona tiene que trabajar durante la noche, a la hora en que baja
la temperatura corporal, tendrd una reduccién atiin mayor en algunos
componentes de la atencién. Durante la madrugada la persona sigue
trabajando, pero se presenta una reduccién importante en la eficiencia y
velocidad para responder a estimulos especificos. Podemos poner como
ejemplo a un conductor, ya sea de un avién, ferrocarril, automévil, au-
tobtis de pasajeros o vehiculo de transporte. En la madrugada y en las
primeras horas de la mafiana, cuando disminuye su temperatura corpo-
ral, estard cansado, con una baja concentracién pero que atn le permitird
seguir respondiendo. En esos momentos estard notablemente reducida su
eficiencia y velocidad para responder a eventos especificos (alerta fdsica,
atencion selectiva). Podemos prever que en estas condiciones la persona se-
guird conduciendo, pero existe una mayor probabilidad de que ocurra un
accidente si se presenta cualquier evento inesperado en el que la persona
tenga que dar respuestas especificas o tomar decisiones. Se ha reportado
que los accidentes mds graves o catastréficos ocurren con mayor frecuen-
cia en la noche y en la madrugada (Costa, 1996; Reinberg & Smolensky,
1985), a las horas en que disminuye el nivel de atencién de las personas;
recordemos que la disminucién en la atencién afecta el rendimiento en
todas las actividades que llevemos a cabo a esas horas del dia.

Aplicaciones en la educacién
Los ritmos circadianos en la atencién también pueden afectar el apren-
dizaje escolar (Valdez et al., 2012; Valdez et al., 2008b). De acuerdo con
los resultados descritos, hacia la tarde y la noche mejora el nivel de aler-
ta ténica, fésica, atencion selectiva y atencién sostenida, por lo que esta-
mos en mejores condiciones para procesar la informacién en actividades
como leer, comprender un texto, analizar la informacién, resumir, llevar
a cabo cédlculos numéricos, etc. El mejor momento para estudiar ocurre
en la noche, aproximadamente dos horas antes de empezar a dormir.
Por el contrario, en las primeras horas de la mafiana no estamos en las
mejores condiciones para aprender; sin embargo, unas horas después
podemos alcanzar niveles que nos permiten un rendimiento aceptable.
En nuestro pais la mayor parte de la poblacién escolar asiste a sus
actividades en un horario matutino, entre las 07:00 h y las 08:00 h de
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la mafiana. Esta situacién podria explicar las dificultades que los es-
tudiantes presentan para aprender y procesar informacién durante las
primeras horas de clase, ya que, de acuerdo a los ritmos circadianos en
la atencién, el peor momento para estudiar es el periodo que incluye la
madrugada y las primeras horas de la mafiana. Muchos maestros han
observado que algunos alumnos no pueden participar activamente en
las actividades escolares durante las primeras horas de clases, varios
incluso se quedan dormidos en ese intervalo. Aunado a esto, las mate-
rias que se consideran mds dificiles, como las matemadticas y el espafiol,
paradéjicamente se programan en las primeras horas de la mafiana. Al
programarlas de esta forma se parte de la idea de que las personas se
encuentran en mejores condiciones, ya que el dormir les proporcioné
la recuperacién y el descanso que les permite estar alertas y activos en
la mafiana temprano. Sin embargo, a esas horas su atencién todavia se
encuentra en un nivel bajo.

CONCLUSIONES

Se han encontrado ritmos circadianos en todos los componentes de la
atencion, tanto en alerta ténica y alerta fasica, como en atencién selectiva
y atencién sostenida (concentracién). Nuestra atencién mejora durante
el dia, mientras que alcanza su nivel mds bajo durante la noche y pri-
meras horas de la mafiana. El ritmo circadiano en la atencién modula
el rendimiento en todas las actividades que desempeiia el ser humano,
por lo que durante la noche y primeras horas de la mafiana disminuye
el rendimiento en el trabajo y la productividad, a la vez que se aumenta
la probabilidad de errores y accidentes. Ademads, la disminucién de la
atencién a estas horas del dia también afecta el aprendizaje escolar. Es
necesario seguir analizando los ritmos circadianos en los procesos neu-
ropsicolégicos, asi como sus efectos sobre la salud, el rendimiento en el
trabajo y el rendimiento escolar.
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9.

RITMOS CIRCADIANOS
Y TURNOS DE TRABAJO

Candelaria Ramirez Tule,! Aida Garcia Garcia?
y Pablo Valdez Ramirez3

INTRODUCCION

Los seres humanos, al igual que todos los seres vivos, tienen oscilaciones
regulares en sus procesos fisiolégicos, las que se conocen como ritmos
bioldgicos (Luce, 1971; Moore-Ede et al., 1982). Los ciclos que mds se han
estudiado son los ritmos circadianos (circa, cerca de, dies, dia), los cuales
tienen un periodo de alrededor de 24 horas (Halberg, 1969). Los ritmos
circadianos modulan la mayor parte de las funciones de nuestro organis-
mo, de tal modo que durante el dia aumenta nuestra temperatura corpo-
ral, nuestro metabolismo, la secrecién de jugos géstricos, de hormonas
(como la adrenalina y el cortisol) y las personas se mantienen despiertas
(vigilia). Mientras tanto, por la noche disminuye nuestra temperatura
corporal, el metabolismo, la formacién de orina y las personas duermen
(Kreitzman & Foster, 2011; Luce, 1971; Reinberg & Smolensky, 1983).

Los ritmos circadianos son muy estables, sin embargo, se pueden
modular por medio de agentes sincronizantes, como la iluminacién
(Pittendrigh, 1974), la temperatura ambiental (Palmer, 1976), la alimen-
taciéon (Edmunds, 1976; Sulzman et al., 1977), el ejercicio y la estimula-
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Psicofisiologia de la Facultad de Psicologfa, UANL. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores,
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cion social (Aschoff, 1976; Kavanau, 1969; Minors & Waterhouse, 1986).
El ciclo de iluminacién es el agente sincronizante con un mayor efecto
sobre la fase de los ritmos circadianos (Winfree, 1967). Esta modulacion
implica que los ritmos contintian con el mismo perfodo (alrededor de 24
horas), pero cambian la fase, esto es, se adelantan o retrasan con respec-
to a la hora del dia.

La fase de nuestros ritmos se modifica cuando cambian los horarios
de los agentes sincronizantes (Roelfsema, 1987), por ejemplo, cuando
viajamos a otra parte del mundo (Haimov & Arendt, 1999; Kostreva et
al., 2002) y nos trasladamos de la Ciudad de México a Parfs, nos encon-
tramos que el horario estd adelantado 7 horas. El ciclo de iluminacién
(agente sincronizante) de Parfs promueve cambios de fase en nuestros
ritmos, hasta que concuerdan con el nuevo horario. La adaptacién de
nuestro organismo tarda aproximadamente un niimero de dias equiva-
lente a la cantidad de horas de modificaciéon del horario. Esto significa
que nuestros ritmos demoran al menos 7 dias en adoptar una nueva
fase congruente con el horario de Paris. Durante el periodo de ajuste al
nuevo horario, nuestro organismo padece un sindrome que se conoce
como “Sindrome de viaje transmeridional” o Jet lag, que incluye tras-
tornos en el ciclo de vigilia-suefio, privaciéon del dormir, somnolencia
diurna y trastornos gastrointestinales (Arendt & Marks, 1982; Haimov
& Arendt, 1999).

Los turnos de trabajo son horarios que tenemos que cumplir, por lo
que modifican las horas en que podemos dormir, comer o llevar a cabo
actividades sociales y recreativas. Esto plantea algunas preguntas bdsi-
cas: ¢El turno de trabajo modifica la fase de los ritmos circadianos? ;Se
adaptan los trabajadores a cualquier tipo de turno?

Los turnos matutino y vespertino parecen concordar con la fase de
nuestros ritmos circadianos, trabajamos en el dia y dedicamos la noche
para dormir. Mientras que los turnos nocturno y rotatorio tienen un ho-
rario distinto a la fase de nuestros ritmos (Akerstedt, 1990), y trabajamos
cuando el organismo estd dispuesto a dormir y sabe que tenemos que
hacerlo aun cuando nuestro organismo estd activo. Esta discordancia
entre los turnos de trabajo y los ritmos circadianos puede afectar la sa-
lud de los trabajadores, el rendimiento laboral y producir un aumento
en la frecuencia de accidentes de trabajo (Smith et al., 1994).

En el presente capitulo se analiza la relacién entre los ritmos circa-
dianos y los turnos de trabajo, asi como los efectos que cada uno de los
turnos tiene sobre la salud de los trabajadores.
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RELACION ENTRE EL TURNO DE TRABAJO Y LOS
RITMOS CIRCADIANOS

Para analizar la relacién entre los ritmos circadianos y los turnos de tra-
bajo es importante tomar en cuenta los cambios que ocurren en el orga-
nismo durante el dia, tanto en la temperatura corporal como en el ciclo
de vigilia-suefio, la somnolencia, el rendimiento intelectual (cognosciti-
vo), la productividad laboral y el riesgo de accidentes laborales (Valdez,
2015; Valdez et al., 2009). La figura 9.1 presenta un esquema que se usard
en este capitulo para analizar la relacién entre los ritmos circadianos y
los turnos de trabajo. En la parte superior de dicha figura se encuentran
los principales cambios en el organismo durante el dia, mientras que en
la parte inferior aparece un esquema de los turnos de trabajo.

Dia y noche ) O ) O )
Temperatura
corporal W\/
Ciclo de vigilia - suefio | || || )

Somnolencia W/
Rendimiento /‘\/‘\/‘\/
cognoscitivo

Eficiencia en el trabajo -W”Uﬂ-mwfﬂnﬂﬂ-mms—wimﬂ

Accidentes laborales

Turnos de trabajo

Matutino — — — O
Vespertino — — —
Nocturno — — —
Rotatorio — — —
Rotatorio largo — —
8 0 6 12 18 0 6 12 18 0 6
Hora del dia

FIGURA 9.1. Relacién entre los ritmos circadianos y los turnos de trabajo. En la parte superior se
muestran los ritmos circadianos en la fisiologia y en el comportamiento del ser humano, mientras
que en la parte inferior se encuentra un esquema de cada uno de los turnos de trabajo.
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Durante el transcurso de las 24 horas del dia ocurren los siguientes
cambios:

* En la mafiana la temperatura corporal aumenta, la persona estd
despierta, el rendimiento cognoscitivo y la eficiencia en el trabajo
aumentan, mientras que la somnolencia y el riesgo de accidentes
laborales estdn bajos.

* A mediodia la temperatura corporal es alta, la persona estd des-
pierta, el rendimiento cognoscitivo y la eficiencia en el trabajo
son altos, mientras que la somnolencia y el riesgo de accidentes
laborales son bajos.

* En la tarde la temperatura corporal estd en su nivel mdximo, la
persona estd despierta, el rendimiento cognoscitivo y la eficiencia
en el trabajo se encuentran en su nivel mas alto, mientras que la
somnolencia y el riesgo de accidentes laborales estdan en su nivel
mads bajo.

e En la noche la temperatura corporal desciende, la persona em-
pieza a dormir, el rendimiento cognoscitivo y la eficiencia en el
trabajo disminuyen, mientras que la somnolencia y el riesgo de
accidentes laborales aumentan.

e En la madrugada y primeras horas de la mafana la tempera-
tura corporal empieza a aumentar, la persona se despierta, el
rendimiento cognoscitivo y la eficiencia en el trabajo estdn en su
menor nivel, mientras que la somnolencia y el riesgo de acciden-
tes laborales alcanzan su nivel més alto.

Es importante considerar que la fase de los ritmos circadianos se man-
tiene acoplada a los agentes sincronizantes del lugar geografico en que
radicamos, sin importar el turno en que trabajamos. La exposicién a los
agentes sincronizantes como la luz solar, ya sea los dias de trabajo o de
descanso, mantiene la fase de los ritmos circadianos de las personas
acoplada al horario del lugar en que radican (Arendt, 2010).

En sintesis, los turnos de trabajo no cambian la fase de nuestros
ritmos circadianos, por lo que las actividades de los trabajadores no
concuerdan con las condiciones del organismo a cada hora del dia. Por
ejemplo, un trabajador que labora en el turno nocturno intentara traba-
jar cuando su organismo se dispone a dormir, por lo que su eficiencia en
el trabajo serd baja; mientras que intentara dormir cuando su organismo
estd activo, por lo que no logrard conciliar el suefio. En consecuencia, la
falta de congruencia entre los turnos de trabajo y los ritmos circadianos
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produce trastornos en la salud de los trabajadores. Enseguida se anali-
zan los trastornos vinculados a cada turno.

