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1. Justificacion
La obesidad es una enfermedad crdnica compleja en la que la grasa corporal anormal

o excesiva perjudica la salud, aumenta el riesgo de complicaciones médicas a largo plazoy
reduce la esperanza de vida (Wharton et al., 2020).

La prevalencia de obesidad se ha incrementado mundialmente en los ultimos 50
afios alcanzando niveles Pandémicos (Bliiher, 2019). Segun la Organizacidn Mundial de la
Salud (OMS), en el afio 2016 la prevalencia de obesidad habia triplicado los valores
observados en 1975, mientras que las previsiones para 2030, indican que 1 de cada 5
mujeres y 1 de cada 7 hombres vivirdn con obesidad, lo que equivale a mas de mil millones
de personas en todo el mundo (Barata Cavalcanti et al., 2022).

En nuestro pais, en 2018, el exceso de peso (sumatoria de sobrepeso y obesidad)
alcanz6 el 61,6% segun la cuarta Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (ENFR),
observandose un aumento significativo en comparacidn al afio 2013. Por su parte, el Atlas
de Obesidad mundial publicado en 2022, sefialé que nuestro pais estara entre los 20 paises
con mas obesidad para 2030 (Barata Cavalcanti et al., 2022)

La pandemia de obesidad representa un desafio para la salud en el sentido que
incrementa sustancialmente el riesgo de desarrollar enfermedades tales como diabetes
tipo 2, higado graso, hipertensién arterial, infarto agudo de miocardio, enfermedad
cerebrovascular, demencia, osteoartritis, apnea obstructiva de sueiio y varios tipos de
cancer, contribuyendo asi en una desmejora significativa de la calidad y de la expectativa
de vida (Bliher, 2019). Pero ademas, las personas con obesidad experimentan un estigma
y un sesgo generalizado sobre su peso, lo que también contribuye a una mayor morbilidad
y mortalidad (Wharton et al., 2020).

Se entiende que la obesidad es consecuencia de un desequilibrio energético en el
que la ingesta de energia que excede el gasto de energia (Romieu et al., 2017; Bliher, 2019).
Si bien esta cuestién parece simple, lo intrincado es tratar de dilucidar qué factores
conducen a tal desequilibrio. En este sentido, la concepcién actual de la obesidad, considera
a esta como una patologia etiolégicamente compleja, que incluye la combinacion e
interaccion de factores genéticos, metabdlicos, hormonales, psicoldgicos, conductuales,

ambientales, econdmicos y sociales (Hall, Guyenet, Leibel, 2018; Wharton et al., 2020).
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Puntualmente, los factores genéticos nos permiten comprender las diferencias en la
susceptibilidad interindividual para desarrollar obesidad. Al respecto, se han descripto mas
de 100 genes que pueden intervenir en la regulacion del peso corporal (Hinney, Vogel, &
Hebebrand, 2010). Estas variantes han sido identificadas durante las uUltimas décadas a
partir de estudios de asociaciéon de genes candidatos, estudios de ligamento del genoma
completo (genoma-wide likage scan, GLWS) y estudios de asociacién de genoma completo
(genoma-wide association study, GWAS) (Rubio, Ballesteros, Sdnchez-Pernaute, & Torres,
2015). Justamente, uno de los genes asociados a la obesidad es el gen CLOCK (Circadian
Locomotor Output Cycles Kaput), y dentro de este, el polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) mas estudiado es el rs1801260, también denominado CLOCK 3111 T>C (Valladares,
Obregon, & Chaput, 2015). La variante de riesgo C para este SNP no solo se asocia a un
mayor riesgo de desarrollar obesidad, sino también a la resistencia a la pérdida de peso, a
un patron de descanso inadecuado, (Garaulet et al., 2011), a un cronotipo de tipo
vespertino y a mayores concentraciones de ghrelina (Garaulet et al., 2012). Desde el punto
de vista de las preferencias alimentarias se ha observado que los portadores del SNP de
riesgo poseen una tendencia a una mayor ingesta de energia, asi como de carbohidratos y
grasas (Rahati et al., 2021). La frecuencia a nivel global para los portadores de este SNP es
de 23%, y si tomamos como referencia a la poblacién europea la misma asciende a 30,5%1.

A la fecha, en nuestro pais no existen estudios que hayan determinado la frecuencia
del alelo de riesgo para CLOCK rs1801260, asi como tampoco estudios que hayan explorado
la relacidon de este SNP con los diferentes cronotipos, la composicidon corporal, ni con
diferentes preferencias alimentarias. Al mismo tiempo, tampoco se han descripto posibles
interacciones gen*nutriente para este polimorfismo. El conocimiento de estas cuestiones
permitiria un abordaje mucho mas personalizado de los pacientes segln su genotipo,
pudiendo enfatizar sobre aquellas cuestiones alimentarias, conductuales y cronobioldgicas
mas problematicas, permitiendo de esta manera la construccién de modelos de prevencién

y/o tratamientos mucho mas efectivos.

1 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1801260#frequency_tab
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2. Hipotesis
2.1 Hipétesis de trabajo 1

La variante C del SNP rs1801260 en el gen CLOCK contribuye a la variabilidad de la ingesta

alimentaria.

2.2 Hipotesis de trabajo 2
La variante C del El SNP CLOCK rs1801260 en el gen CLOCK se asocia con un cronotipo

vespertino.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo General:

e Contribuir a la generacién de conocimiento en el campo de la nutrigenética.

e Replicar hallazgos obtenidos en otras poblaciones con el objetivo de incrementar la

solidez cientifica de los mismos.

3.2 Objetivos especificos:
e Establecer la frecuencia alélica y genotipica de la variante de riesgo C del SNP

rs1801260 en el gen CLOCK en nuestra poblacién.

e Determinar la asociacién entre el genotipo CLOCK rs1801260 y las preferencias

alimentarias

e Determinar la influencia de las posibles interacciones gen*dieta sobre el indice de

masa corporal

e Determinar si existe asociacién entre el SNP con el cronotipo de tipo vespertino.
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4. Marco Tedrico
4.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica compleja, en la que el exceso de adiposidad
perjudica la salud aumentando el riesgo de morbimortalidad, y que operativamente puede
definirse como un indice de masa corporal (IMC) superior a 30 kg/m? (Wharton et al., 2020).
A su vez, el grado de obesidad se puede subcategorizar en clase 1 (IMC de 30 a 34,9 kg/m?),
clase 2 (IMC de 35 a 39,9 kg/m?) y clase 3 (IMC mayor a 40 kg/m?). Si bien la cuantificacién
confiable de la masa grasa requiere herramientas sofisticadas que no estan ampliamente
disponibles (p. ej. imagenes por resonancia magnética o absorciometria de rayos X de
energia dual), lo cual ha obstaculizado los esfuerzos para llegar a una definicion mas
especifica, un IMC elevado como medida sustituta de la grasa corporal, es la definicién de
obesidad mdas ampliamente aceptada ( Schwartz et al., 2017).

En relacidn a los riesgos vinculados a la obesidad, esta bien evidenciado que esta
incrementa el riesgo de morbimortalidad. En relacidn a esto, se estima que la obesidad se
asocia a una disminucion de la esperanza de vida de entre 5 y 20 afios, dependiendo de la
severidad de la condiciény de la presencia o no de comorbilidades (Bliiher, 2019). De hecho,
a partir de un IMC de 25 kg/m? pareceria existir una relacidn lineal positiva entre la
mortalidad y el IMC. Asi por ejemplo, en un metaanalisis de estudios prospectivos con
10.625.411 participantes de Asia, Australia, Nueva Zelanda Europa y Norteamérica, el
Hazard Ratio (HR), para mortalidad por todas causas en sobrepeso fue de 1,11; de 1,44 para
obesidad tipo |, de 1,92 para obesidad tipo Il, mientras que para obesidad tipo Il fue de
2,71 (di Angelantonio et al., 2016). La epidemia de COVID-19 fue otro ejemplo del mayor
riesgo que portan las personas con obesidad, siendo que esta constituyd el segundo
predictor principal de complicaciones y mortalidad por COVID-19 después del factor edad
(Barata Cavalcanti et al., 2022).

En lo que respecta a la morbilidad, la obesidad aumenta el riesgo de enfermedades
metabdlicas (como el higado graso o la diabetes tipos 2), de enfermedades cardiovasculares
(hipertension, infarto agudo de miocardio y accidente cerebrovascular), de enfermedades
musculoesqueléticas, de enfermedad de Alzheimer, de depresidn, asi como también de

ciertos tipos de cancer (por ejemplo, de mama, ovario, préstata, higado, rifién y colon)
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(Bliher, 2019). En este sentido, se estima que por cada incremento de 5 kg/m? en el IMC el
riesgo de mortalidad por enfermedad cardiovascular aumenta en un 40% , entre un 60—
120% el riesgo de mortalidad diabética, renal y hepatica, en un 10% el riesgo de mortalidad
neopldsica y en un 20% el riesgo de mortalidad por enfermedad respiratoria (Studies
Collaboration, 2007). Adicionalmente, se calcula que unos 2,8 millones de muertes al afio
se asocian a la obesidad y que el 44% de la carga de diabetes, el 23% de la enfermedad
isquémica cardiaca y entre el 7 y el 41% de algunos tipos de cadncer son atribuibles a la
misma (Rubio, Ballesteros, Sanchez-Pernaute, & Torres, 2015).