TURNO MATUTINO

Como se mencioné antes, el turno matutino parece concordar con la
fase de los ritmos circadianos, ya que las personas llevan a cabo sus
actividades durante el dia y duermen en la noche (Folkard & Tucker,
2003). Sin embargo, esto depende del horario especifico en que trabajan
las personas. Para cumplir un turno de 09:00 h a 17:00 h las personas
tienen que levantarse entre 07:00 h y 08:00 h de la mafiana, esto de-
penderd del tiempo que tarden en su aseo personal y en el traslado a
su lugar de trabajo (Di Milia, 2006). A esa hora su temperatura corporal
estd baja y la somnolencia atn es alta, pues generalmente se tiene que
interrumpir el dormir antes de que ocurra de forma espontadnea, con lo
que se reduce la duracién del suefio. Esta privaciéon parcial del mismo
produce un aumento en la somnolencia diurna (Akerstedt & Torsvall,
1985) que las personas tienden a contrarrestar por medio de la ingestién
de bebidas que contienen estimulantes, como el café, el té o refrescos de
cola, especialmente en la mafiana (Dekker et al., 1993; Roehrs & Roth,
2008; Smith, 2002).

A pesar de que las personas despiertan temprano para ir al trabajo no
se modifica la fase de sus ritmos circadianos, ya que los dias de descanso
(generalmente los fines de semana) sus ritmos conservan una fase retra-
sada, ademads se acuestan mds tarde, despiertan mds tarde y duermen
mds tiempo (compensan parcialmente la privacién de suefio) (Valdez et
al., 1996; 2003). Este turno es relativamente benigno, casi no afecta los
ritmos circadianos, el efecto principal consiste en privacién parcial del
suefio y somnolencia diurna (Kecklund et al., 1997).

Sin embargo, el turno matutino puede producir efectos mas graves
cuando el horario inicia muy temprano, entre 06:00 h y 07:00 h (Folkard
& Barton, 1993). Para cumplir con este horario, las personas tienen que
levantarse entre las 04:00 h y las 06:00 h, en el momento en que la tem-
peratura corporal estd en su nivel més bajo, la somnolencia en su nivel
mads alto y el rendimiento cognoscitivo en su nivel mds bajo. Con este
horario la privacién del suefio aumenta, lo que produce una somnolen-
cia més severa, con una reduccioén en la eficiencia laboral y un aumento
en el riesgo de accidentes durante el dia (Kecklund & Akerstedt, 1993).
Otro problema vinculado al turno matutino es la somnolencia durante
la mafiana, condicién que hace mds probable que ocurra un accidente si
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la persona tiene que conducir un automdévil para trasladarse al lugar de
trabajo. El riesgo es mayor entre mds temprano sea el traslado.

TURNO VESPERTINO

En este turno las personas descansan en la mafiana, acuden a sus acti-
vidades en la tarde y duermen en la noche. Generalmente las personas
que laboran en este turno de trabajo inician a las 14:00 h y terminan a
las 22:00 h, de lunes a viernes, con descansos los fines de semana. Se
van a dormir a una hora en que su organismo estd listo para hacerlo y
pueden despertar tarde el dia siguiente, por lo que duermen la cantidad
de horas que requieren para despertar descansados. Durante el dia se
mantienen despiertas y activas, su ejecucion cognoscitiva es adecuada,
lo mismo que su eficiencia y productividad, con un riesgo leve de acci-
dentes laborales (Akerstedt, 1990; Bjerner et al., 1955).

A pesar de que este turno no produce trastornos graves en la salud,
interfiere con las actividades sociales y recreativas, ya que los demds
miembros de la familia tienen un horario diferente, generalmente ma-
tutino (Grosswald, 2004; White & Keith, 1990). Ademds, se produce un
aumento en el riesgo de accidentes automovilisticos durante el traslado
del trabajador a su casa al terminar el turno, ya que tiene que conducir
en la noche, cuando empieza a disminuir su temperatura corporal, au-
menta la somnolencia y disminuye el rendimiento cognoscitivo.

TURNO NOCTURNO

Con el avance industrial y el crecimiento de la poblacién las empresas
y las instituciones de servicio extendieron sus horarios de produccién,
servicio y atencién a clientes a las 24 horas del dia, estableciendo asi
turnos nocturnos. En las naciones desarrolladas aproximadamente un
20% de la poblacién econémicamente activa trabaja en un turno noctur-
no, ya sea fijo o rotatorio (Carpentier y Cazamian, 1977; ver figura 9.2).
En estos casos las personas trabajan en la noche y duermen durante el
dia. Un calendario tipico inicia a las 22:00 h y termina a las 06:00 h. Los
dias de trabajo pueden incluir sdbados y domingos, asi que las personas
reponen sus horas de suefio en los dias de descanso, algunos dias de la
semana o los fines de semana.

Como mencionamos antes, solamente unas cuantas personas logran
invertir la fase de sus ritmos circadianos, por lo que la mayor parte
de los trabajadores de turnos nocturnos realizan sus actividades en
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horas en que su organismo se encuentra en condiciones inapropiadas
(Akerstedt & Froberg, 1981; Aschoff, 1976). Por tanto, hay incompatibi-
lidad entre el ciclo suefio-vigilia y los ritmos circadianos, lo que conlleva
una serie de trastornos como los que enseguida se describen.

Cuando se inicia un turno nocturno (recordemos que esto sucede al-
rededor de las 22:00 h) la temperatura corporal se mantiene todavia alta,
la somnolencia estd baja y el rendimiento cognoscitivo es alto, por lo que
la persona se encuentra en condiciones adecuadas para trabajar. Sin em-
bargo, unas cuantas horas después su temperatura corporal empezard a
descender, aumentara la somnolencia y disminuird su rendimiento cog-
noscitivo —es decir, condiciones éptimas para dormir. A pesar de ello,
la persona tiene que mantenerse despierta y activa. Desde ese momento
hasta la madrugada y primeras horas de la mafiana, el grado de somno-
lencia serd alto, el rendimiento cognoscitivo bajo y la eficiencia laboral
baja también, mientras que el riesgo de accidentes serd alto (Folkard &
Tucker, 2003). Esta situacion, entonces, persiste al terminar el turno, por
lo que el trabajador corre el riesgo de sufrir un accidente automovilistico
durante su traslado a casa (Di Milia, 2006).

Generalmente, las personas que laboran turnos nocturnos intentan
dormir cuando llegan a su hogar, pero en ese momento su organismo se
encuentra en condiciones de estar despierto y activo. En consecuencia,
tienen dificultades para conciliar el suefio, logrando dormir solamente
unas cuantas horas (Akerstedt, 2003) y tendiendo a compensar esta pri-
vacion de suefio por medio de siestas (Akerstedt & Torsvall, 1985), sin
lograrlo totalmente, lo que a su vez se refleja en somnolencia durante las
horas de trabajo (Torsvall & Akerstedt, 1987).

Dormir durante el dia es dificil debido a las condiciones fisiolégicas
de las fases del ritmo circadiano y por las condiciones ambientales y
familiares que se requieren para que el trabajador concilie el suefio.
Para que el trabajador pueda dormir durante el dia requiere una ha-
bitacién aislada de la iluminacién solar y del ruido. Ademds, durante
el dia los trabajadores conviven con su familia, acuden a compras, a
reuniones sociales, lo que interfiere atin mds con su disposicién a dor-
mir (Costa, 2003).

Por otra parte, se ha encontrado que los trabajadores comen duran-
te la noche, pero su organismo secreta los jugos gdstricos durante el
dia, lo cual produce trastornos gastrointestinales (Knutsson, 2003). Se
ha encontrado que una gran cantidad de personas que trabajan en el
turno nocturno presentan una alta incidencia del sindrome metabdlico,
que incluye los siguientes sintomas: colesterol elevado, hipertension,
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resistencia a la insulina y obesidad (Szosland, 2010). Estos sintomas son
factores predisponentes para padecer enfermedades cardiovasculares y
diabetes mellitus (Karlsson et al., 2001; Knutsson, 2003). El turno nocturno
también produce un aumento en la tensién emocional, irritabilidad o
depresion (Ogifiska et al., 1993).

A los problemas anteriores es necesario afiadir los que se derivan de
la restriccién en la interaccién social, pues hay pocas posibilidades de estar
con la familia, con los amigos, de realizar actividades culturales o recrea-
tivas (Colligan & Rosa, 1990). Este aislamiento social resulta tan grave
como los trastornos fisiol6gicos.

En resumen, se ha encontrado que la mayor parte de las personas
que trabajan en un turno nocturno no invierten la fase de sus ritmos
circadianos, por lo que durante el trabajo padecen somnolencia, bajo
rendimiento cognoscitivo, menor eficiencia laboral y ocurre una ma-
yor cantidad de accidentes. Asimismo, hay una mayor incidencia de
trastornos gastrointestinales, metabdlicos y cardiovasculares, asi como
ansiedad, irritabilidad y depresién. En conjunto, los trastornos mencio-
nados producen una calidad de vida baja en las personas que laboran
en turnos nocturnos.

FIGURA 9.2. Una gran cantidad de personas trabajan en turnos nocturnos, como los obreros de muy
diversas ramas de la produccién, operadores de transporte terrestre o aéreo de pasajeros y de carga
(pilotos, operadores, aeromozas), personal de servicios médicos (doctores, enfermeras), de vigilancia
(veladores, policias, agentes de transito, bomberos) y de limpieza.
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TURNO ROTATORIO

El turno rotatorio implica trabajar en los 3 turnos antes mencionados,
pero pasando de un horario a otro de acuerdo con un calendario de
rotacién. En algunos casos la jornada de trabajo es de 8 horas por turno,
mientras que en otros de 12 horas. El tiempo que permanece la persona
laborando en cada horario puede ser de meses, semanas o dias. La di-
reccion del cambio de turno puede ser hacia adelante en el tiempo (ma-
tutino, vespertino, nocturno) o en sentido inverso (nocturno, vespertino,
matutino) (Barton et al., 1994; Tucker et al., 2000).

El turno rotatorio es incompatible con los ritmos circadianos, pues
los cambios de turno hacen muy dificil que la persona se adapte a cada
uno de los horarios en que trabaja (Costa, 1997). Este turno produce las
mismas alteraciones que se observan al trabajar en un turno nocturno,
pero los trastornos se mantienen aunque el trabajador esté laborando en
el dia. Asi, se produce privacién de suefio y la persona tiene dificultades
para dormir independientemente del horario en que esté trabajando en
ese momento. En consecuencia, ocurre somnolencia y fatiga, no sola-
mente durante las horas de trabajo sino durante todo el tiempo que la
persona estd despierta (Akerstedt, 2003).

El turno rotatorio también produce trastornos gastrointestinales,
cardiovasculares, irritabilidad, ansiedad y depresiéon. A medida que el
trabajador aumenta de edad tiene menor capacidad para adaptarse a
los cambios y los trabajadores que tienen mds afios laborando en el tur-
no rotatorio presentan trastornos mds graves de salud (Folkard, 2008).
Ademads, el trabajador padece aislamiento social, ya que sus horarios de
trabajo no concuerdan con los horarios de la familia y el grupo social.
Los trastornos son tan severos que algunos trabajadores dejan de labo-
rar en el turno rotatorio y se pasan a un turno fijo.

El turno rotatorio también se vincula a una disminucién en la eficien-
cia durante el trabajo y a un aumento en la frecuencia y gravedad de
accidentes laborales, especialmente cuando la persona se encuentra tra-
bajando en el horario nocturno (Loudoun, 2010). Varios accidentes graves
o catdstrofes han ocurrido en la noche y primeras horas de la mafiana,
tales como el derrame de petréleo del buque Exxon Valdez, los desastres
nucleares de Three Mile Island y de Chernobyl, asi como la explosién en
la planta quimica de Bophal (Costa, 1996; Reinberg & Smolensky, 1985).
Estos accidentes se han vinculado con errores humanos debidos a la
somnolencia y fatiga que ocurren durante el turno nocturno.
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas de los ritmos circadianos son cruciales para analizar
los trastornos que ocurren al trabajar en cada uno de los turnos de traba-
jo. Durante la noche y primeras horas de la mafiana aumenta la somno-
lencia y se reduce el rendimiento cognoscitivo; a estas horas disminuye
la eficiencia y aumenta el riesgo de accidentes laborales. En consecuen-
cia, las personas que trabajan en un turno nocturno o rotatorio tienen
problemas de salud importantes. Aunque los turnos diurnos (matutino
y vespertino) parecen compatibles con los ritmos circadianos, también
se producen problemas cuando la persona tiene que trabajar o conducir
un automdvil (traslado trabajo-casa o viceversa) en las primeras horas
de la mafiana o en la noche.

Se han planteado varias posibles estrategias para atenuar los trastornos
que se producen al trabajar en un turno nocturno o rotatorio. Una estra-
tegia consiste en disefiar calendarios de rotacién que interfieran menos
con los ritmos circadianos. Por ejemplo, es mas dificil adelantar la fase del
ritmo circadiano, por lo que los calendarios de rotacién hacia atrds en el
tiempo (nocturno, vespertino, matutino) producen mds trastornos que un
calendario hacia adelante (matutino, vespertino, nocturno).

Otra estrategia es promover cambios de fase en los ritmos circadianos
de los trabajadores por medio de la luz, uno de los agentes sincronizan-
tes de esos ritmos. Esto implica aumentar el nivel de iluminacién (5000-
10000 lux) en el sitio de trabajo durante la noche y aislar la habitacién
donde duerme el trabajador durante el dia. Otra recomendacion es
programar el dormir y las siestas a horas que sean mds compatibles con
los ritmos circadianos humanos. También se han logrado algunos resul-
tados positivos programando siestas de corta duracién (15-30 minutos)
durante el turno nocturno. Es importante seguir analizando las carac-
teristicas de los ritmos circadianos en el ser humano, sus implicaciones
en la salud, asi como sus efectos en cada uno de los turnos de trabajo.
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la presencia de los ritmos biolégicos, los cuales varian dependiendo de
la especie, etapa del desarrollo y la sefial ambiental que lo sincroniza.
Como se ha visto en otros capitulos, los ritmos que tienen una oscilacién
de aproximadamente 24 horas se denominan ritmos circadianos. Estos
ritmos se sincronizan principalmente por sefiales del medioambiente,
como la temperatura y el ciclo luz/oscuridad impuesto por los mo-
vimientos de rotacién de nuestro planeta. Las variaciones fisioldgicas
circadianas en un individuo originan que el mismo estimulo pueda ge-
nerar diferentes respuestas, dependiendo de la hora del dia cuando sea
aplicado; veremos que la respuesta a los medicamentos que tomamos
para tratar los diferentes padecimientos que nos afectan no es la excep-
cion (Koukkari & Sothern, 2006).

Durante siglos la medicina tradicional china ha incluido el concepto
“tiempo de tratamiento” en una amplia variedad de précticas curati-
vas, como acupuntura, moxiterapia y administracién de brebajes, entre
otras, considerando la variabilidad de respuestas obtenidas como una
condicién temporal de las personas; a esto le llamaron “ciclo natural
del paciente”, asumiendo que dicha ciclicidad estd relacionada con la
hora del dia, dia de la semana, dia del ciclo menstrual, fase de la luna o
estacion del afio. Actualmente la préctica médica, intimamente ligada a
un mundo de desarrollo cientifico y tecnolégico acelerado, ha dejado de
considerar la relevancia de los ritmos biolégicos y ha pasado a los es-
quemas de tratamientos de “tres veces al dia”, estrategias que han sido
cuestionadas por pioneros del tema, quienes las han llegado a llamar
“Estupidez de tres veces al dia” (Koukkari & Sothern, 2006).

Aunque el cuestionamiento sobre cudl seria la hora correcta para
administrar un fdrmaco determinado surgi6é desde el afio 1814 con el
farmacéutico francés Julien-Joseph Virey, fue hasta siglo y medio des-
pués cuando se realizaron los primeros estudios para resolver esta in-
cognita y dar respuesta a la pregunta, observando los diferentes efectos
y los grados de susceptibilidad a los farmacos a lo largo del dia. Esto
permiti6 el desarrollo de nuevas disciplinas dentro de la farmacologia,
tales como la cronofarmacologia y la cronoterapia (Pandi-Perumal et
al., 2008).

La cronofarmacologia como disciplina emergié a mediados del siglo
XXy fue en la década de los sesenta cuando en la préctica clinica se con-
sider6 por primera vez la hora del dia para administrar la prednisolona,
una hormona esteroidea. La cronofarmacologia se puede definir como
el estudio de la influencia de los ritmos biolégicos sobre la respuesta a
los farmacos en el organismo.
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La cronoterapia, por su parte, se refiere a la interaccion de los ritmos
biolégicos con el tratamiento para favorecer la disponibilidad del fér-
maco en el momento indicado del difa, con el propédsito de aumentar
su eficacia y reducir sus efectos adversos (Shigeiro, 2007). Y si bien el
conocimiento generado en este campo es amplio, la eleccién de la hora
del dia para administrar un medicamento es una préactica poco consi-
derada en las indicaciones de los médicos. Sin embargo, los resultados
de investigaciones en esta drea son contundentes, lo que ha despertado
el interés de la comunidad cientifica y las compafifas farmacéuticas en
destacar la importancia de la cronobiologia en la terapia farmacolégica
(Bruguerolle et al., 2008).

En términos generales, para cumplir con su efecto terapéutico, un
medicamento debe alcanzar el 6rgano o tejido afectado, independien-
temente de su via de administracion. Para ello, debe ser absorbido y
distribuido desde el sitio de aplicacién a todo el organismo y posterior-
mente ser degradado y eliminado por alguna de las rutas de excrecién.
En estos procesos participan varios factores internos y externos de
nuestro organismo; por ejemplo, si se administra por via oral, influye
la cantidad y caracteristicas del liquido con que se ingiere, la secrecién
de 4cido clorhidrico en el estomago, el pH del tracto gastrointestinal, la
intensidad del flujo sanguineo, el tiempo de vaciado géstrico y la moti-
lidad intestinal, entre otros elementos.

Como se ha mencionado antes, estas condiciones fisioldgicas varian
a lo largo del dia influyendo en la actividad de los fdrmacos, como es el
caso del acetaminofen, un fdrmaco antipirético y analgésico ampliamen-
te utilizado por via oral. Estudios experimentales realizados en personas
demuestran que este fdrmaco es absorbido rdpidamente y casi en su to-
talidad en el tracto gastrointestinal, logrando alcanzar una distribucién
uniforme en los fluidos corporales poco tiempo después de su adminis-
tracién oral; pero esto sélo ocurre cuando es administrado en la mafiana,
momento en el que su absorcién y la obtencién de su efecto terapéutico
suceden mads rdpido, mientras que cuando se administra por la tarde
su absorcién es mds lenta y su vida media se prolonga. Esto demuestra
cémo las oscilaciones de procesos fisioldgicas en el organismo influyen
en los efectos de este medicamento (Kolawole et al., 2002).

Para comprender mejor los conceptos de la cronofarmacologia se
necesita conocer la interaccién entre el fadrmaco y nuestro organismo.
Después de ingerir o inyectar un medicamento en nuestro cuerpo esta
interaccién puede ser de dos tipos: 1) Una es propiamente la accién del
férmaco sobre el 6rgano afectado, a la cual se le denomina “proceso far-
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macodindmico”, y es el factor principal para decidir si un medicamento
es el apropiado para tratar un padecimiento determinado; 2) La otra
interaccién estd dada por las acciones que nuestro organismo ejerce so-
bre el fdrmaco y que se conocen como “procesos farmacocinéticos”, que
implican los mecanismos de absorcién, distribucién y eliminaciéon del
fdrmaco a través de los diferentes mecanismos de excrecién localizados
principalmente en érganos como rifiones, higado y aparato digestivo. En
el contexto cronobioldgico estos parametros de interaccion podrian ser
denominados como cronofarmacodindmicos y cronofarmacocinéticos.

CRONOFARMACODINAMICA

Desde el punto de vista farmacodindmico, para que un formaco cumpla
su funcion terapéutica debe alcanzar las células diana y unirse a una es-
tructura localizada en su membrana conocida como receptor. El grado y
la intensidad de unién a su receptor influirdn en el tipo y duracién de la
actividad farmacolégica. La mayoria de los receptores son proteinas, las
cuales también funcionan como sitios de unién de otros productos se-
cretados por el propio organismo, como hormonas, neurotransmisores
y metabolitos. La presencia de estas uniones impacta significativamente
en la disponibilidad, degradacién y eliminacién de los medicamentos.

Diversos estudios han demostrado que varios receptores tienen osci-
laciones a lo largo del dia, principalmente por su cantidad en las células
y por la intensidad de su respuesta al unirse al fdrmaco. Como ejemplo
podemos mencionar al interferén f, el cual es una citosina con actividad
antitumoral y antiviral ampliamente usado en la terapia contra el cdn-
cer y la hepatitis (Baron et al., 1991). Durante los tratamientos con este
producto los pacientes presentan reacciones secundarias, como fiebre,
cefalea y leucopenia. Estudios en ratones mantenidos en condiciones de
laboratorio demostraron que cuando se administraba a los animales por
la mafiana, antes de encender la luz, se obtenia mejor efecto que cuando
se administraba por la tarde. Este fenémeno fue atribuido a la mayor
cantidad de receptores a interferén en las células blanco. Sin embargo,
en este estudio no se observaron cambios en la tasa de eliminacién, lo
cual sugiere que la variacién en su efecto a lo largo del dia obedece prin-
cipalmente a un proceso farmacodindmico.

Un fenémeno similar fue reportado con su homdlogo, el interferén
a, el cual es utilizado en la terapia antiviral (Takane et al., 2002). Otro
ejemplo representativo es la morfina, una droga ampliamente estudiada
y que tiene multiples efectos como analgesia, disminucién de la moti-
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lidad gastrointestinal, sedacién e inhibicién del reflejo de la miccién,
entre otros. Su accién analgésica es muy potente y, para inducirla, esta
molécula debe unirse a un sitio especifico en la célula denominado re-
ceptor opioide u. Estudios en ratones demostraron que la disminucién
del dolor se prolonga cuando se administra durante la noche, en com-
paracién con la aplicacién en el dia. Esta diferencia fue atribuida a la
mayor cantidad del receptor, el cual en esta especie aumenta durante la
noche y disminuye en el dia (Yoshida et al., 2003).

CRONOFARMACOCINETICA

Generalmente los farmacos son administrados por una via alejada y dis-
tante del sitio de accién donde deberdn hacer su efecto, por lo que para
alcanzar la célula diana tienen que ser absorbidos y trasportados a través
de los diferentes sistemas del organismo. Esto no sucede asi con aquéllos
administrados localmente, como los ungtientos o cremas. Los procesos
farmacocinéticos implican la absorcién, distribucién, metabolismo o
biotransformacién y excrecién del farmaco, a los que que en su conjunto
se les conoce como sistema ADME; en ellos participan varios elementos,
desde las membranas de los sistemas de barreras que separan los com-
partimentos del organismo, hasta las moléculas trasportadoras y enzimas
involucradas en la inactivacién y eliminacién de estos compuestos. En la
figura 10.1 se resume el proceso farmacocinético que generalmente siguen
los farmacos cuando son administrados en nuestro organismo.

Diversos estudios han demostrado que cuando se administran me-
dicamentos por via oral hay diferencias en los procesos de absorcién
a lo largo del dia, derivadas de la influencia de los ritmos circadianos
en los procesos fisiolégicos del tracto gastrointestinal. En los humanos,
por ejemplo, se reporta un ritmo en la secrecién gdstrica con mayor
produccién durante la tarde. Por otra parte, el vaciado gastrico y el flujo
sanguineo al estémago son mayores durante la mafiana. Estas oscila-
ciones apoyan las observaciones del porqué la mayoria de los fairmacos
presentan mayor absorcién y distribucién cuando se administran por
la mafiana. Los productos que acttian sobre el sistema cardiovascular,
como la nifedipina y el propanolol, pongamos por caso, alcanzan con-
centraciones mds altas por periodos mds cortos cuando se toman por la
mariana, a diferencia de cuando se les ingiere por la tarde (Hermida et
al., 2008). Un fenémeno similar ocurre con los analgésicos no esteroides,
como la indometacina o el ketoprofeno, los cuales logran concentracio-
nes mads altas por un periodo mayor de tiempo cuando se administran
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entre las 07:00 h y 11:00 h que cuando se toman a cualquier otra hora del
dia (Tinny et al., 2012).

opebyy |e oauinbues
ofny |ap ojusawiny

Absorcién
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Metabolismo
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Aumento de |5
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FIGURA 10.1. Representacién esquematica del proceso farmacocinético de los farmacos aplicados

por las diferentes vias de administracién.

Por otra parte, los mecanismos de transporte de formacos influyen sig-
nificativamente en la cronofarmacocinética de los medicamentos. Su
importancia radica en su capacidad para movilizar las moléculas de los
farmacos hasta su sitio de accién, regulando las concentraciones circu-
lantes en nuestro organismo para mantener el efecto terapéutico.
Después de ser absorbidos, generalmente los farmacos llegan a su
sitio de accién a través del torrente circulatorio. Ya en la sangre, estos
pueden unirse a alguna proteina plasmadtica, como la albtimina, o bien
permanecer libres, de esta tltima manera se movilizan mejor a través
de los tejidos para alcanzar su sitio de accién, favoreciendo su efecto
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terapéutico. La albiimina es una proteina abundante en la sangre y la
principal secuestradora de fdrmacos, sin embargo, la unién a esta pro-
teina es reversible y protege al farmaco de su destruccién en el higado
y de su eliminacién por la via renal, prolongando sus concentraciones
sanguineas. Estudios en humanos han demostrado que las concentra-
ciones de albimina en la sangre oscilan a lo largo del dia con aumentos
durante la mafiana y tarde, disminuyendo significativamente durante
la noche y madrugada (Jubiz et al., 1972), siendo un factor importante en la
farmacocinética de los medicamentos afines a ésta.