Por otro lado, se ha sido evidenciado que incluso las personas con sobrepeso y
obesidad metabdlicamente saludables tienen un riesgo significativamente mayor a
desarrollar enfermedades cardiovasculares y diabetes de tipo 2 en comparacién a sujetos
normopeso metabdlicamente sanos (Hashimoto et al., 2017; Opio et al., 2020).

La obesidad también afecta la salud mental y el bienestar de las personas. La
evidencia indica que las personas con obesidad estan sujetas a la estigmatizacion y al
bullying, tienen oportunidades reducidas en el lugar de trabajo y enfrentan barreras
personales o sistémicas persistentes para alcanzar o tener éxito educativo (Wharton et al.,
2020). En esta linea, multiples estudios demostraron que personas con obesidad sufren
discriminacién incluso por parte del personal de salud. Es asi que por ejemplo, se ha
observado que la percepcién de los médicos hacia los pacientes obesos suele ser mucho
mas negativa, que el tiempo de consulta invertido es menor con este tipo de pacientes, y
que paraddjicamente, incluso en los profesionales especializados en trastornos
alimentarios, se ha observado que el prejuicio sobre el peso estd presente en niveles
similares a los observados en otras especialidades médicas (Puhl, Latner, King & Luedicke,
2014). En el dmbito laboral se observa que las personas con obesidad tienen problemas en
los procesos de seleccién de personal, perciben una menor remuneraciéon econémica para
puestos de igual categoria y suelen ocupar puestos de menor jerarquia (Rubio, Ballesteros,
Sanchez-Pernaute, & Torres, 2015). En el area educativa ocurre algo similar, donde el
rechazo hacia nifios y nifas con obesidad inicia a edades muy tempranas, sufriendo

problemas como el aislamiento y la ridiculizacion (Rubio, Ballesteros, Sanchez-Pernaute, &
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Torres, 2015). Los episodios de discriminacidn que sufren las personas con obesidad en
diferentes ambitos sociales influyen en cuestiones como la autoaceptacion, el bienestar
psicoldgicoy la calidad de vida. Como ejemplo de esta problematica, en un estudio con 3000
sujetos con Obesidad tipo Il y Ill, la autoaceptacién estuvo mediada por el nimero de
episodios de discriminacidn sufridos y no por el peso corporal (Carr & Friedman, 2005). En
la misma linea, otro estudio con pacientes con obesidad sefialé que el bienestar psicolégico
estaba determinado principalmente por los episodios de exclusidon y discriminacion
(Ashmore et al., 2007). Considerando que estadisticamente las personas con obesidad
suelen tener niveles socioecondmicos y educativos mas bajos que las personas con peso
normal, surge la pregunta respecto a si la obesidad es consecuencia de un nivel
socioecondmico y educativo menor, o bien, si la discriminacién y exclusidn que sufren estas
personas en el ambito educativo y laboral conduce al desarrollo o empeoramiento de esta

enfermedad (Rubio, Ballesteros, Sanchez-Pernaute, & Torres, 2015).

4.2 Epidemiologia de la Obesidad

La prevalencia de obesidad se ha incrementado mundialmente en los ultimos 50
afios alcanzando niveles de pandemia (Blaher, 2019). Segun la OMS desde 1975 su
prevalencia a nivel mundial se ha triplicado. La misma entidad sefialé que en el afio 2016 el
39% de las personas mayores a 18 afnos tenia sobrepeso y el 13%, obesidad. Por otro lado,
para 2030 se estima que a nivel global el 30% de los hombres y el 20% de las mujeres
tendran obesidad, y que especificamente la prevalencia de obesidad tipo 1 serd del 18 %
(alcanzando a 1025 millones de personas), la de obesidad tipo 2 y 3 sera del 6 % (333
millones de personas), mientras que la de obesidad tipo 3 sera del 2% (111 millones de
personas)(Barata Cavalcanti et al., 2022).

Mas alla de que a nivel global existe una tendencia creciente en la prevalencia de Ia
obesidad, algunas regiones, como partes de Europa y América del Norte, muestran un
estancamiento en niveles elevados, mientras que en otros paises el mayor impacto aun esta
por llegar (Barata Cavalcanti et al., 2022). En esta linea, la OMS declara que la obesidad dejé
de ser un problema exclusivo de paises de altos ingresos aumentando exponencialmente

en paises de ingresos medios y bajos, los cuales deben soportar una doble carga de
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mortalidad al coexistir una alta prevalencia de enfermedades infecciosas y desnutriciéon, en
paralelo con un incremento en la incidencia de obesidad y de las enfermedades crénicas no
transmisibles relacionadas a esta ultima.

En relacidn a la situaciéon epidemioldgica de nuestro pais, la Encuesta Nacional de
Factores de Riesgo del afio 2018 (ENFR 2018) observd que en sujetos mayores de 18 afios,
la prevalencia por autoreporte de exceso de peso (sumatoria de sobrepeso y obesidad) fue
del 61,6%, con una prevalencia de sobrepeso y obesidad del 36,2% y 25,4%
respectivamente, observandose un aumento significativo en comparacion al afio 2013 tanto
en el exceso de peso como en la obesidad (3,7% y 4,6 %, respectivamente). Si tomamos los
datos de las mediciones objetivas que se hicieron en la ENFR 2018, la prevalencia de exceso
de peso asciende al 66,1% y la de obesidad al 32,4%. A diferencia de lo observado con el
exceso de peso y la obesidad no se observaron diferencias significativas entre la prevalencia
de sobrepeso al comparar a la ENFR del afio 2013 con la ENFR de 2018 (37,1 % en 2013 y
36,2 % en 2018). Los autores explican que el sobrepeso se mantuvo estable en la medida
en que un numero significativo de personas que tenian sobrepeso pasaron a la categoria de
obesidad, y que una proporcién similar de quienes tenian peso normal pasaron a la
categoria sobrepeso.

Por otro lado, en 2018 también se publicaron los datos del programa SUMAR, con
los indices antropométricos de mas de 3 millones de ninos, nifias y adolescentes (NNyA) de
0 a 19 afos que se atendieron en el subsector publico en 2016. Estos datos muestran que
el 31,1% de los NNyA presentaban exceso de peso, con un aumento del 4,1 % en
comparacion a 2014. La prevalencia fue mayor en el grupo de nifios y nifas de 6 a 9 afios
en los que el sobrepeso fue del 18,8 % y la obesidad del 18%, y en adolescentes (10 a 18
afios) donde la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue del 21,9% y del 15%,
respectivamente. En este Ultimo grupo se observo que la problematica del exceso de peso
alcanzé a alrededor de la mitad de la poblacién en varias provincias, como es el caso de
Santa Cruz (53%), Tierra del Fuego (49,7%) y Rio Negro (49,5%).

Por su parte, la proyeccién en la prevalencia de obesidad para 2025 segun la NCD

Risk Factor Collaboration (http://ncdrisc.org) para nuestro pais, se estima en un 35% y un
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34,4%, en mujeres y hombres respectivamente. Se destaca ademads, que Argentina se
encuentra dentro de las regiones en las cuales la NCD observé una aceleracién muy
marcada a nivel poblacional del IMC. Por ultimo, los resultados del dltimo World Obesity
Atlas indican que el incremento anual de adultos con obesidad en nuestro pais es del 1,6%,
ademads de que para 2030 se prevé que Argentina estard entre los 20 paises con mayor

prevalencia de esta enfermedad (Barata Cavalcanti et al., 2022).

4.3 Etiologia de la obesidad

El modelo convencional de la obesidad establece que laingestay el gasto energético
son procesos independientemente funcionales que no reciben informacién sobre
combustibles circulantes ni sefiales endocrinas, considerando que tanto la ingesta de
alimentos como la actividad fisica se encuentran bajo estricto control consciente, y que por
lo tanto, la prevencién y el tratamiento de la obesidad requeriria simplemente de la
voluntad del sujeto para comer menos y moverse mas (Hall et al., 2018). La concepcidn
actual se aleja de este modelo, y considera que la obesidad tiene una naturaleza
multifactorial resultante de factores genéticos, epigenéticos, fisioldgicos, conductuales,
socioculturales y ambientales que conducen a un desbalance entre la ingesta y el gasto de
energia durante un periodo de tiempo prolongado (Bray, Friihbeck, Ryan, & Wilding, 2016).