Otro factor importante en la cinética de los medicamentos es la acti-
vidad enzimatica, la cual modifica la estructura de los fdrmacos para su
degradacién y eliminacion; a este proceso se le conoce como biotransfor-
macioén. Las reacciones de biotransformacién pueden originar tres efec-
tos: uno consiste en que los metabolitos producto del desdoblamiento
enzimadtico se vuelvan activos; el segundo, en que el fdrmaco modifique
su estructura pero mantenga su actividad; y el tercero es la desactiva-
cién del mismo. Casi todos los tejidos tienen la capacidad de realizar
reacciones de biotransformacién, no obstante, son el higado y el tracto
gastrointestinal los principales 6rganos involucrados en este proceso.
Esto explica por qué muchos medicamentos administrados por via oral
tienen modificaciones antes de llegar al torrente circulatorio. Otros 6r-
ganos como la piel, pulmones y rifiones también realizan esta actividad
aunque con menor participacion.

Varios mecanismos enzimédticos de biotransformacién se caracterizan
por presentar oscilaciones circadianas e influir en los efectos del farma-
co durante el tratamiento. Un ejemplo de ello es el higado, que tiene una
estructura compleja con diversas funciones importantes para la vida,
destacando la desintoxicacién y el metabolismo. Este 6rgano se caracte-
riza por tener oscilaciones circadianas en muchas funciones, por lo que
algunos autores lo consideran como un reloj bioldgico independiente
del reloj principal localizado en el cerebro.

Estudios moleculares demuestran que en el higado de roedores se
expresan mds de 200 genes diariamente, con patrones temporales defini-
dos, y que sus proteinas participan en la biotransformacién de farmacos,
transporte de moléculas a través de membranas, ademads de sintesis de
proteinas y enzimas (Corton et al., 2012). En la figura 10.2 se representan
las oscilaciones que presentan algunas condiciones fisioldgicas a lo largo
del dia en individuos sanos.
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FIGURA 10.2. Representacién de las variaciones diarias de algunos procesos fisiol6gicos implicados
en la cinética de los farmacos en el humano.

CRONOTERAPIA

A la interaccién entre los ritmos biolégicos y los tratamientos médicos
se le denomina cronoterapia, disciplina en la que se desarrollan procedi-
mientos y protocolos terapéuticos disefiados para brindar la dosis ade-
cuada en el tiempo apropiado para mayor eficacia de los farmacos. En la
cronoterapia se toman en cuenta las oscilaciones clinicas que presentan
muchas enfermedades a lo largo del dia. En el esquema de la figura 10.3
se muestran las exacerbaciones de las manifestaciones clinicas o presen-
tacion de crisis agudas en diferentes patologias a lo largo del dia.

Las manifestaciones clinicas de muchas enfermedades estdn influen-
ciadas por los ritmos circadianos y su intensidad fluctda a lo largo del

202 RITMOS CIRCADIANOS. DE LA CELULA AL SER HUMANO



dia. Por ejemplo, los sintomas de la tlcera péptica e intestinal se ma-
nifiestan principalmente en la noche, de manera similar que en la rinitis
alérgica, que se presentan también durante la noche o temprano por la
mafiana; los riesgos de infarto y los trastornos cardiovasculares ocurren
generalmente por la mafiana, cuando empieza a incrementar la presion
sanguinea; la artritis reumatoide, un padecimiento frecuente en la po-
blacién, se expresa con dolores agudos por la mafiana, manifestacién
clinica que se ha asociado con los ritmos circadianos en cuanto a las concen-
traciones plasmaticas de sustancias, como la proteina C reactiva e inter-
leucina 6, que generalmente son elevadas al despertar; y, por oposicién
a esta ultima, también estd la osteoartritis, en la que frecuentemente el
dolor agudo se presenta en la noche, disminuyendo durante la mafiana.
En la figura 10.2 se representa el momento del dia en el que se agudizan
las manifestaciones clinicas de varias enfermedades.

FIGURA 10.3. Variaciones a lo largo del dia en la exacerbacién de manifestaciones clinicas de
diferentes patologias en el humano.
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SISTEMA DE LIBERACION EN CRONOFARMACOLOGIA

La influencia de los ritmos biol6gicos sobre los efectos de los farmacos
en nuestro organismo ha orientado la investigacion en esta drea, siem-
pre buscando nuevos mecanismos de liberacién para favorecer su efecto
terapéutico y no sélo centrandose en mejorar las moléculas, presenta-
ciones farmacéuticas o inocuidad del mismo. De esta forma, se pretende
garantizar la biodisponibilidad del fdrmaco en el momento apropiado
del dia, considerando las oscilaciones diarias de los factores farmacoci-
néticos y farmacodindmicos involucrados en su actividad.

En este sentido, actualmente las compafifas farmacéuticas estan
desarrollando una serie de productos con mecanismos de liberacién
controlada cuando son aplicados al paciente a través de diferentes vias
de administracién. Estos productos son conocidos como sistemas cro-
noterapéuticos de liberacién de farmacos (siglas en inglés: CDDS) o sis-
temas cronotrépicos (Pawar & Awasthi, 2010), y fueron desarrollados
por cuatro razones principales: a) para dar tratamientos especificos a
enfermedades en las cuales los ritmos circadianos influyen considera-
blemente en su patologia, ejemplo de ello seria el asma, padecimiento
en el que se presentan cuadros agudos después de la media noche o en
las mafanas; b) para evitar la degradaciéon del férmaco en el tracto
gastrointestinal cuando éste es liberado, sobre todo si su naturaleza es
proteica, como las hormonas; c) para la liberacién programada de hor-
monas, debido a que la liberacién constante de hormonas exdgenas
puede afectar el mecanismo natural de secrecién glandular de la hor-
mona homéloga en nuestro organismo, como es el caso de la cortisona,
secretada con ritmicidad circadiana por las gldndulas suprarrenales,
las cuales pueden inhibirse irreversiblemente por la administracion
continua de medicamentos desinflamatorios esteroides; y d) para con-
trolar la liberaciéon de farmacos que deben ser metabolizados antes de
alcanzar el lugar especifico de accién dentro del organismo (Nagar et
al., 2010). En el esquema de la figura 10.4 se resumen los sistemas de
liberacién maés estudiados.

Hasta el momento los sistemas propuestos son de diferentes tipos y
se clasifican en:

1. Sistemas de liberacién controlada por tiempo;

2. Sistemas de liberacién inducida por estimulos;
3. Sistemas de liberacién dependiente de estimulos externos.
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Sistemas Cronotrépicos de Tiempo Controlado
Sistema de contencion con capsulas insoluble
Sistema de contencion con capsulas rompible
Sistera de contencion con capsulas degradable
Sistera de contencidn con cubierta permeable
Sistema de liberacién por cambio en la densidad

Sistemas de Liberacién de Fairmacos Inducido
por Estimulo Pulsatil

Liberacion inducida por estimulo quimico
Liberacion inducida por cambio en la temperatura

Sistemas de Liberacién Inducido por
Estimulo Externo

Liberacion inducida por presién

Liberacion inducida por estimulo electromagnético
Liberacion inducida por estimulo eléctrico
Liberacion por infusion externa

FIGURA 10.4. Esquema donde se resumen los sistemas de liberacién controlada de farmacos
desarrollados actualmente para su uso en cronoterapia.

En el caso de los sistemas de liberacién controlada por tiempo los pro-
ductos son integrados por dos elementos, uno de liberacién inmediata
y otro de efecto liberador retardado. En estos productos el farmaco
generalmente estd inmerso en agentes con solubilidad dependiente de
las caracteristicas fisicoquimicas del medio. Los antibiéticos son los pro-
ductos mas usados en estos sistemas.

Respecto de los sistemas de liberacién inducida por estimulos, ge-
neralmente son compuestos susceptibles a las condiciones del medio
donde se encuentran, modificando su estructura y permitiendo asi la
liberacién del farmaco. Dentro de este grupo hay los que responden a
los cambios de temperatura y los que responden a los cambios quimicos.
Los primeros pueden ser activados por la temperatura corporal que va-
ria de manera natural a lo largo del dia, siendo asi que las temperaturas
mads bajas las presentamos durante la mafiana antes de levantarnos;
también podrian ser estimulados por los cambios de temperatura indu-
cidos durante los procesos febriles de enfermedades infecciosas.

Por su parte, los sistemas que responden a estimulos quimicos ge-
neralmente pueden ser activados por cambios en el pH del medio o
por sustancias liberadas durante los procesos inflamatorios, incluso
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por los niveles de anticuerpos circulantes en la sangre. Un ejemplo
de este sistema son los dispositivos disefiados para la liberacién con-
trolada de insulina en el organismo en pacientes con diabetes mellitus
tipo I y II. Estos dispositivos reaccionan cuando las concentraciones
de glucosa en sangre aumentan y son convertidas en dcido glucéni-
co por la enzima glucosa-oxidasa, alterando el pH de la sangre. Una
ligera disminucién del pH sanguineo modifica la estructura del siste-
ma permitiendo la liberacién de insulina. Aunque estos sistemas han
sido desarrollados desde hace tres décadas atin estdn en investigacion
(Gordijo et al., 2011).

Los sistemas dependientes de estimulos externos, como su nombre
lo indica, controlan la liberacién de farmacos por estimulos emitidos
desde el exterior del organismo. Los estimulos generalmente son cam-
pos magnéticos, ultrasénicos, eléctricos o irradiaciones, y cuando estas
sefiales alcanzan el dispositivo lo accionan permitiendo la salida del
medicamento hasta que el estimulo es eliminado.

El desarrollo de los sistemas cronotrépicos son verdaderos retos
para la industria farmacéutica, debido a que ademds de garantizar la
liberacién apropiada del fdrmaco, los productos deben ser compatibles
e inofensivos para el paciente. Ademds, y en razén de que la mayor
parte de estos estdn en desarrollo o de la complejidad de su produccién,
actualmente su disponibilidad comercial es muy limitada, centrdndose
la industria farmacéutica en los de liberacion retardada, principalmente
(Nagar et al., 2010). Sin embargo, con los avances tecnoldgicos, especial-
mente en nanotecnologia, es posible que en el futuro inmediato un gran
nimero de pacientes sean beneficiados con estos sistemas.

CONCLUSIONES

Las condiciones ambientales a las que los seres vivos hemos estado
expuestos durante millones de afios han originado ajustes temporales
en muchos procesos conductuales y fisioldgicos. Es evidente que estas
variaciones son sincronizadas por sefiales ambientales o, en su defecto,
inducidas por factores sociales, précticas de comportamiento, fisiol6gi-
cas, reproductivas, entre otros. Es por ello que existen muchos estudios
en humanos donde se demuestra una clara influencia de los ritmos
circadianos sobre la respuesta a los estimulos externos, independiente-
mente de su naturaleza fisica, quimica o nutricional. En su mayoria
estos estudios son controlados y los ensayos clinicos y experimentales
derivados aportan informacién importante para comprender la interac-
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cién farmacolégica entre un sistema temporalmente controlado, como lo
es el cuerpo humano, y los estimulos quimicos a los que éste se somete.

No obstante, las condiciones y habitos de vida actuales son muy dife-
rentes para la mayoria de las personas y estan influenciados por factores
sociales, econémicos y culturales, lo que ocasiona tantas variabilidades
de respuesta como combinaciones de hébitos de vida existan en los in-
dividuos. Es decir, los seres humanos hemos cambiado drdsticamente
los habitos de vida, desde habitar cavernas en circunstancias de ilumi-
nacién restringidas por el ciclo luz/oscuridad impuesto por la rotacién
de la tierra y con disponibilidad diaria limitada de alimento durante
miles de afios, a las condiciones actuales donde los avances cientificos y
tecnolégicos nos proporcionan iluminacién artificial, acceso a alimento
a cualquier hora del dia y otros muchos estimulos a los que nuestra
organizacién de temporalidad fisiolégica, en un contexto general, no se
ha ajustado.

Esta situacion estd generando trastornos patolégicos en todos los
sistemas del organismo: metabdlicos, neurolégicos, reproductivos, y
generando enfermedades como el cdncer, entre otras. En un contexto
general, una prioridad dentro de la cronofarmacologia, asi como en
otras disciplinas del drea de la salud, es la prevencién. Para ello se debe
fomentar un ritmo de vida saludable, con précticas diarias orientadas a
mantener la cronostasia de nuestro organismo. Por otra parte, también
se deben redoblar esfuerzos para ampliar los conocimientos en esta drea
y promover una prescripciéon y uso responsable de los productos farma-
céuticos, considerando el efecto que ocasionan en el paciente.
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A1.

RITMOS CIRCADIANOS
Y CANCER

Rossana Citlali Zepeda,' Enrique Meza,? Stefan Waliszewski’
y Mario Caba?

INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer
es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial. Por ejemplo,
estudios realizados en el 2008 estimaban que 7.6 millones de personas
murieron a causa del cdncer (Ferlay et al., 2010). Los tipos de cancer
que causan un mayor nimero de muertes anuales son los de pulmén,
estémago, higado, colon y gldndula mamaria. El término cdncer es ge-
nérico y designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar
a cualquier parte del cuerpo; también se habla de “tumores malignos”
o “neoplasias”. La principal caracteristica de este padecimiento es la
multiplicacién rdpida y anormal de células que se propagan a los tejidos
adyacentes e invaden todos los 6rganos y tejidos del cuerpo, proceso
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que se conoce como metdstasis (Lodish et al., 2000). La metdstasis es la
principal causa de muerte por céncer.

Aunque no se conoce con exactitud la causa del cdncer, se han deter-
minado diversos “factores de riesgo” que ayudan a explicar la predispo-
sicién a algunos tipos de cdncer. Aproximadamente 30% de las personas
con céncer presentan cinco factores de riesgo: indice de masa corporal
elevado, ingesta reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica,
consumo de tabaco y alcohol. Sin embargo, se considera que existe otro
gran ntimero de factores que pueden ser considerados de riesgo. Se ha
observado que la alteracién de la regulacién de los ritmos circadianos
modifica el ciclo celular (proceso que se encarga del crecimiento y de
la divisién de las células en los organismos) e incrementa el peligro de
padecer diversos tipos de cancer.

En el 2007 la OMS y la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) elevaron el grado de carcinogé-
nesis de trabajadores nocturnos y de aquellos que realizan guardias, de
2B (posiblemente carcinogénico para los humanos) a 2A (probablemente
carcinogénico para los humanos), considerando como el agente de ries-
go la alteracién de la regulacién de los ritmos circadianos. El reporte
de IARC comprende el andlisis de diversos estudios epidemiolégicos
de cdncer de mama, préstata, colon, recto, endometrio, vejiga, pulmon,
estémago y algunos tipos de leucemia, entre otros (Straif et al., 2007;
IARC, 2010).

LOS RITMOS CIRCADIANOS Y EL CICLO CELULAR

Las funciones biolégicas son moduladas por ritmos que ocurren de ma-
nera periddica a lo largo del dia. Entre estos, aquellos que se presentan
con una frecuencia de aproximadamente 24 horas se denominan ritmos
circadianos, y son los mds estudiados debido a su influencia en el ciclo
suenio-vigilia, la liberacién de hormonas, la regulacién de la tempera-
tura corporal y el ciclo celular. Como se ha mencionado en capitulos
anteriores, los ritmos circadianos son de cardcter endégeno, estdn ge-
néticamente determinados y son coordinados por una serie de relojes
internos que se controlan de manera jerdrquica por el reloj principal: el
nucleo supraquiasmatico (NSQ) (Dibner et al., 2010).

El mecanismo molecular de oscilacién de los ritmos circadianos
es regulado por procesos de sintesis de dcido ribonucleico (RNA, por
sus siglas en inglés) mensajero (transcripcién) y proteinas (traduccién)
de un grupo de genes denominados, en conjunto, genes reloj: Bmall,
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Per1-3, Clock, Cryl-2, Rev-erba-fi y Rora, Npas2, Ck1 y Arntl (Savvidis &
Koutsilieris, 2012). Los productos proteicos de estos genes son factores
de transcripcién que regulan su propia transcripcién y la de otros genes
conocidos como genes controlados por el reloj (Bozek et al., 2009; ver fi-
gura 11.1). De esta manera, las proteinas CLOCK y BMAL1 forman parte
de la regulacién positiva del asa, mientras que las isoformas de CRY y
PER conforman la regulacién negativa. La expresién de los genes reloj
fluctiia de manera ritmica, sin embargo, las acrofases en algunos de ellos
se presentan a diferentes horas del dia, originadas por sus funciones an-
tagoénicas en la regulacion circadiana (Fu & Lee., 2003; Reppert & Weaver,
2002). El mecanismo molecular en todos los tejidos es similar; las células
cancerosas también tienen relojes compuestos del mismo grupo de genes
reloj (Balsalobre et al., 1998; Wood et al., 2006).

Per1, Per2

FIGURA 11.1. Mecanismo molecular de regulacién de los ritmos circadianos. Los ritmos circadianos
se generan en las células debido a la transcripcién y traduccién de los genes reloj Bmall, Per1-3,
Clock, Cry1-2, Rev-erba-f y Rora. El dimero formado por las proteinas BMAL1 y CLOCK regulan la
transcripcién de los genes Per1-3, Cryl-2, Rev-erba-f y Rora, mientras que el dimero formado por
PER y CRY regulan de manera negativa a BMAL1-CLOCK. De la misma forma, los genes reloj
regulan la transcripcion de otros genes, denominados genes controlados por el reloj (ccg).
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El ciclo celular

En células eucariotas el ciclo celular se divide en cuatro fases: Gy, So
de duplicacién de 4cido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en
inglés) G, y M o mitosis, mientras que cuando las células no se estdn
dividiendo se encuentran en fase G, (Borgs et al., 2009). En la mayoria
de las células, independientemente del tejido que forman, la divisiéon
celular se encuentra constantemente oscilando entre la duplicacién del
DNA vy la mitosis, por lo que el ciclo celular puede ser considerado un
oscilador biolégico. Debido a la importancia en el desarrollo normal
de los organismos, el ciclo celular cuenta con una gran cantidad de
mecanismos de regulacién, entre ellos los denominados puntos de con-
trol, los cuales son modulados por proteinas especificas. Dentro de las
proteinas que regulan los diferentes eventos del ciclo celular se encuen-
tran: las ciclinas, las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y las pro-
tefnas inhibidoras de ciclinas cinasas (CKIs), ademds de los productos
de los genes supresores de tumores como p53 y pRb (ver figura 11.2).

K2

CDK2
@D cidinaE Cci?Iina A

Ciclina D

FIGURA 11.2. Ciclo celular. El ciclo celular estd conformado por las fases G, S (sintesis de DNA) G,
y M (mitosis); las células que no se estan dividiendo se encuentran en fase G,

Existen varias teorias que tratan de explicar la relaciéon entre los ritmos
circadianos y el cancer, las cuales involucran mecanismos celulares y
moleculares que incluyen la liberacién de hormonas y la regulacién de
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genes. Es de especial interés mencionar que los ritmos circadianos y el
ciclo celular comparten caracteristicas muy importantes: ambos tienen
una periodicidad de alrededor de 24 horas, son procesos intrinsecos en
la mayoria de las células y, a nivel molecular, ambos procesos exhiben
fases secuenciales de transcripcién y traduccién. De igual manera, se
ha observado que existen fluctuaciones con periodo de 24 horas en la
expresion de proteinas nucleares asociadas al ciclo celular en células de
tejido humano (Bjarnason & Jordan, 2000).

Desde la década de 1970 se reporté la variacién circadiana de la ac-
tividad mitética (que sirve como indice de reproduccién de las células)
en el duodeno de ratén (Scheving et al., 1972). Posteriormente se encon-
tré variacion circadiana en la proliferacién celular a lo largo del tracto
digestivo, desde el epitelio lingual hasta el rectal (Buchi et al.,, 1991).
Observaciones similares a las encontradas en el modelo murino han
sido reportadas en biopsias de mucosa oral y rectal humana tomadas a
lo largo de 24 horas (Bjarnason et al., 1999; 2001). Asi se ha demostrado
que la proliferacién de précticamente todos los tipos celulares, tanto en
ratones como en humanos, se lleva a cabo de forma circadiana.

De esta manera, la correlacién entre la expresion de genes reloj y las
fases especificas del ciclo celular sugirié que el reloj circadiano podria
estar involucrado en el ordenamiento de los eventos del ciclo celular. En
la actualidad es ampliamente aceptado que el sistema circadiano con-
trola el tiempo de proliferacion celular cuando regula la expresién de
moléculas clave en el ciclo celular: reguladores de mitosis y replicacion
de DNA, como la enzima timidina sintetasa, las proteinas supresoras de
tumores p21 y p53, las cinasas WEE-1, c-MYC, Mdm2 y Gadd45, y las
ciclinas D1, B1, E, A (Fu et al., 2002; Gréchez-Cassiau et al., 2008; Gu et
al., 2012; Lincoln et al., 2000; Panda et al., 2002; Storch et al., 2002; Wood
et al., 2006; ver figura 11.3).

El dimero formado por las proteinas CLOCK-BMAL1 regula directa-
mente la transcripcion de wee-1, c-myc y ciclina D1. WEE-1 es una tirosi-
na cinasa que fosforila a CDK1, inactivando el complejo CDK1-cliclina
B, que a su vez participa en la transicion de la fase G, a M. La proteina
c-Myc sistematiza la transicion de Gy a G, y la ciclina D1 la transicion de
G1-S. Ademads, la proteina p21, que regula negativamente la progresion
de la fase G1/S y se expresa ritmicamente en numerosos tejidos, es acti-
vada por RORa e inhibida por REV-ERBo (Moretti et al., 2001).

La gran variedad de genes que codifican elementos importantes del
citoesqueleto, tales como tubb4, tubb3, tubb4 y tubb5, oscilan fuertemente
en fase; por otra parte, el hecho de que genes implicados en la prolifera-
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cién celular y la muerte celular programada (llamada apoptosis), como la
ciclina D1, ciclina A, mdm-2, o Gadd45a, estén desregulados en ratones
deficientes del gen reloj Per2, refuerza la relacion entre el sistema circadia-
no y la regulacién del ciclo celular (Fu et al., 2002).

Se ha descrito que dentro de las funciones de regulacién génica que
desempefia la proteina PER2 se encuentran la de actuar como regulador
negativo del crecimiento celular y como supresor de tumores. Cuando
se inhibe la expresiéon de PER2 aumenta el desarrollo de tumores y dis-
minuye la respuesta de reparacién en DNA dafiado de ratones, debido a
que PER2 regula la apoptosis a través de la via de la proteina supresora
de tumores p53 (Fu et al., 2002). También se ha demostrado que PER2
participa en la respuesta al dafio en el DNA al regular a la cinasa AKT
(Yang et al.,, 2012). De manera similar a PER2, la proteina PER1 interac-
tda con componentes cruciales en las vias de respuesta a estrés celular,
incluyendo las proteinas ATM y Chk2. Por consiguiente, la sobreexpre-
sién de PER1 o PER2 provoca la inhibicién del crecimiento celular y la
detencién de ciclo celular, e induce apoptosis en lineas celulares (Yang
et al., 2012).

Okamura y colaboradores (como se cité en Matsuo et al., 2003), uti-
lizando un modelo de regeneracion celular en el higado de rat6n —con-
sistente en hacer una reseccién de una porcién del 6rgano, el cual se
regenera a partir de la porcioén preexistente—, demostraron que la divi-
sién celular durante la regeneracién presentaba oscilaciones circadianas.
Este estudio revel6 que las células del higado entran en la fase G,/M
aproximadamente a la misma hora cada difa sin tener en cuenta la hora
del dia en la que se realiz6 la hepatectomia parcial.

Estas propuestas también se sustentan en las observaciones realiza-
das en ratones dobles mutantes para las isoformas de cry (cryl/cry2),
que no expresan esta proteina y tienen niveles elevados de la cinasa an-
timit6tica WEEL1 en el higado. En consecuencia, estos ratones muestran
regeneraciones hepdticas retardadas comparadas con aquellos que si
expresan a la proteina CRY, lo que se atribuye a que el dimero CLOCK-
BMALL se une a las cajas E del promotor de Weel estimulando la trans-
cripciéon de este gen. De esta forma, el aumento de la protetna WEE-1
en ratén mutante de cry se ha descrito como la falta de inhibicién del
dimero CLOCK-BMAL1 por CRY (Matsuo et al., 2003).
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FIGURA 11.3. Relacién entre el sistema circadiano y el ciclo celular. Las proteinas reloj regulan
la expresién de protefnas importantes en el control del ciclo celular, como WEE-1, c-MYC y la
proteina inhibidora de ciclinas cinasas p21. Ademds, los genes reloj participan en la regulacién de
la apoptosis.

INFLUENCIA DE LOS RITMOS CIRCADIANOS
EN EL DESARROLLO DEL CANCER

Una gran cantidad de estudios indica que la perturbaciéon del sistema
circadiano puede alterar el balance entre los factores que favorecen y
restringen la divisién celular dejando a las células con mayor predis-
posicién al cancer (Conlon et al., 2007; Megdal et al., 2005; Vinogradova
et al., 2009). La proliferaciéon de las células tumorales sigue un patrén
circadiano auténomo de divisién celular, el cual se conserva durante
todas la etapas del crecimiento tumoral (Granda & Lévi, 2002). Sin em-
bargo, estos patrones de proliferacién celular tumoral no estdn en la
misma fase que los de las células normales (Barbason et al., 1995, como
se cité en Canaple et al., 2003).