Actualmente el modelo de obesidad mds aceptado es el modelo de balance
energético (EBM) el cual propone que el cerebro es el principal érgano responsable de la
regulacion del peso corporal a través de complejas sefiales endocrinas, metabdlicas y del
sistema nervioso para controlar la ingesta de alimentos y el gasto de energia. Regiones
especificas del cerebro, como el hipotdlamo, los ganglios basales y el tronco encefalico,
modulan la ingesta a nivel subconsciente a través de sefiales endocrinas, metabdlicas y del
sistema nervioso que actlan en respuesta tanto a sefiales ambientales como también a las
necesidades energéticas internas (Hall et al., 2022). Segun este modelo, la homeostasis
energética se produce a través de sefiales a corto plazo, como la secrecién de ghrelina y el
péptido YY, involucradas en el inicio y el cese de la alimentacion respectivamente, asi como

a través de seiiales a largo plazo, sobre todo a través de la sintesis de leptina, modulando
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la actividad del sistema a corto plazo, y laingesta total de energia (Hall et al., 2022). El EBM
propone ademas que el aumento de la prevalencia de la obesidad en la poblacién en las
ultimas décadas se debe principalmente a los cambios en el entorno alimentario, a partir
de por ejemplo, un aumento en la disponibilidad y el mercadeo de alimentos
ultraprocesados, de alta densidad energética, altos en grasas y azlcares, bajos en proteina
y fibra, que ademas se caracterizan por ser baratos y convenientes. Estas caracteristicas
aumentan el valor de recompensa en estos alimentos, incrementando el deseo y la
motivacidn que operan a nivel subconsciente para consumirlos (Hall et al., 2022).
Adicionalmente, es importante considerar la relevancia que le da este modelo a los
factores genéticos, sobre todo por suimpacto en areas cerebrales relevantes para el control
de la homeostasis energética, siendo que los estudios de asociacidon del genoma completo
y de expresidon génica, han determinado que las variaciones interindividuales en la
adiposidad total se deben mayormente a diferencias en genes que se expresan

principalmente a nivel cerebral (Hall et al., 2018; Hall et al., 2022).

4.4 Genética y Obesidad

Ante los mismos factores ambientales, existe una susceptibilidad para desarrollar
obesidad diferente para cada sujeto, que puede atribuirse a factores genéticos. Los estudios
realizados con familiares y gemelos han permitido establecer el peso de los factores
ambientales y genéticos, y de esa manera, establecer la heredabilidad. Los mismos sugieren
que los factores genéticos pueden ser responsables de entre un 40 a un 70 % de la varianza
en el peso (Locke et al., 2015). Mas de 100 genes pueden intervenir en la regulacién del
peso corporal (Hinney, Vogel, & Hebebrand, 2010). Estas variantes han sido identificadas
durante las ultimas décadas a partir de estudios de asociacion de genes candidatos, estudios
de ligamento del genoma completo (genoma-wide likage scan, GLWS) y estudios de
asociaciéon de genoma completo (genoma-wide Association study, GWAS) (Rubio,
Ballesteros, Sanchez-Pernaute, & Torres, 2015). Para 2017, los estudios de asociacion
genética ya habian identificado 63 loci relacionados con la obesidad sindrémica

monogénica, 12 relacionados con la obesidad monogénica no sindrémica y 157
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relacionados a formas poligénicas de obesidad (Qasim et al., 2018). Mas alla de la influencia
especifica que ciertas variantes genéticas puedan tener en la etiologia de enfermedades
como la obesidad, debemos ademas considerar las posibles interacciones gen*dieta, es
decir, como ciertos componentes de la dieta pueden modular el riesgo de desarrollar una
patologia. La nutrigenética justamente es la disciplina cientifica que tiene como objeto de
estudio a esto ultimo, o dicho de otra manera, es la ciencia que analiza los distintos efectos

de la dieta segun el genotipo (Corella & Ordovaz, 2009).

4.5 Cronobiologia y ritmos bioldgicos

La mayoria de las funciones bioldgicas no son constantes, sino que alternan
momentos de mayor y de menor expresion. Estas oscilaciones predecibles dentro de un
periodo de tiempo determinado son conocidas como ritmos bioldgicos. La cronobiologia,
justamente, es la ciencia que se dedica al entendimiento de los ritmos bioldgicos (Garaulet
& Gomez-Abellan, 2013). Dentro de estos ritmos, existen aquellos que se desarrollan en
periodos de tiempo de una duracidon mayor a 24 horas, conocidos como ritmos ultradianos
(por €j. el ciclo menstrual), otros que se desarrollan en periodos menores a 24 horas, que
son denominados infradianos (por ej. el ciclo de descanso) y por ultimo los ritmos
circadianos? que constituyen los ritmos mas estudiados dentro de la cronobiologia y que se
pueden definir como aquellos ritmos biolégicos que tienen una duracién aproximada de 24
horas (Garaulet & Godmez-Abellan, 2013). La temperatura corporal, los niveles de cortisol o
de insulina plasmatica, que alcanzan su mayor expresion (o acrofase) durante el dia, y que
tienen su menor expresion (o nadir) por la noche, o bien, las hormonas melatonina y lipasa
hormono sensible que tienen su acrofase por la noche y su nadir durante el dia, son claros
ejemplos de funciones fisioldgicas con ritmicidad circadiana. El correcto funcionamiento de
los ritmos circadianos le concede al organismo la capacidad de predecir y anticiparse a los
cambios del entorno externo adaptando sus funciones conductuales vy fisiolégicas a los
mismos (Goémez-Abellan, Madrid, Ordovas, & Garaulet, 2012). Esta ritmicidad de las

funciones fisioldgicas observada en la mayoria de los organismos vivos esta asegurada por

2 El termino circadiano proviene del latin y significa “cerca de un dia”

13



Maestria en Investigacién Biomédica | FCM | UNLP

la presencia a nivel molecular de relojes biolégicos. El mas importante de estos, conocido
también como reloj maestro o marcapasos central, esta constituido por una red de mas de
20 mil neuronas que se localizan en el hipotdlamo, mas especificamente en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) ( Garaulet & Madrid, 2010; Flanagan et al.,, 2021). Este reloj
coordina los sistemas endocrinos, fisiolégicos y celulares, sincronizandose con el exterior
principalmente a través de la luz solar (Bass & Lazar, 2016). El NSQ coordina dichos ritmos
mediante mecanismos hormonales y auténomos, permitiendo de esta forma que la sefial
horaria llegue a las células que no estan directamente expuestas a la luz. La sincronizacién
entre el NSQy el medio externo, a partir de la luz, tiene su epicentro en la retina, cuyo tejido
gue no solo tiene la capacidad de formar imagenes a través de los conos y bastones, sino
que cuenta con otro tipo de células especializadas conocidas como células ganglionares, las
cuales expresan el fotopigmento melanopsina. Este fotopigmento funciona como sensor
que permite registrar la intensidad de luz ambiental, informacidn que posteriormente
alcanza al NSQ a través del nervio éptico (Moreira, 2015).

Hoy se sabe que ademds del reloj central, la mayoria de los drganos y tejidos
presentan relojes periféricos que son coordinados por el reloj central y sincronizados por
otros factores externos, a partir de lo cual se entiende que, aunque los relojes periféricos
pueden oscilar a través de los ritmos generados desde el NSQ, también tienen la capacidad
de generar su propia ritmicidad y de sincronizarse con el medio externo a través de otras
entradas periddicas, como por ejemplo el horario de la ingesta de alimentos (Rubio,

Ballesteros, Sanchez-Pernaute, & Torres, 2015; Flanagan et al., 2021).

4.6 La maquinaria molecular de los relojes bioldgicos

Mads alld de que para su correcto funcionamiento el reloj central necesita
sincronizarse y responder a estimulos ambientales, este también tiene la capacidad de
continuar oscilando ante la posibilidad de encontrarse aislado de estimulos externos,
pudiendo entonces generar ritmicidad en condiciones ambientales constantes (Garaulet &
Madrid, 2010). Esta capacidad se debe a la presencia de un mecanismo molecular que

involucran principalmente a cuatro genes: Clock, Bmal, Cry y Per. Estos genes, en conjunto
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conocidos como genes reloj, funcionan como factores de transcripcién que en dultima
instancia activan o inhiben su propia expresion en una serie de cascadas de
retroalimentacién (Loros & Dunlap, 1991). Mas especificamente, el mecanismo molecular
del reloj circadiano central (Fig.1) y los osciladores circadianos periféricos, involucran la
interaccion de sefiales positivas y negativas que regulan la transcripcion ritmica de los genes
reloj. El componente positivo (o de activacion del reloj) estd compuesto por los genes Clock
y Bmall, que sintetizan sus proteinas CLOCK y BMAL1, las cuales al dimerizarse inducen la
expresion de los genes Per y Cry (componente negativo o de desactivacion del reloj), que
activan su maquinaria transcripcional y consecuentemente aumentan la sintesis de sus
proteinas, PER y CRY, en el citosol (Garaulet & Gomez-Abellan, 2013; Garaulet & Madrid,
2010). Estas proteinas, también se dimerizan y se translocan al interior del nucleo donde,
acto seguido, van a inhibir la unién de los heterodimeros CLOCK y BMAL1, disminuyendo asi
la expresion de los genes Per y Cry, e inhibiendo de esta manera su propia transcripcidon y
sintesis (Garaulet & Gomez-Abellan, 2013).

Si situamos el funcionamiento de la maquinaria del NSQ en el contexto de un dia,
ocurre lo siguiente: al inicio del dia la transcripcidén de los genes Per y Cry se activa por los
heterodimeros que forman las proteinas CLOCK: BMAL1, y hacia la mitad del dia (comienzo
de la noche bioldgica), las proteinas PER y CRY, una vez dimerizadas se translocan al nucleo
e inhiben su propia transcripcion. Estas proteinas se degradan aproximadamente a las 24
horas de haberse iniciado el ciclo, momento a partir del cual, nuevamente se presentaran
las condiciones favorables para la formacién de los heterodimeros CLOCK: BMALL, los

cuales activaran la transcripcion de los genes Per y Cry para reiniciar nuevamente el ciclo.
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peri, 2,3,
cry1,2 and other ccg’s

Figura 1: Maquinaria molecular del reloj circadiano. El reloj circadiano de los mamiferos estd basado en un bucle de
retroalimentacion de transcripcion y traduccion en donde los factores de transcripcion del Gen CLOCK y su heterodimero
BMAL1 activan la transcripcion de genes que codifican sus propios factores de inhibicion, los genes Period (PER1, PER2 Y
PER3) y Criptocromo (CRY 1y CRY 2). (Extraido de Jordan S.D. and Lamia K. A: AMPK at the crossroads of circadian clocks
and metabolism. 2013)

4.7 Cronodisrupcion y salud metabdlica

Se habla de robustez circadiana cuando los ritmos del reloj central y los relojes
periféricos se encuentran alineados entre siy con el entorno externo, situacion beneficiosa
para nuestra salud (Ortiz-Tudela et al., 2012). Por el contrario, la evidencia emergente
sefiala que la desincronizacidn de los relojes bioldgicos entre si y/o con los ciclos de 24 hs.
del ambiente externo, también denominada cronodisrupcién (CD), podria constituir un
factor etioldgico importante en el desarrollo de distintos tipos de enfermedades (Garaulet
& Madrid, 2010; Rubio, Ballesteros, Sanchez-Pernaute, & Torres, 2015). Actualmente existe
evidencia sobre la relacién existente entre la CD y el aumento de riesgo de desarrollar o
provocar un empeoramiento en patologias preexistentes, como el envejecimiento
prematuro, el cdncer, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus tipo 2, la
obesidad o el sindrome metabdlico (Garaulet & Madrid, 2010; Gémez-Abellan et al., 2012;
Ortiz Tudela et al., 2012).

Como se menciond anteriormente para el correcto funcionamiento del NSQ son
necesarias una serie de entradas periddicas de informacidn, dentro de las cuales los ciclo
de luz-oscuridad son las mas importante. A su vez, existen multitud de salidas nerviosas y

endocrinas que informan de la actividad del marcapasos central al resto del organismo.
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Entre las salidas de informacién del marcapasos sobresalen algunos ritmos
manifiestos como el ritmo de actividad-reposo, el ritmo en la secrecion de distintas
hormonas o el ritmo de temperatura corporal, entre otros (Ortiz Tudela et al., 2012).
Justamente, la CD puede ser el resultado de alteraciones en diferentes niveles de este
sistema, pudiendo ser consecuencia del empeoramiento en las entradas al oscilador central
(por ejemplo, por inadecuacién del descanso, pobre exposicion a luz durante el dia, por la
exposicién a la luz artificial durante la noche o por cambios en el horario de las comidas);
fallos en las salidas del reloj circadiano (anormal producciéon de melatonina, por ejemplo)
y/o fallos en el propio oscilador central (mutaciones o polimorfismos a nivel de los genes

reloj) (Ortiz-Tudela et al., 2012; Rubio, Ballesteros, Sanchez-Pernaute, & Torres, 2015).

4.8 Inadecuacion del descanso, cronodisrupcion y salud metabdlica

La inadecuacién del descanso es un claro ejemplo de CD a nivel de las entradas. La
prolongacion del periodo de actividad durante la noche supone una reduccién del tiempo
destinado al suefio, hecho que a su vez también contribuye a la disrupcion del sistema
circadiano (Ortiz Tudela et al., 2012). Estudios transversales y longitudinales han
demostrado la asociacidén entre una menor duracién del suefio con la obesidad, diabetes y
la hipertensién (Gangwisch, 2009). Como ejemplo de esto, un metaanalisis de 2017 con mas
de 150 estudios y 5 millones de personas, observd que la restricciéon de suefio no solo
aumenta el riesgo de mortalidad por todas las causas, sino también de enfermedad
cardiovascular, accidente cerebrovascular, hipertension arterial, dislipemia, diabetes y
obesidad (Itani et al., 2017). Curiosamente, la restriccidon de suefio puede ejercer rapidos
efectos sobre la salud metabdlica, siendo que solo una semana de déficit de suefio puede
inducir un aumento significativo de marcadores de inflamaciéon como la interleuquina 6 y el
factor de crecimiento tumoral alfa (Vgontzas et al., 2004), una desmejora significativa en la
sensibilidad en la insulina (Buxton et al., 2010), mayor actividad del sistema nervioso
simpdtico, aumentos de niveles nocturnos de cortisol y reducciéon de los niveles de a

hormona tiroestimulante (Spiegel et al., 2004).
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Por su parte, la asociacidn de la restriccién de sueiioy la obesidad esta ampliamente
documentada. Este vinculo parece explicarse en gran parte, en que el déficit de sueno
parece influir rdpidamente en el aumento de la ingesta energética. Como ejemplo de esto,
en un estudio de intervencidn, solo 5 dias con una restriccion de sueno de 5 horas bastaron
para que la ingesta caldrica se incremente en mds de 300 kcal por dia en comparacién a los
sujetos del grupo control que durmieron 9 horas (St-Onge et al., 2011). Posteriormente en
un metaanadlisis con estudios de intervencién se determind que las personas con descanso
inadecuado tenian una ingesta de 385 kcal por encima de las personas con descanso normal
(Al Khatib et al., 2017). Los mecanismos a partir de los cuales la restriccion de sueno
estimula una mayor ingesta son multiples, y dentro de estos se destacan una mayor
actividad en las vias de recompensas (lo que hace a los sujetos mds vulnerables al
incremento en la ingesta sobre todo ante la exposicion a alimentos de alto poder de
reforzamiento como los ultrapalatables), extensién de la ventana de tiempo para la ingesta,
aumento en los niveles de hormonas orexigenas, asi como caida en los niveles de hormonas
anorexigenas (Magee et al., 2009; Zimberg et al., 2012). En relacion a esto, existen ensayos
clinicos que han sefialado que tan solo 2 noches de restriccidon de suefio podrian producir
un incremento significativo en la sintesis de ghrelina, una reduccidn significativa de peptido
YY y de leptina, con un consecuente aumento significativo en los scores de apetito (Spiegel,
Tasali, et al., 2004; Magee et al., 2009).), mientras que 1 noche de deprivacion total del
sueno puede incrementar significativamente la actividad en centros importantes de la
regulaciéon heddnica como la amigdala, con una diminucidén en paralelo de la actividad en la
corteza prefrontal, lo que en conjunto puede conducir a consumos de tipo impulsivos y

compulsivos de alimentos con alto poder de reforzamiento (Greer et al., 2013).

Otra de las posibles consecuencias que podrian explicar la asociacion del
acortamiento del suefio con la obesidad es la disminucién en el gasto de energia asociado
a una caida tanto en la termogénesis como en la temperatura corporal central (Patel et al.,
2006), aunque la evidencia al respecto es contradictoria (Al Khatib et al., 2017).

Por ultimo, es importante considerar que un descanso inadecuado puede afectar la

calidad de los resultados de las intervenciones que tienen como objeto la disminucion del
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peso, siendo que existe evidencia que ha sefialado que los sujetos con restriccién en las
horas de suefio que siguen una intervencidon nutricional con restriccidon caldrica pierden
menos grasa corporal y mas masa libre de grasa en comparacion a los sujetos que siguen la

misma intervencion nutricional, pero con un descanso adecuado (Nedeltcheva et al., 2009).