Tanto en humanos como en modelos animales las alteraciones en los
ritmos de proliferacién celular parecen depender del tipo de tumor, la
tasa de crecimiento y el nivel de diferenciacién de las células tumorales.
Sin embargo, tanto en células tumorales como en células normales de
pacientes y animales experimentales se han descrito alteraciones en los
ritmos circadianos de proliferacién celular (Yang et al., 2009). Por otra
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parte, a nivel sistémico, los pacientes con neoplasias presentan alteracio-
nes en la temperatura corporal, sintesis de DNA, actividad enzimadtica
en los ritmos plasméticos de hormonas como cortisol, melatonina, pro-
lactina, TSH, GH, LH y FSH. Estas alteraciones usualmente empeoran
durante el curso de progresién del céncer, afectando la homeostasis y
crosnostasia del organismo. Se ha observado que la expresion de los
genes reloj en diversos tipos de cdncer estd alterada, no sélo en células
tumorales sino también en tejidos sanos de pacientes y en animales con
neoplasias (Relles et al., 2013).

Por otra parte, en tejido hepdtico de pacientes con carcinoma hepa-
tocelular, se observé asimismo que los niveles de RNA mensajero y
proteina de los genes reloj Per1, 2, 3, Cry2 y Tim estdn disminuidos, sin
embargo, no se encontraron mutaciones en estos genes, por lo que se
postula que puede tratarse de cambios en los mecanismos de regulacién
génica, los cuales probablemente inciden en la predisposicién al cancer
(Lin et al., 2008).

Es interesante comentar que en la mayoria de los estudios en los que
se analizan biopsias de tejido humano usualmente no se considera la
hora del dia en la toma de la muestra, lo que podria ser critico en los
resultados obtenidos a partir del andlisis de estas muestras, debido a
que tanto en tejidos normales como en el afectado la expresién de los
marcadores tumorales podria fluctuar a lo largo del dia.

Dentro de las muertes por neoplasias malignas el cdncer de mama es
el que afecta mds a las mujeres de paises desarrollados. En nuestro pafs,
el cancer de mama ha desplazado al cdncer cérvico-uterino y se considera
como el de mayor prevalencia. Estudios recientes han reportado altera-
ciones en la expresién de las isoformas del gen Per en tejidos de cdncer
de mama. Las alteraciones en la expresion de Per en este tipo de cancer se
atribuyen, en parte, a la hipermetilacién del promotor de Per; esta modi-
ficacién epigenética se asocia con represién de la transcripcion de genes.

En pacientes con cdncer de mama la expresion del gen Per estd dismi-
nuida, y se ha sugerido que su represién se correlaciona con el aumento
en la expresion del oncogén c-erb2, lo cual produce un fenotipo de tu-
mores de alta agresividad (Chen et al., 2005). Sin embargo, también se
han reportado variaciones genéticas en la secuencia de DNA de practi-
camente todos los genes reloj en diversos tipos de cancer, como el cancer
de mama, préstata, colorectal, carcinoma hepatocelular y linfoma No-
Hodgkin, lo que sugiere que la presencia de estos polimorfismos (como
se denomina a dichas variaciones genéticas) podria servir como bio-
marcadores para evaluar el riesgo en poblacién sana y el pronéstico en
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pacientes con cancer (Climent et al., 2010; Dai et al., 2011; Yi et al., 2010;
Zhao et al., 2012; Zhou et al., 2012; Zhu et al., 2005; 2007, 2008, 2009).

El estudio de los polimorfismos en los genes reloj y su relacién con
el desarrollo del cdncer cobra atin mds importancia si consideramos la
evidencia epidemiolégica que asocia un alto riesgo de desarrollar cdncer
con los hdbitos laborales. Por ejemplo, las mujeres que realizan trabajos
durante la noche o cambian drdsticamente los turnos en las jornadas de
trabajo —como es el caso de las enfermeras, aeromozas, meseras—, tienen
una predisposiciéon mayor de padecer cdncer de mama que aquellas
mujeres que trabajan durante el dia (Schernhammer et al., 2001). Como
contraparte, se ha observado una menor incidencia de cdncer de mama
en mujeres invidentes, en comparacién con la poblacién general. En es-
tas mujeres el riesgo de padecer cdncer de mama sigue un patrén dosis-
respuesta, es decir, disminuye con la severidad de la deficiencia visual.
La ceguera total estd asociada a un menor riesgo de desarrollo de cdncer
de mama, de manera inversamente proporcional al riesgo observado
en trabajadoras nocturnas, quienes estdn expuestas a la luz durante la
noche (Flynn-Evans et al., 2009).

Este mecanismo opuesto sugiere la participaciéon de la melatonina y
de la sincronizacién circadiana interna, ambas dependientes de la expo-
sicién visual a la luz. La melatonina es una hormona secretada por la
glandula pineal y tiene un ritmo de secrecion de 24 horas. Su liberacién
es sincronizada por el ciclo de luz/oscuridad (L/O), con mayor secre-
cién durante la noche. La exposicién a la luz durante la noche suprime
la produccién de melatonina y cambia su ritmo de secrecién. Por otra
parte, la melatonina inhibe el crecimiento de lineas celulares derivadas
de cédncer de mama y préstata (Hevia et al., 2010, Xiang et al., 2012). No
se conoce adn el mecanismo exacto a través del cual la melatonina dis-
minuye en la proliferacion celular, pero se ha propuesto que, al menos
en los tumores dependientes de estrégeno, la melatonina podria estar
interfiriendo con las vias de sefializacién de esta hormona, sin afectar su
produccion (Dai et al., 2011).

Ademds de las evidencias epidemiolégicas se han realizado nume-
rosos estudios en lineas celulares y modelos animales que demuestran
la participacién de la maquinaria molecular circadiana en la progresiéon
tumoral. Del mismo modo, dichos estudios han servido para proponer
mecanismos que expliquen la participacién del sistema circadiano en el
desarrollo y progresién del cancer (Filipski et al., 2009).

Del mismo modo, resultados en modelos animales demuestran el
efecto de los genes reloj en procesos biolégicos relacionados con neo-
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plasias, como la proliferacién celular, el control del ciclo celular, la
respuesta de dafio en el DNA y la apoptosis. Los modelos animales en
los cuales se elimina la expresiéon de genes reloj muestran una mayor
susceptibilidad a desarrollar tumores y cdncer (Fu & Lee., 2003; Lee et
al., 2010). Ejemplo de ello es un estudio en el que se trasplantaron célu-
las cancerosas a ratones lesionados del NSQ, los cuales aumentaron la
tasa de crecimiento tumoral en relacién con aquellos que conservaron
el NSQ intacto. De forma similar, los ratones arritmicos por el avance
de fase de 8 horas del ciclo luz/oscuridad cada 2 dias exhiben tasas de
crecimiento tumoral mds rdpidas que aquellos ratones mantenidos bajo
condiciones de L/O 12/12h, es decir, 12 horas continuas de luz seguidas
de 12 horas en oscuridad (Lee et al., 2010).

Conjuntamente con estas observaciones, ratones mutantes que no
expresan Per2 tienen un aumento en el desarrollo de hiperplasias y de
tumores espontdneos, ademds de observarse alteraciones en los ritmos
diarios de los niveles de RNA mensajero de los componentes regulado-
res del ciclo celular c-MYC y ciclina D y de B-catenina. Este mecanismo
acelera la proliferacién celular, lo cual sugiere que Per2 podria estar
actuando como una proteina antitumoral (Wood et al., 2008), ya que
ademds la inyeccién intratumoral de PER2 disminuye el crecimiento
tumoral in vivo en ratones de la cepa C57BL/6 (Hua et al., 2007).

Por su parte, PER1 tiene efectos contrarios en diferentes tipos de
cdncer: se han reportado efectos proapoptéticos en cancer de prostata y
colon (Gery et al., 2006; Cao et al., 2009; Krugluger et al., 2007), mientras
que en células de cdncer de pédncreas e higado Perl acttia como antia-
poptético (Sato et al., 2009; 2011). El papel diferencial de PER1 en dis-
tintos tipos celulares podria deberse a la interaccién de la proteina con
diversas vias de sefializacién o a la regulacién directa de PER1 sobre la
gran variedad de genes controlados por el reloj.

El sistema circadiano no sélo organiza diversos procesos biol6gicos,
incluyendo la proliferaciéon celular y permitiendo a los organismos
adaptarse a los cambios ciclicos del ambiente, sino que ademads tiene
un papel importante en las respuestas durante el dafio del DNA. La
sobreexpresion de Perl induce a las células de cdncer humano a la
apoptosis, inducida por dafio en el DNA. En contraste, la inhibicién
de Perl en células tratadas con luz UV inhibe la apoptosis. El fenotipo
apoptético de estds células ha sido asociado con la alteracién de la ex-
presion de reguladores clave en el control del ciclo celular, como ATM
y Chk2. Ademads, se ha observado que la expresion ectépica de PER1 en
diversos tipos de células de cdncer humano reduce significativamente el
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crecimiento celular. Lo anterior hace atiin mds evidente la participacion
del sistema circadiano en la regulacién del ciclo celular, la apoptosis y
el desarrollo de céncer (Gery et al., 2006).

Los estudios acerca de la participacion de los genes reloj en la progre-
sién tumoral han abierto la posibilidad de utilizar la manipulacién de
estos genes como blanco terapéutico, a la par que otros tratamientos en
algunos tumores.

CONCLUSIONES

En su conjunto, los datos epidemiolégicos, asi como aquellos que de-
rivan de modelos animales y de los datos originados en ensayos que
utilizan lineas celulares cancerosas, han llevado a un creciente consenso
de que la ritmicidad circadiana de los procesos fisiolégicos y el ciclo
celular se encuentran estrechamente ligados, y que la desregulacién de
los ritmos circadianos, cualquiera que sea su causa, afectard los meca-
nismos de control del ciclo celular, provocando en los individuos que
los presenten una mayor predisposicion a dafio espontdneo en el DNA,
desajustes en los puntos de control del ciclo celular y expresiéon de pro-
tefnas supresoras de tumores, teniendo como consecuencia una mayor
susceptibilidad a diversos tipos de cancer.

Los estudios sobre la cronobiologia del cancer antes mencionados
tienen un impacto clinico al menos en tres vertientes importantes: 1) El
monitoreo de marcadores tumorales, ya que la hora de realizar la toma
de muestra podria determinar los niveles de marcador tumoral que se
detecten y, por lo tanto, los procedimientos clinicos del paciente; 2) Los
estudios de los polimorfismos y los niveles de expresién de los genes
reloj pueden ser utilizados como nuevos biomarcadores auxiliares para
el prondstico de los pacientes con cdncer; 3) La cronoterapia, ya que la
efectividad de los farmacos anticancerigenos radica en ejercer el mayor
impacto posible en las células cancerigenas con la menor toxicidad para
las células normales.

Finalmente, es importante destacar que todos los hallazgos aqui ex-
puestos ponen al descubierto la importancia del sistema circadiano en
la regulacién de las funciones celulares fundamentales, como el ciclo
celular, y apoyan la hipétesis de que la perturbacién de la organizacién
temporal conlleva a una mayor propensién a desarrollar cancer.
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12,

RITMOS CIRCADIANOS
Y ENVEJECIMIENTO:
IMPLICACIONES
PARA LA SALUD
Y LA LONGEVIDAD

Lance ]. Kriegsfeld' y Mario Caba®

INTRODUCCION

Los individuos necesitan que los procesos conductuales y fisiolégicos
se coordinen a determinadas horas del dia o de la noche para que se
optimicen los requerimientos energéticos del funcionamiento normal y
la salud del organismo, para lo cual es necesario que se preparen fisio-
l6gicamente y puedan anticipar los cambios medioambientales diarios.
Con este propésito se han desarrollado evolutivamente mecanismos
medidores del tiempo, concretamente los ritmos circadianos, que se sin-
cronizan con la hora geografica externa. En los humanos, por ejemplo,
la hormona cortisol en la sangre se eleva significativamente antes de que
nos despertemos para movilizar las reservas de recursos energéticos a
fin de facilitar las actividades al inicio de la mafiana (Weitzman et al.,
1971; Van Cauter & Refetoff, 1985; Kriegsfeld & Silver, 2006).
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La disrupcién de este mecanismo medidor del tiempo tiene un impac-
to importante en la fisiologia normal, en la salud y en la susceptibilidad
a las enfermedades del individuo. Estudios en viajeros frecuentes, perso-
nas con cambios de horario de trabajo de diurno a nocturno e individuos
con desérdenes del suefio, demuestran que estos sujetos presentan una
mayor incidencia a una amplia variedad de patologias clinicas. Por ejem-
plo, el cambio en los horarios de trabajo se asocia con una alta incidencia
de cancer (Hansen, 2006; Kubo et al., 2006; O'Leary et al., 2006; Patel,
2006; Conlon et al., 2007), diabetes (Sanborn et al., 1982; Robinson et al.,
1990; Poole et al., 1992; Karlsson et al., 2005; Morikawa et al., 2005), tlce-
ras gastrointestinales (Kolmodin-Hedman & Swensson, 1975; Segawa et
al., 1987; Costa, 1996; Koda et al., 2000), hipertension y enfermedades car-
diovasculares (Costa, 1996; Alstadhaug et al., 2005; Hwang & Lee, 2005;
Wolk et al., 2005; Kivimaki et al., 2006), asi como desérdenes cognitivos
(Skipper et al., 1990; De Koninck, 1991; Leonard et al., 1998; Venuta et
al., 1999; Munakata et al., 2001; Bildt & Michelsen, 2002). Aunque estos
estudios en su mayoria son correlacionales, indican un papel critico del
sistema circadiano endégeno para el mantenimiento normal del funcio-
namiento cerebral y la fisiologfa de los sistemas periféricos.