4.9 Cronotipos

Otra cuestion importante en el estudio de los ciclos circadianos y la CD es el
conocimiento de los patrones de actividad individuales. Las preferencias por los horarios de
acostarse y levantarse, asi como para la realizacidon de otras actividades tiene un rasgo
estable en cada individuo y se conoce como cronotipo. El mismo puede determinarse por
herramientas como el cuestionario de Horne (Horne & Ostberg, 1976), que permite
clasificar a los sujetos en cronotipos nocturnos, intermedios o matutinos. En 2001 a partir
de un trabajo con gemelos se demostré que aproximadamente el 50% de las caracteristicas
del cronotipo son heredables (Vink et al., 2001), quedando de manifiesto que mas alla del
componente genético, el cronotipo también puede verse influenciado por factores como la
edad, el género y la etnia. Ademads de esto, es importante considerar que en la sociedad
moderna el tiempo para dormir estd fuertemente influenciado por las normas sociales,
como sucede por ejemplo con los horarios en dias laborales o académicos.

Algunos estudios han sefialado que el cronotipo nocturno se asocia a mayor riesgo
de obesidad, (Lucaseen et al.,, 2013; Arora & Taheri.,, 2014) menores niveles de HDL,
aumento en niveles de hormonas de stress y mayor riesgo de apnea de suefio (Lucaseen et
al., 2013), mayor riesgo de diabetes, sindrome metabdlico y sarcopenia (Yu et al., 2014), asi
como también mayores problemas de suefio y mayor riesgo de depresién (Eid et al., 2020).
En lo que refiere a habitos de alimentacién se ha asociado al cronotipo nocturno con
patrones de alimentacion menos saludables, aumento de la ingesta de sacarosa, dulces,
cafeina y alcohol, y al desvio de mayores niveles de ingesta hacia la noche (Mazri et al.,

2020).
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4.10 CLOCK rs1801260

Como se menciond anteriormente, las alteraciones a nivel molecular pueden ser
causa de CD. Dentro de las posibles alteraciones en los genes reloj, las mds estudiada en los
ultimos afios son aquellas que afectan al gen CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles
Kaput) (Lopez -Minguez et al., 2016). El gen CLOCK juega un papel clave en el sistema
circadiano de los mamiferos, afectando el metabolismo energético y varias vias
metabdlicas, como el metabolismo de la glucosa y los lipidos en drganos diana que incluyen
a los musculos, el higado y el tejido adiposo (Rahati et al., 2021).

En el afio 2005 Turek y cols. demostraron que ratones homocigotos para la mutacién
del gen CLOCK desarrollaban obesidad, esteatosis hepatica, alteraciones en los niveles de
leptina, comportamiento hiperfagico, hipertrofia adipositaria y sindrome metabdlico.
Aunque las mutaciones son raras en seres humano, existen otras variaciones genéticas,
como los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, del inglés “single nucleotyde
polimorphism”), con una prevalencia significativamente mayor. Los SNP se definen como
una variacion en la secuencia de ADN que afecta a una sola base (adenina (A), timina (T),
citosina(C) o guanina (G)) y que tienen una frecuencia poblacional mayor al 1% (Azizzadeh-
Roodpish et al., 2021). Estos SNPs pueden explicar diferencias interindividuales respecto a
la vulnerabilidad hacia ciertas enfermedades, la interaccién entre ciertos genes vy
determinados nutrientes, asi como la tendencia hacia determinados habitos (por e;j.
patrones de alimentacion o de descanso determinados). De los distintos SNP del gen CLOCK,
el rs1801260 (también llamado CLOCK 3111 T>C), es uno de los de mayor interés. La
frecuencia a nivel global para los portadores de este SNP es de 23%, y si tomamos como
referencia a la poblacién europea la misma asciende a 30,5%3.

Se ha documentado que la variante de riesgo C de este SNP se asocia con un mayor
IMC, peso y perimetro de cintura (Rahati et al., 2022), con un mayor riesgo de obesidad y
resistencia a la pérdida de peso ante la intervencién dietética (Garaulet et al., 2011), y a un
riesgo aumentado de diabetes mellitus tipo 2 (Garaulet et al., 2009; Uemura et al., 2016).

Adicionalmente, existe evidencia que asocia a los portadores de la variante de riesgo con

3 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1801260#frequency_tab
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niveles significativamente mas altos de ghrelina ( Garaulet et al., 2011; Lépez Guimera et
al., 2014; Rahati et al.,, 2021) y niveles mas bajos en GLP-1 (Rahati et al., 2021) en
comparacion a los sujetos no portadores TT. En cuanto a la contribucion del este
polimorfismo en la variabilidad de la ingesta, existe evidencia que indica que los portadores
poseen un mayor consumo de energia, carbohidratos y grasas (Rahati et al., 2021). En lo
gue concierne a la salud cardiometabdlica, dos metaandlisis recientes del mismo grupo de
estudio, determinaron que la variante de riesgo C se asociaba significativamente con un
aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular (OR = 1.32, 95% Cl: 1.16-1.50, p < 0.001)
(Skrlec et al., 2021) pero no asi a una mayor susceptibilidad al Sindrome Metabdlico (Skrlec
et al., 2022).

Por ultimo, las variantes de riesgo de CLOCK rs1801260 también se han asociado a
cronodisrupcién y a un cronotipo nocturno. Asi por ejemplo, en un estudio con mujeres con
sobrepeso, las portadoras de la variante C mostraron ser menos activas durante la mafana,
presentar mayores niveles de somnolencia durante el dia y retraso de la acrofase, lo cual es
caracteristico en un cronotipo nocturno (Bandin et al., 2013). Un estudio anterior, senald
que los portadores tendian a incrementar su nivel de actividad durante la noche, pero
ademds, se caracterizaban por un inicio tardio del suefio (en promedio 79 minutos mas
tarde) y una reduccién de la cantidad total de tiempo de suefio (en promedio 75 minutos
menos) en comparacién a los portadores del alelo protector (Benedetti et al., 2007). La
potencial influencia negativa de este SNP sobre el descanso no es una cuestidon menor, ya
que como se exploré anteriormente, los antecedentes provenientes tanto de estudios
observacionales y de intervencidn sugieren que la inadecuacion del suefio puede tener un

rol significante en la etiologia de la obesidad y enfermedades asociadas.

4.11 CLOCK rs1801260 y preferencias alimentarias: Interaccion Gen*Nutriente CLOCK
rs1801260

Los antecedentes que han explorado la interaccién gen*nutriente para el SNP rs
1801260 del gen CLOCK apuntan a que la cantidad y el tipo de grasa de la dieta podria

interactuar con este SNP en lo que refiere a composicidon corporal y factores de riesgo
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metabdlicos. En sujetos con sindrome metabdlico que participaron del estudio
CARDIOPREV se observd que luego de un afio de seguimiento, una dieta baja en grasas
mejora la sensibilidad a la insulina, el indice HOMA vy los niveles de insulina en los no
portadores TT en comparacién a los portadores de las variantes de riesgo. No obstante,
cuando ambos grupos siguieron un patrén de alimentacion mediterranea rica en grasas
monoinsaturadas no se observaron estas diferencias (Garcia Rios et al., 2014). Por otro lado,
el estudio GOLDN (Genetics of Lipid Lowering Drugs and Diet Network ), indicé que el
consumo de grasas saturadas (SFA) también podria interactuar con este SNP. Mas
especificamente, este estudio transversal con 1100 hombres y mujeres, demostré que
cuando la ingesta de SFA fue menor al 11,8% de la ingesta energética, no se encontraban
diferencias significativas para la circunferencia de la cintura entre portadores y no
portadores del alelo de riesgo (P = 0,153), pero cuando la ingesta de SFA superaba este
valor, los portadores del alelo de riesgo tenian valores en la circunferencia de cintura
significativamente mds altos que los no portadores (P = 0,028) ( Garaulet et al., 2009).
Llamativamente, en el Boston Puerto Rican Health Study se observd una interaccidn
gen*dieta protectora en los portadores del alelo de riesgo a mayor consumo de SFA, mas
especificamente, los portadores del alelo de riesgo con un consumo de SFA de al menos 21g
por dia tuvieron niveles de colesterol LDL plasmatico menores que los de los portadores del
alelo protector con similar consumo de SFA (P = 0.02) (Dashti et al., 2013). Por ultimo, un
trabajo de publicacidn reciente sefiald que los portadores del alelo de riesgo para este SNP,
tenian un mayor score de apetito cuando el consumo de grasas era alto (P= 0.041) (Rahati

et al., 2021).
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5. Materiales y métodos
5.1 Diseio del estudio

Se llevd adelante un estudio transversal analitico, donde el reclutamiento de
voluntarios se realizé entre octubre de 2018 y febrero de 2020 en la ciudad de La Plata y
alrededores convocados a través de redes sociales. La recolecciéon de datos y las
evaluaciones se llevaron a cabo en un consultorio acondicionado para tal fin en el Instituto
de Investigaciones Bioquimicas de La Plata (INIBIOLP), situado en la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de La Plata. Alli, a cada participante, y luego de la firma
voluntaria del consentimiento informado, se le realizé una encuesta inicial sobre sus datos
personales, socioecondmicos, demograficos, de actividad fisica y de habitos de descanso,
se le practicé una serie de evaluaciones antropométricas, se le administrd el cuestionario
de cronotipos de Horne y un cuestionario validado de frecuencia de consumo de alimentos,
y en ultima instancia, se le pidid que recolecten una muestra de saliva para la posterior

obtencidn del genotipo.
5.2 Caracteristicas de los participantes

Los participantes del estudio fueron adultos aparentemente sanos de ambos sexos,
con edades comprendidas entre 19 y 64 afos, residentes en la ciudad de La Plata y
alrededores. Se excluyeron del estudio las personas embarazadas o en periodo de lactancia,
padecimiento de cualquier enfermedad infecto-contagiosa, enfermedades fisicas o
psiquicas invalidantes, con diagndstico de cancer o enfermedad de Cushing o personas que

hayan cambiado sus habitos alimentarios en el ultimo afio.

El muestreo fue no probabilistico voluntario a través de una convocatoria abierta
por las redes sociales Instagram y Facebook, utilizando el protocolo de trabajo aprobado
por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas (COBIMED) de la Universidad
Nacional de La Plata (protocolo de aprobacién nimero 46, ano 2018). A los individuos
interesados en participar como voluntarios del estudio se les informd sobre el mismo, se les
leyd y explicd el consentimiento informado, el cual firmaron voluntariamente para expresar

su acuerdo de participar de la investigacidn y su autorizacidn para publicar los resultados.
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A su vez, se les informo sobre su derecho de retirarse de la investigacién en cualquier
momento. A cada uno de los participantes se les asigno un cédigo Unico de identificacidon

con el fin de anonimizar la informacién personal y preservar su derecho a la privacidad.

5.3 Tamaifo muestral

Se incluyeron para el analisis del presente estudio transversal los datos de 95
participantes. A partir de este dato se utilizé el software OpenEpi para detectar una
diferencia del 25% en la ingesta alimentaria entre portadores del alelo C para el genotipo
en CLOCKy homocigotas T, basado en la frecuencia del alelo minoritario Cy con un intervalo
de confianza del 95% bilateral, se obtuvo un poder estadistico del 81,53%. Se considerd
adecuado un poder estadistico mayor o igual a 80% . Es decir, que el valor obtenido significa
que existe un 81,5% de posibilidades de detectar una diferencia entre grupos como

estadisticamente significativa, si existe.

5.4 Variables analizadas

Mediante la encuesta inicial (Anexo |) se obtuvieron datos socioeconémicos y
demograficos que comprendieron las variables edad, sexo, nivel educativo y nivel
socioecondmico. A su vez, se recolectaron datos sobre antecedentes clinicos familiares y
personales, nivel de actividad fisica, horas de suefio por dia y nivel de descanso. Para la
determinacién del cronotipo de cada sujeto se utilizé el cuestionario de Horne and Ostberg
(Horne & Ostberg, 1976), el cual permite clasificar a los sujetos en “cronotipo vespertino”,
“cronotipo matutino” y “cronotipo intermedio”. Tomando las recomendaciones de la
Sociedad espafiola de suefio (Jurado Luque, 2016), se considerd al descanso como adecuado
cuando los sujetos refirieron tener entre 7-9 hs. de suefio por dia como, “Inadecuado”
cuando las horas de suefio referidas fueron menores a 7 hs. y “Excesivo” cuando refirieron
tener mas de 9 hs. de suefo diarias.

De acuerdo con los Descriptores en Ciencias de la  Salud

(https://decs.bvsalud.org/es/), los individuos se dividieron segun la edad en “Adultos” (<44

afios) y “Personas de mediana edad” (245 afios)) y segun el sexo en “Femenino” vy

“Masculino”. En relacion al nivel de actividad fisica, se dividié a los individuos en “Activos”
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y “Sedentarios” de acuerdo con los criterios de la OMS (https://www.who.int/es/news-
room/fact-sheets/detail/physical-activity). Se consideraron activos aquellos individuos que
realizaron 150 minutos semanales o mds de ejercicio aerébico moderado, o 75 minutos
semanales o mas de ejercicio intenso, o una combinacién equivalente de actividades
moderadas e intensas; y sedentarios a aquellos sujetos que realizaron menos de 150
minutos semanales de ejercicio aerdbico moderado, o menos 75 minutos semanales de
ejercicio intenso.

La evaluacién antropométrica incluyé la medicién de la talla en cm, con un
estadiometro de pared con cinta métrica de metal inextensible, marca Seca 206; y la
determinacion del peso en kg, indice de masa corporal (kg/m?), porcentaje de masa grasa,
nivel de grasa visceral y porcentaje de masa muscular, a través de del método de
bioimpedancia (balanza de bioimpedancia Omron HBF-514C).

Se citd a los voluntarios por la mafana, teniendo en cuenta que no hayan comido ni
tomado nada en la ultima hora, que se encuentren con la vejiga vacia, y que no estuviesen
en contacto con ningun objeto metdlico en el momento de la evaluacién. El estado
nutricional de acuerdo con el valor de IMC, se categorizé en “Normopeso”, cuando el IMC
se comprendio entre 18,5y 24,99 kg/m?, “Sobrepeso”, cuando el IMC se comprendié entre
25 'y 29,99 kg/m? 'y “Obesidad” cuando el IMC fue 230 kg/m?

(https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight).

El porcentaje de masa grasa y el nivel de grasa visceral se dividié en “normal” y “alto”; y el
porcentaje de masa muscular se clasifico en “Bajo” y “Normal” (Omron Healthcare, 2017;
Gallagher et al., 2000).

Por su parte, la evaluacién de la ingesta alimentaria se realizd utilizando el
cuestionario validado de frecuencia de consumo de alimentos CFA-UP (Olmedo et al.,
2022). A partir del mismo se obtuvieron como variables de salida para el analisis: la ingesta
de kilocalorias diarias, asi como el porcentaje, y la cantidad en gramos diarios consumidos
de carbohidratos, azucares totales, azlcares libres, proteinas, grasa total, acidos grasos
saturados, acidos grasos monoinsaturados, acidos grasos poliinsaturados, colesterol y fibra.

A su vez, se calcularon los gramos diarios consumidos de 17 grupos de alimentos (Lacteos;
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productos de panaderia; comidas elaboradas; hortalizas; caldos sopas salsas y aderezos;
cereales de desayuno y galletitas; carnes y huevos; cereales y legumbres; bebidas
azucaradas e infusiones; bebidas alcohdlicas; carnes procesadas; aceites y grasas; productos
de copetin; frutas; frutos secos y semillas; postres, helados y golosinas; endulzantes, dulces
y mermeladas). Adicionalmente, en concordancia con el Modelo de Perfil de Nutrientes de
la OPS, se clasificaron a los alimentos ultraprocesados en ricos en azucares, ricos en grasas
y ricos en azucares y grasas.

Por dultimo, la muestra de saliva para la posterior extraccion del ADN vy
genotipificacion fue recolectada por el mismo participante en un tubo falcon de 15
milimetros totalmente estéril, luego de la higienizacidn de la cavidad bucal con agua. Para
la extraccion de ADN a partir de la muestra de saliva, se utilizé un protocolo optimizado del
kit comercial DNeasy para sangre y tejidos de la empresa Qiagen dentro de los tres dias
posteriores a la recoleccion de saliva, mediante el cual se logré la obtencidn de 5 ug de ADN
a partir de 2 ml de saliva, con un alto grado de pureza. Para almacenar la muestra, cada
participante fue identificado con un # seguido por un nimero. La genotipificacién para el
polimorfismo rs1801260 (T/C) del gen CLOCK se realizd mediante la técnica de
discriminacién alélica por PCR en tiempo real (equipo StepOne de Termofisher Scientific),
utilizando sondas Tagman de Applied Biosystems, mediante la cual se obtuvo el genotipo
de cada participante: TT, TC o CC. Se utilizo el modelo genético dominante, a partir del cual
se considerd por un lado a los homocigotas mas frecuentes (TT) y, por el otro lado, a los

portadores del alelo de riesgo C (TC+CC)
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6. Analisis estadistico
6.1 Andlisis descriptivo y genético:

El analisis estadistico se realizo utilizando los softwares SSPS Statistics 25 y R (version
4.0). En primer lugar, se llevé a cabo un analisis descriptivo de variables socioecondmicas,
demograficas y de estilo de vida, de la ingesta alimentaria y del estado nutricional de la
muestra. Para determinar si las variables cuantitativas presentaban una distribucion
simétrica se realizd el andlisis de Kolmogorov-Smirnov, considerdndose una distribucidn
normal cuando los valores p eran mayores a 0,05 y una distribucién asimétrica cuando los
valores p eran menores a 0,05. Luego de la eliminacidén de datos atipicos, las variables
cuantitativas con distribucion normal se evaluaron de acuerdo a la media y a su desviacién
estandar, las variables cuantitativas con distribucidn asimétrica se analizaron por medio de
la mediana, y el rango o rango intercuartilico, mientras que las variables categéricas se
analizaron por medio de porcentajes. Las variables cuantitativas continuas que no
presentaron una distribucion simétrica se transformaron logaritmicamente o por medio de
raiz cuadrada para la ejecucion de los posteriores analisis estadisticos, verificandose la
normalizacién de las mismas.