Adicionalmente, conforme la edad avanza y el individuo envejece, la
amplitud y precisién de los ritmos circadianos se reduce, impactando
de manera negativa a la salud y acelerando la senectud (Benloucif et al.,
1997; Weinert et al., 2001; Davidson et al., 2008).

SINCRONIZACION Y GENERACION DE LOS RITMOS
CIRCADIANOS

El Reloj Molecular

En mamiferos el reloj circadiano maestro se localiza en el nticleo supra-
quiasmatico (NSQ), ubicado en la porcion anterior del hipotdlamo, cuya
destruccién elimina la ritmicidad circadiana en fisiologifa y conducta
(Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972). El transplante de NSQ de
un donador al cerebro de un individuo arritmico por lesién del NSQ
restaura la ritmicidad circadiana (Lehman et al., 1987; Ralph et al., 1990).
Sin embargo, es importante mencionar que el ritmo se recupera con el
periodo circadiano del donador, indicando que el tejido transplantado
no actda solamente restaurando las funciones del hospedero, sino que
el “reloj” esta contenido en el tejido trasplantado. Evidencias posteriores
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que apoyan el postulado de que el reloj estd contenido en el NSQ vienen
de estudios donde se demuestra que los ritmos circadianos en la activi-
dad eléctrica persisten en el NSQ aislado y mantenido en cultivos in vitro.
Estos estudios también confirman que no son necesarios estimulos de
otras zonas cerebrales para el funcionamiento circadiano de este ntcleo
(Green & Gillette, 1982; Groos & Hendriks, 1982; Shibata et al., 1982).

A nivel celular los ritmos circadianos son producidos por un asa
autoregulatoria negativa de transcripcion/traduccién de un grupo de
genes conocidos como “genes reloj”, que tienen un periodo de apro-
ximadamente 24 horas. Aunque el mecanismo general de la oscilacién
circadiana a nivel celular es comtin entre las especies, los componentes
especificos difieren. Para una mayor claridad se describirdn tinicamente
los componentes del asa central en mamiferos. El sistema se inicia con
la dimerizacién (unién) de dos proteinas, CLOCK y BMAL1, que dirigen la
transcripcién del dcido ribonucleico mensajero (RNAm, por sus siglas
en inglés) de los genes Period (Perl y Per2) y Cryptochrome (Cryl y Cry2).
Su traduccién provoca un incremento en los niveles de las proteinas
PER y CRY que eventualmente forman dimeros que ingresan al nticleo
de la célula e inhiben la transcripcién inducida por CLOCK:BMALI.

Hay otros dos elementos promotores importantes para la generaciéon
circadiana, DBP/E4BP4 y REV-ERB a/ROR. El mismo mecanismo que
controla la transcripcién de Per y Cry induce la produccién de RNAm de
Rev-Erba y Ror. A su vez, la proteina REV-ERB o suprime la transcrip-
ciéon de Bmall mientras la proteina ROR estimula su produccién. De ma-
nera similar, el factor de transcripcién DBP es regulado positivamente
por el heterodimero CLOCK:BMAL1 (Ripperger & Schibler, 2006) y ac-
tda como un importante mecanismo efector dirigiendo la transcripcién
ritmica de otros genes efectores a través del factor de transcripcion PAR
bZIP (Lavery et al., 1999). Mientras la mayoria de las investigaciones se
han enfocado hasta el momento en la regulacién transcripcional como
un mecanismo clave que dirige los ritmos a nivel celular, los eventos
transcripcionales y postraduccionales también son criticos para la coor-
dinacién de la ritmicidad circadiana y su implicacién fisiolgica (Baggs
& Green, 2003; Kramer et al., 2003; Reddy et al., 2006).

Ademds del control a nivel de transcripcién y traduccién de la fun-
cién circadiana, intervienen cinasas regulatorias que también desem-
pefian un papel importante en la regulacién del periodo circadiano.
Por ejemplo, hace poco mds de una década se identificé una mutacién
circadiana denominada “tau”, que produce un acortamiento del periodo
circadiano en hdmsters sirios (Ralph & Menaker, 1988). Ahora se sabe
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que el locus tau en el DNA estd codificado por la proteina cinasa (CKle)
(Lowrey et al., 2000; Wang et al., 2007). En roedores normales CKle
fosforila la proteina PER y la “marca” para que sea degradada durante
el dfa. Eventualmente la produccién de PER sobrepasa la de CKle y di-
meriza con CRY para que entre al nticleo de la célula. La forma mutante
de CKlIe es incapaz de fosforilar PER, lo que produce un acortamiento
del periodo circadiano en el ratén mutante tau debido a la entrada pre-
matura del dimero PER-CRY al nticleo (Lowrey et al., 2000; Vielhaber et
al., 2000).

Sincronizacion foética

Los ritmos circadianos se sincronizan con la hora geogréafica medio-
ambiental, de tal modo que los procesos fisiolégicos y conductuales
estén coordinados para presentarse a la hora mds apropiada del dia.
La sefial temporal medioambiental mds precisa es la salida y puesta
del sol. A consecuencia de ello, los organismos han evolucionado para
sincronizar su sistema circadiano interno con el ciclo luz/oscuridad.
La sincronizacion fética del NSQ se lleva a cabo a través del tracto reti-
nohipotaldmico que proyecta desde la retina al NSQ (Moore & Klein,
1974; Klein & Moore, 1979). Sin embargo, las células especificas para la
sincronizacion fética y sus fotopigmentos en la retina fueron un enigma,
ya que ratones mutantes sin conos y bastones fotoreceptores presenta-
ban una sincronizacién circadiana normal, a pesar de estar visualmente
inhabilitados (Foster et al., 1993; Lucas et al., 1999; Van Gelder, 2001).
Esto sugiri6 la existencia de nuevos fotoreceptores, necesarios para la
sincronizacién circadiana.

Asf, con base en diversos experimentos se identificé un subgrupo de
células ganglionares retinianas responsivas a la luz, las cuales contenfan
un nuevo fotopigmento, la melanopsina (Berson et al., 2002; Hannibal
& Fahrenkrug, 2002). Estas células ganglionares proyectan directamente
al NSQ y se pensé que eran los tnicos fotoreceptores necesarios para
la sincronizacion circadiana. No obstante, ratones deficientes de me-
lanopsina presentan sélo una disminucién en la capacidad de sincro-
nizacién (Panda et al., 2002; Ruby et al., 2002; Lucas et al., 2003). Esta
discrepancia se resolvié utilizando ratones doblemente mutantes, tanto
para melanopsina como para los fotoreceptores tradicionales de conos y
bastones (Hattar et al., 2003; Panda et al., 2003). Dichos descubrimientos
sugieren que los conos y bastones proyectan a células ganglionares es-
pecializadas, responsivas a la luz, las cuales transmiten esta informacién
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fética integrada directamente al NSQ. Asi, los dos tipos de receptores
probablemente funcionan de manera conjunta para sincronizar el reloj
circadiano, y cualquiera de los dos tipos de fotoreceptores, en ausencia
del otro, es suficiente para mantener la sincronizacién circadiana.

CAMBIOS EN EL SISTEMA CIRCADIANO
CON LA EDAD

Conforme avanza la edad, los ritmos circadianos se hacen menos preci-
sos y se reduce su amplitud (Li & Satinoff, 1995; Benloucif et al., 1997;
Valentinuzzi et al., 1997; Weinert & Waterhouse, 1999; Davidson et al.,
2008). De acuerdo con la importancia de los ritmos circadianos para el
funcionamiento fisiolégico normal, esta degradacién de los mismos tie-
ne el potencial de acelerar el proceso de envejecimiento y contribuir al
desarrollo de una amplia gama de patologias relacionadas con la edad.
Durante el envejecimiento no hay disminucién en el tamafio ni en el
numero de células en el NSQ (Madeira et al., 1995), por lo que las inves-
tigaciones se han enfocado a investigar los cambios en la comunicacién
quimica, tanto dentro como fuera de dicho niticleo, para explorar por
qué ocurre este deterioro.

En el NSQ de ratas viejas el ritmo diario del polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP) y su receptor desaparece (Kawakami et al., 1997; Kall6
et al.,, 2004). El VIP es critico para el mantenimiento de la ritmicidad
circadiana (Piggins & Cutler, 2003), por lo que los cambios en este neu-
ropéptido son el candidato principal para la degradacién circadiana
conforme avanza la edad. Con base en técnicas de inmunohistoquimica,
marcando las células productoras de arginina vasopresina (AVP), se en-
contré una reduccién en el nimero de células de AVP en las ratas viejas,
pero ademds, las células son mds grandes en comparacién con las de
animales jévenes (Roozendaal et al., 1987). Este descubrimiento propo-
ne que alteraciones en la produccién de neuropéptidos contribuyen a un
deterioro de la ritmicidad en animales viejos. Adicionalmente, la ampli-
tud del ritmo circadiano de actividad eléctrica también se reduce en los
animales viejos (Satinoff et al., 1993; Watanabe et al., 1995; Nakamura et
al., 2011), lo cual sugiere una comunicacién deficiente dentro del propio
NSQ o con sus sistemas efectores debido a alteraciones en la transmisién
neuroquimica. Otra evidencia de que la degradacién de los ritmos circa-
dianos resulta del impacto del envejecimiento a nivel del NSQ proviene
de estudios que demuestran que el transplante de un NSQ de un indivi-
duo joven a un animal viejo genera un mejoramiento en numerosas fun-
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ciones ritmicas, incluyendo el ritmo diurno de la hormona liberadora de
corticotropinas (CRH) y ritmos en la conducta locomotora.

Por otro lado, en ratones, la disponibilidad de una rueda para correr
incrementa la amplitud del ritmo espontaneo de descarga eléctrica de
rebanadas de NSQ mantenidas in vitro (Leise et al., 2013), lo que sugiere
que el ejercicio es una estrategia terapéutica para un mejoramiento de la
salud del sistema circadiano en los individuos viejos. En conjunto, estos
estudios revelan que el NSQ es un locus importante para cambios rela-
cionados con la edad en el sistema circadiano de los roedores, y que los
tratamientos enfocados a esta estructura pueden actuar para disminuir
algunos de los desajustes que se observan durante el envejecimiento.

CAMBIOS RELACIONADOS CON EL ENVEJECIMIENTO
EN LA SINCRONIZACION CIRCADIANA

El funcionamiento fisiol6gico 6ptimo requiere que los sistemas inter-
nos estén coordinados con el tiempo geogréfico externo. Los animales
viejos muestran una sensibilidad reducida a la luz y consecuentemente
un disturbio en la sincronizacidon; son marcadamente menos sensibles a
los efectos sincronizadores de la luz en comparacién con los animales
jovenes, a pesar de que la inervacién de la retina al NSQ no estd alte-
rada (Zhang et al., 1998). Esto sugiere que déficits en la sincronizacién
resultan de alteraciones a nivel de la retina o en la sensibilidad del NSQ
a la informacién de la retina. Sin embargo, como los ratones viejos no
muestran anormalidades retinianas evidentes (Oster et al., 2003), la ma-
yor parte de la investigacién se ha enfocado en el NSQ como el sitio de
las alteraciones en la sincronizacion.

La transcripcién de los genes reloj Perl y Per2 se induce rdpidamente
por la luz, lo que hace de esta induccién un ensayo conveniente para
investigar la respuesta del NSQ a un pulso de luz con base en la mo-
dificacién de su fase. En comparacién con los animales jévenes, la ex-
presion de Perl se ve marcadamente reducida y requiere mayor tiempo
para resincronizarse de nuevo en los animales viejos (Kolker et al., 2003;
Davidson et al., 2008). Ademds, en los animales jovenes la disrupcién
del funcionamiento normal de los genes Period produce una disminu-
cién en la sensibilidad a la luz similar a como se observa en los animales
viejos (Asai et al., 2001; Weinert et al., 2001). Esto apoya la propuesta
de que, conforme avanza la edad, la desorganizacién temporal puede
resultar, en parte, por una reduccién de la sensibilidad del NSQ a la
estimulacion retiniana. Ademds de dicha reduccién en la sensibilidad,
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los relojes en los 6rganos periféricos requieren significativamente un
tiempo mayor para resincronizarse después de un cambio de fase en los
animales viejos (Sellix et al., 2012), lo que insinda que una amplitud re-
ducida en el NSQ debe resultar en una disminucién de la sefial eferente
a las estructuras y 6rganos periféricos.