Se estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas para el SNP rs1801260 ubicado
en el gen CLOCK, y, mediante el test Chi? se determind si las mismas se encontraban en
equilibrio de Hardy-Weinberg. En este sentido, la obtencion de valores p <0,05 indican que
las frecuencias genotipicas observadas son significativamente distintas de las predichas
para una poblacidon en equilibrio, y por lo tanto la muestra no se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg, mientras que valores p 20,05 indican que las frecuencias genotipicas
observadas no son significativamente diferentes de las de una poblacién en equilibrio, por
lo que la muestra se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg . A su vez, utilizando el test
Chi?, se determind si existia una diferencia significativa entre el nimero de individuos que
presentaron cada uno de los genotipos y alelos en el proyecto 1000 genomas y en el
presente estudio. Los valores p 20,05 indican que las frecuencias genotipicas y alélicas
observadas no son significativamente diferentes de las de la muestra del proyecto 1000

genomas (Sudmant et al., 2015)
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6.2 Comparacion de las variables antropométricas y de estilo de vida y del estado

nutricional segun el genotipo en el gen CLOCK

La comparacion de las variables categdricas entre genotipos empleando el modelo
dominante se realizd mediante el analisis de regresién logistica, el cual se ajusté por las
variables de confusion edad, sexo, nivel de actividad fisica y estado nutricional. En el caso
de tratarse del andlisis de alguna de estas como variable dependiente, se utilizé6 como
variables confusoras a las tres restantes. Para comparar el IMC, los porcentajes de masa
grasa y masa muscular y el nivel de grasas visceral entre genotipos segin el modelo
dominante, se emplearon las pruebas t-test y ANOVA unifactorial.

La probabilidad de presentar sobrepeso y/u obesidad, porcentaje de masa grasa o
nivel de grasa visceral altos, y porcentaje de masa muscular bajo en los portadores del alelo
de riesgo C en comparacion con el genotipo TT, se determind mediante el empleo del
modelo de regresion logistica y la obtencidn de la razén de posibilidades Odd Ratios (OR o
expB) con su correspondiente intervalo de confianza del 95% vy nivel de significancia
estadistica (valor p), utilizando el modelo dominante. Se establecieron diferencias

estadisticamente significativas cuando los valores p eran <0,05 .

6.3 Preferencias alimentarias en la poblacion general y segtn el genotipo en CLOCK

La comparacién de la ingesta de energia total, nutrientes y grupos de alimentos de
acuerdo al genotipo se determiné mediante las pruebas de t-test y ANOVA unifactorial, se
normalizaron aquellas variables con distribucién asimétrica mediante la aplicacién del
logaritmo natural y de la raiz cuadrada. La ingesta de nutrientes se analizé como porcentaje
de energia total diaria y en gramos ajustados por la energia total, y la ingesta de grupos de
alimentos se analizd en gramos diarios. El ajuste de los gramos de nutrientes por ingesta
energética se realizd6 mediante el método residual, utilizando la siguiente formula: Ingesta
ajustada= (ingesta observada del nutriente-cantidad de nutriente que el individuo deberia
consumir para sus calorias segun el consumo medio de energia de la poblacién) + ingesta

de nutriente esperada para una persona con una ingesta calérica media (Willet et al., 1997).
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Por un lado, por medio de las pruebas t test, y empleando un modelo dominante
(TC+CC vs TT), se establecid si las diferencias de las medias de las variables cuantitativas
continuas estudiadas eran estadisticamente significativas (valor p <0,05) entre los
portadores del alelo de riesgo C y los homocigotas mas frecuentes TT. Adicionalmente, se
calcularon las medias con su desvié estdndar o las medianas con su rango intercuartilico

para cada variable cuantitativa continua segun el genotipo.

6.4 Interacciones gen*dieta

La evaluacién del efecto diferencial que ejerce ingesta de nutrientes y alimentos
sobre el IMC, el porcentaje de masa grasa y de masa muscular y el nivel de grasa visceral
segun el genotipo rs1801260 en el gen CLOCK, se generd mediante dos tipos de andlisis
estadisticos: ANOVA multifactorial con interaccién, y regresion lineal multiple. Para el
analisis de ANOVA multifactorial con interaccion se establecid como variable dependiente
al IMC (trasformado logaritmicamente); como factores potenciales de disefo a la ingesta
porcentual de nutrientes, a la ingesta de nutrientes en gramos (ajustados por la energia
total) y a la ingesta por grupos de alimentos (como porcentaje de la ingesta energética
total), todos ellos divididos por la media o la mediana en las categorias “Baja ingesta” y “Alta
ingesta”, y al genotipo, el cual fue analizando mediante el modelo dominante (TC+ TT); se
agregd como variable independiente el término de interaccion entre la ingesta de
nutrientes o grupos de alimentos y el genotipo. El modelo se ajusté por edad, sexo, nivel de
actividad fisica, horas de suefio por dia y energia total, excluyendo a este ultimo factor
perturbador cuando se analizé la ingesta de nutrientes en gramos ajustados por energia. El
analisis de cada modelo se realizé considerando la significancia del término de interaccion
y de cada una de las combinaciones posibles para las categorias de ingesta y genotipo
obtenidas a partir del test de comparaciones post-hoc de Tukey del término de interaccidn
ingesta*genotipo. Los valores p <0,05 permiten corroborar la existencia de una diferencia
significativa en el IMC en funcién del nivel ingesta de nutrientes o grupos de alimentos

segun el genotipo.
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En el andlisis de regresidn lineal multiple, se incluyd como variables dependiente al
IMC trasformado logaritmicamente, como covariable a la ingesta de nutrientes (% de la
energia total y gramos ajustados por la energia total) y a la ingesta por grupos de alimentos
(porcentaje de la ingesta de energia), como factor potencial de disefio al genotipo, el cual
fue analizando a través del modelo dominante (TC+CC vs. TT); adicionalmente, se agregd
como regresor el término de interaccion entre la ingesta de nutrientes o grupos alimentos
y el genotipo. El ajuste del modelo se realizé por las variables edad, sexo, nivel de actividad
fisica, horas de suefo por dia y energia total, excluyendo a este ultimo factor perturbador
cuando se analizo la ingesta de nutrientes en gramos ajustados por energia. El analisis de
cada modelo se realizd considerando la significancia del término de interaccién para
determinar si la influencia que tiene la ingesta de nutrientes o grupos de alimentos sobre el
IMC es significativamente diferente (valor p <0,05) segun el genotipo en CLOCK. A su vez,
se considerd la significancia de los efectos individuales de la ingesta de nutrientes o grupos
de alimentos segun el genotipo, para determinar si cada una de las pendientes

correspondientes a los distintos genotipos son distintas de cero (valor p <0,05).
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7.Resultados
7.1 Caracteristicas generales de la muestra

7.1.1 Variables sociodemograficas: Un total de 95 voluntarios que cumplieron con los
criterios de inclusion participaron del estudio. Del total de la muestra, el 64,2 % fue de sexo
femeninoy 35,8% de sexo masculino. La mediana de la edad fue de 30 afos (con un minimo
de 19 afios y un maximo de 64). El nivel socioeconémico de todos los participantes de la
muestra fue medio-alto, mientras que en lo referente al nivel educativo, un 33,7% de los
participantes refirié haber finalizado el nivel universitario, un 9,5% el nivel terciario, un
48,4% el nivel secundario, mientras que un 8,4% refiridé haber finalizado los estudios
primarios .