Una caracteristica del envejecimiento es que el suefio se vuelve mads
fragmentado y los individuos seniles se despiertan mds temprano que los
individuos jévenes. Asf, es posible que las alteraciones inducidas por el
envejecimiento en relacién con la sincronizacién afecten la coordinacién
del ciclo suefio-vigilia con el medio ambiente externo. Alternativamente,
un cambio en el estilo de vida conforme avanza la edad debe alterar la
cantidad de luz a la que estdn expuestos los individuos seniles. Para ex-
plorar esta posibilidad se examiné la exposiciéon a la luz en individuos
seniles y jovenes en relacién con horarios de suefio-vigilia seleccionados
por ellos mismos (Scheuermaier et al., 2010). Los individuos viejos pasan
mads tiempo expuestos a niveles mayores de luz que los jévenes, lo que
sugiere que la exposicién a luz maés brillante puede contribuir a que los
individuos viejos se despierten mds temprano, debido a los avances de
fase en el sistema circadiano interno. Si las alteraciones voluntarias a la
exposicion de la luz son responsables de los avances de fase en individuos
seniles, entonces este desbalance puede impactar negativamente en la
salud. Si esto es cierto, puede ser de importancia clinica significativa mo-
nitorear uno mismo la intensidad y el horario de exposicién a la luz para
promover la longevidad conforme envejecemos.

Genes reloj y envejecimiento
Un blanco probable del envejecimiento parece ser el grupo central de
genes del reloj circadiano a nivel celular. Varias evidencias indican que
los cambios en el gen Bmall son importantes en relacién con los trastor-
nos del envejecimiento. Por ejemplo, en el hdmster senil la amplitud de
la expresion diaria de Bmall se reduce, disminuyendo durante la noche
subjetiva, cuando deberia tener su pico maximo, comparado con los
animales jovenes (Kolker et al., 2003). Los animales jévenes transgénicos
deficientes en el gen Bmall son arritmicos (Bunger et al., 2000), lo que
sugiere que los defectos en la expresion de este gen que se observan con
la edad pueden tener profundas implicaciones en la salud circadiana.
En apoyo a este planteamiento, los ratones deficientes en Bmall tienen
un periodo de vida reducido y desarrollan anticipadamente varias pato-
logias que se observan en el proceso de envejecimiento, como sarcopenia,
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cataratas y atrofia de los 6rganos, en comparacién con los animales nor-
males (Kondratov et al., 2006). El desarrollo de patologias relacionadas
con la edad en estos animales indica que los ritmos circadianos normales
son importantes para prevenir la degradacién celular inducida por la
edad. Para fundamentar este razonamiento se ha propuesto reciente-
mente que los cambios asociados a la edad en la expresién de los genes
reloj por alteraciones en el metabolismo energético pueden contribuir a un
acortamiento de los extremos de los cromosomas, llamados telémeros
(Kagawa, 2012). Teniendo en cuenta que muchos tejidos periféricos ex-
presan genes reloj de manera endégena (Reppert & Weaver, 2002), el en-
tendimiento del papel de la oscilaciéon de estos genes en el mantenimiento
de la salud celular, y en general de los 6rganos, ayudard en el desarrollo
de estrategias para tratar patologias asociadas al envejecimiento.

EL SISTEMA CIRCADIANO Y EL ENVEJECIMIENTO
REPRODUCTIVO

Histéricamente se habia considerado que el envejecimiento reproduc-
tivo femenino ocurre a partir de la involucién de los foliculos ovaricos
y que los cambios en los componentes centrales del eje reproductivo
eran una consecuencia de la reduccién en las concentraciones de es-
trégenos (Mandl & Shelton, 1959; Nelson et al., 1987; Richardson et al.,
1987; Faddy et al., 1992). Los estudios realizados en los afios noventa
del siglo pasado sugieren, por su parte, que el envejecimiento también
causa cambios en el cerebro que pueden preceder a los déficits a nivel
del ovario (van der Schoot, 1976; Cooper et al., 1980; Sopelak & Butcher,
1982; Wise, 1982; Felicio et al., 1983; Lloyd et al., 1994; Lu et al., 1994;
Nelson et al., 1995). Entonces, se propone que la transicién a la meno-
pausia resulta probablemente de una desregulacion del eje reproductivo
en ambos niveles, el cerebro y el ovario, al menos en roedores (Rubin,
2000). En lo que sigue de este capitulo, la atencién se enfocard en el pa-
pel de la fisiologia circadiana en dichos niveles.

Participacién de los osciladores ovaricos en el declive reproductivo

La misma maquinaria molecular que dirige los ritmos circadianos en
las células del NSQ estd presente en el cerebro y tejidos periféricos
(Hardin, 1994; Tosini & Menaker, 1996; Sun et al., 1997; Balsalobre et al.,
1998; Zylka et al., 1998; Yamazaki et al., 2000) regulando los procesos
circadianos en estas estructuras (Pando et al., 2002; Schibler & Sassone-
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Corsi, 2002; Guo et al., 2006). En relacién con el sistema reproductivo
los ovarios tienen ritmos diarios de expresién de los genes Perl y Per2
(Fahrenkrug et al., 2006; Karman & Tischkau, 2006); los genes que ini-
cian la produccién de esteroides oscilan de manera ritmica, sugiriendo
que estos relojes locales pueden ser importantes para la funcién ovdrica
normal (Bao et al.,, 2003; Foster et al., 2005; Sellix & Menaker, 2010).
Recientemente se ha propuesto que los relojes en el ovario pueden ser
importantes para iniciar la respuesta de las sefiales hormonales que ini-
cian la ovulacion (Sellix et al., 2010).

Actualmente una pregunta esta en el aire, y plantea si las alteraciones
en los genes reloj del ovario contribuyen al mantenimiento o al declive
reproductivo con la edad. Dada la importancia potencial de los relojes
ovdricos en los procesos que desencadenan la ovulacién es posible que
el deterioro de los relojes ovaricos con la edad y el desacople resultante
de estos con las sefiales hormonales contribuyan a la falla ovdrica.

Participacion de los osciladores centrales en el declive reproductivo
Como se mencioné antes, varias lineas de evidencia sugieren que los
cambios en la edad estdn relacionados con el NSQ (Sutin et al., 1993;
Benloucif et al., 1997; Aujard et al., 2001) y son los responsables del
declive en los ritmos conductuales y fisiolégicos que se observan en los
animales seniles (Yamazaki et al., 2002), y que estos cambios pueden
contribuir a una reduccién en la fertilidad. Por ejemplo, la expresién de
AVP y VIP se abate en animales viejos (Roozendaal et al., 1987; Chee et
al., 1988) y ambos péptidos se han implicado en el control circadiano
de la ovulacién (van der Beek et al., 1997; Kalsbeek & Buijs, 2002). Esto
sugiere que la integridad de estas neuronas en el NSQ puede ser critica
para el mantenimiento del funcionamiento reproductivo con la edad.
Como se indicé previamente, el AVP estda regulado por el grupo
central de genes del engranaje circadiano a nivel molecular. Dado que
este grupo de genes es uno de los blancos para el envejecimiento, es
razonable especular que las disrupciones relacionadas con la edad de
la funcién celular del NSQ tienen un impacto negativo sobre las sefiales
circadianas eferentes de este péptido, lo cual repercute en el funciona-
miento circadiano. En este sentido, es interesante observar que el RNAm
de AVP en el NSQ se mantiene en animales seniles (Krajnak et al., 1998);
se ha propuesto, sin embargo, que células que reciben sus proyecciones
se vuelven insensibles a este péptido conforme avanza la edad, especi-
ficamente neuronas en el ndcleo anteroventral periventricular (AVPV),
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las cuales desempefian un papel critico en la iniciaciéon de la liberacién
masiva de la hormona luteinizante que dispara la ovulacién (Terasawa
et al., 1980; Le et al., 1997; Le et al., 1999). Estas células expresan recep-
tores de AVP del tipo Vla (Ostrowski et al., 1994) y reciben contactos
sindpticos de AVP del NSQ (Watson et al., 1995). La actividad celular en
las neuronas del AVPV es estimulada por la hormona estradiol en ratas
jovenes pero no en las de mediana edad (Funabashi et al., 2000), lo que
refuerza la idea de que los déficits en el sistema vasopresinérgico del
NSQ contribuyen al decline reproductivo.

Recientemente nosotros y otros autores hemos reportado que las neu-
ronas del AVPV que responden al estradiol y a la estimulacién por AVP
para iniciar la ovulacién expresan un péptido estimulatorio llamado
kisspeptina (Vida et al., 2010; Williams et al., 2011; Smarr et al., 2012). No
se ha explorado directamente si las alteraciones en las sefiales circadia-
nas aferentes al sistema de la kisspeptina contribuyen a la reduccién de
la capacidad reproductiva con la edad, no obstante, dos estudios recien-
tes proporcionan evidencia que sugiere esta posibilidad. Se encontré
que en ratas de mediana edad el RNAm y la proteina de la kisspeptina
estdn disminuidas al momento de la estimulacién de la hormona LH
por estradiol, en comparacién con animales jévenes, mientras que la
administraciéon de kisspeptina en el drea predptica de ratas de edad
madura revierte dicha disminucién (Neal-Perry et al., 2009; Lederman
et al., 2010).

Estos descubrimientos son consistentes con la propuesta de que la
reducciéon de las sefiales circadianas a las neuronas productoras de
kisspeptina participan en la disminucién del patrén normal de la LH
que se observa durante el envejecimiento. Alternativamente, es posible
que la disminucién en las sefiales del estradiol a las células de kisspep-
tina del AVPV conforme avanza la edad sean las responsables de este
declive. Se requieren estudios posteriores para elucidar estas posibi-
lidades. Sin embargo, con base en estos recientes descubrimientos, es
notable que la kisspeptina no sélo represente un neuropéptido clave
para iniciar la ovulacién, sino que parece también desempefiar un papel
critico en el paso hacia la senescencia reproductiva, lo cual enfatiza su
papel en el mantenimiento de la fertilidad reproductiva.

CONCLUSIONES

Conforme avanza la edad, los genes que regulan la funcién circadiana
a nivel celular se desorganizan, produciendo una reduccién en la am-
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plitud y precisién de los ritmos. También disminuye la capacidad del
reloj cerebral para sincronizarse a la hora geografica, lo que provoca una
disrupcién del patrén normal de suefio y una desincronia de toda la fi-
siologia y conducta, igualmente en relacién con la hora geografica. Dada
la importancia del sistema circadiano para coordinar la homeostasis, la
cual asegura que los procesos centrales y periféricos se mantengan en
los limites apropiados para funcionar a horas determinadas del dia, esta
degradacién circadiana deriva en un funcionamiento subéptimo que
predispone al organismo a enfermedades. El resultado final de estos dé-
ficits es una aceleracién del proceso de envejecimiento en el que algunos
sistemas parecen ser mds vulnerables que otros.

La investigacion del papel de las anormalidades circadianas en el pro-
ceso de envejecimiento estd atiin en su infancia y constituye una enorme
oportunidad para explorar dicha asociacién desde el nivel genético
hasta el conductual. Estudios futuros dirigidos a analizar el impacto es-
pecifico del envejecimiento sobre el sistema nervioso central y la manera
que la sincronizacién circadiana es afectada negativamente por la edad
proveeran informacién necesaria y ttil para mejorar la salud circadiana
y promover la longevidad y el bienestar de los individuos conforme
avanza su edad.
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L os ritmos biolégicos estdn en toda la naturaleza, pero sus caracteris-
ticas particulares de duracion y hora de su mayor expresion varian
ampliamente entre las especies. En humanos el ritmo mas evidente es
el ciclo suefio-vigilia; toda nuestra fisiologia y funciones estan asocia-
dos a este ciclo. Asi, algunas hormonas se secretan al despertar, como
los glucocorticoides, mientras que otras se secretan al dormir, como la
melatonina. Estos ritmos se denominan circadianos, ya que se repiten
con un periodo de aproximadamente 24 horas y estdn controlados a
nivel celular por un grupo de genes llamados reloj. El presente libro es
resultado del trabajo de investigacion sobre ritmos circadianos de cua-
tro cuerpos académicos y 3 grupos de trabajo de la unam. Los temas van
desde aspectos basicos hasta ritmos en el recién nacido, a nivel metabo-
lico, conductual, en el envejecimiento y en procesos patolégicos como el
cancer. Se ilustra la gran importancia que tienen los ritmos circadianos
para nuestra vida diaria asi como las graves consecuencias que su alte-
racion puede ocasionar.
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