7.1.2 Cronotipo y nivel de descanso: la mediana para las horas de suefio fue de 7 horas,
con un minimo de 5 horas y un maximo de 8 horas. Un 59,6% de los participantes tuvo
niveles de descanso adecuado, mientras que el 40,4% no cumplié con las horas de suefio
recomendadas. Adicionalmente se determind que el 54,9 % de la muestra presentd un
cronotipo intermedio, un 32,9 % un cronotipo matutino y un 12,2 % cronotipo vespertino.
7.1.3 Variables antropomeétricas: Respecto a las variables antropométricas analizadas, la
mediana para el IMC fue de 24,7 kg/m? (minimo 19 kg/m?, maximo36,2 kg/m?), a su vez, el
68,4 % de la muestra presentd niveles de grasa corporal altos y el 31,6 % niveles normales,
mientras que en lo que refiere a grasa visceral, el 80,2% presentd niveles normales, y el 19,8
% niveles altos. Por ultimo, en relacién a la masa muscular, el 65,2 % de los participantes
presento valores normales, mientras que el 6,5% y el 28,3 % presento valores altos y bajos
respectivamente.

7.1.4 Nivel de actividad fisica: segin parametros de la Organizacién mundial de la salud se
determind que el 51,1% de los participantes eran fisicamente activos y el 48,9% sedentarios.
7.1.5 Ingesta de nutrientes y grupos de alimentos: los resultados de ingesta energética y
de macronutrientes se muestran en la Tabla 1. La mediana observada respecto al consumo
energético diario de la muestra fue de 2320 kcal por dia (minimo 1258 y maximo 3929
kcal/dia). La ingesta de macronutrientes expresada como porcentaje de la ingesta caldrica
total fue de 45 % ( DE £ 6%), para los carbohidratos, 17,1 % ( DE * 2,64) para proteinas y

39,3% (DE £ 6) para las grasas. Asimismo, la ingesta de grasas saturadas fue del 13,3% ( DE
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+ 2,4), y el consumo de Azlcares totales del 15,5 % ( DE + 4,79) mientras que la mediana
observada en el consumo de azucares libres fue del 7.8 % ( min y max. 0,3- 36,4). En cuanto
al aporte de energia de los diferentes grupos de alimentos (Tabla 2), se observd que los
grupos de mayor aporte de energia fueron las comidas elaboradas, los lacteos, los
productos de panaderia, las carnes y huevos y los cereales y galletitas, mientras que los

grupos de menor aporte fue el de los frutos secos y semillas.

Tabla 1. Ingesta energética y de macronutrientes de la muestra general

Media Desvio estandar Mediana (min-max) RIQ
Energia total (Kilocalorias/dia) 2361 660 2320 ( 1258-3929) 934
CHO (gr ajustados/dia)) 265 30,3 268(194-332) 40
CHO ( % Kcal Totales) 45 6 45,2(31,5-59,9)
Grasas ( gr ajustados /dia) 184 27,9 183(132-251) 46
Grasas ( % Kcal Totales) 39,3 57 39,8(24,2-52)
Proteinas (gr ajustados/dia) 165 24,8 161(106-225) 31
Proteinas ( % Kcal Totales) 17,1 2,64 17,1(11,9-23,5)
Azucares totales (gr ajustados/dia ) 85,7 18,5 83,1(40,9-132) 24,1
Azucares totales ( % Kcal Totales) 15,9 43 15,5(6,8-28,1)
SFA (gr ajustados/dia) 33,1 5,57 32,8(20,3-46) 7,3
SFA ( % Kcal Totales) 13,3 2,4 13,2(7,3-18,3)
MUFA ( gr ajustados/dia) 36,7 7,1 36,8(21,7-54,3) 10,6
MUFA ( % Kcal Totales) 9,9 3,2 9,3(4,2-18,4)
PUFA ( gr ajustados/dia) 19,1 4,16 18,9(10,2-28,5) 4,8
PUFA ( % Kcal Totales) 5,7 1,8 5,8(1,9-10,5)
Colesterol (mg ajustados/dia) 398 101 387(207-657) 137
Fibra ( gr ajustados/dia) 26,2 6,9 25,5(10,9-42,2) 8,6

SFA: dcidos grados saturados; MUFA: dcidos grasos monoinsaturados; PUFA: dcidos grasos poliinsaturados.
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Tabla 2. Ingesta de grupos de alimentos de la muestra general

Grupos de alimentos (% Energia) Media Desvio estandar Mediana (min-max) RIQ

Lacteos 10 4,52 9,27 ( 0,85-21) 6,53

Cereales de desayuno y galletitas 571 5,25(0-22,3) 8
6,99

Productos de panaderia 9,68 5,34 9,44( 0-21,5) 7,50

Comidas elaboradas 18,5 7,96 18,5(2,68-38,7) 10,3
8,02 4,21 7,5% ( 0,36-16,8)

Carnes y huevos 5,86

Carnes procesadas 2,31 1,73 2,19%( 0-7,11) 2,50

Cereales y legumbres 6,52 4,21 5,96 ( 0-18,2) 6,20

Hortalizas 3,55 1,99 3,38 (0-8,53) 2,79
1,01 0,65

Caldos, sopas, salsas y aderezos 1(0-2,67) 0,91
5,78 3,82 5,41 ( 0-15,1) 5,90

Aceites y grasas
1,69 1,88 1% (0a 6,48)

Productos de copetin 2,92
6,53 430 6% (0-18.1)

Frutas 6,49
1,32 1,85 0,19 %( 0-5,96)

Frutos secos y semillas 2,47
4,7 3,86 3,9% ( 0-16)

Postres, helados y golosinas 6,12
2,35 2,07 1,89% ( 0-7,58)

Endulzantes, dulces y mermeladas 3,08
2,84 6,86

Bebidas azucaradas e infusiones 0,2% ( 0-43) 2,21

Bebidas alcohdlicas 2,66 4,54 1% (0a 26,2 %) 3,45
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7.2 Asociacion entre el genotipo rs1801260 en el gen CLOCK y las variables
antropomeétricas, el cronotipo y la ingesta de nutrientes.

7.2.1 Frecuencias alélicas y genotipicas para el polimorfismo rs1801260 en el gen CLOCK:
Las frecuencias genotipicas observadas fueron de 57,9 % para el genotipo homocigota TT,
37,9 % para el genotipo heterocigota TC y de 4,2 % para el genotipo homocigota CC (Figura
2A).En lo referido al andlisis de la frecuencia alélica, se determind que la frecuencia del alelo
de riesgo C fue del 23 %, en tanto que para el alelo T fue del 77 % (Figura 2B). A partir de la
prueba Chi? se establecié que las frecuencias alélicas observadas no son significativamente
diferentes de las de una poblacién en equilibrio, y que la muestra se encuentra en equilibrio
de Hardy-Weinberg ( valor prueba Chi?=0,42 y valor p= 0,51).

Al compararse con datos del proyecto 1000 genomas (Sudmant et al., 2015a) no se
observaron diferencias significativas con la frecuencia alélica global (p=0,96), la frecuencia

alélica americana ( p=0,89) ni europea (p=0,13).

ARG ALL EUR AMR
4% 7% 9% 6%

38% 8% 32% 61% - 49% 35% 59%
T TC cC v TC cC T TC CcC 1T TC cc

ARG ALL EUR AMR

23% 23% 31% 24%
77% 77% 69% 76%
T [ T { ) 5 C T [

Figura 2. A) Frecuencias genotipica del SNP rs1801260 observada en el presente trabajo (ARG), a nivel global (ALL); en
poblacion europea (EUR) y en poblacion americana(AMR) (Sudmant et al., 2015)B) Frecuencias alélica del SNP rs1801260
observada en el presente trabajo (ARG), a nivel global (ALL); en poblacién europea (EUR) y en poblacion americana(AMR).

(Sudmant et al., 2015)
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7.2.2 Asociacion con variables antropométricas: La mediana para IMC en los portadores de
la variante de riesgo fue de 24.8 kg/m?, (min: 19,2 y max.: 36,2) mientras que la misma fue
de 24.2 kg/m? (min: 19 y max: 34,5) para los no portadores TT. Los resultados de la prueba
Mann Whitney determinaron que no hubo diferencias estadisticamente significativas en el
IMC entre ambos grupos (p=0,58), asi como tampoco en el porcentaje masa muscular
(p=0,85) y nivel de grasa visceral (p=0,50), en lo que respecta al porcentaje de masa grasa
utilizando la prueba T de Student se determind que tampoco existian diferencias
significativas en esta categoria entre ambos grupos (p=0,58). Por otra parte, al explorar la
proporcion de individuos con distintos niveles de masa muscular (bajo, normal y alto) se
observo una diferencia al borde de la significancia estadistica (p=0,051) siendo la tendencia
en los portadores del alelo de riesgo una mayor proporcién de individuos con niveles de
masa muscular baja. Mas especificamente el 36,8 % de individuos portadores del alelo C
tenian una baja masa muscular, mientras que para los portadores del alelo T la proporcién
de individuos con baja masa muscular era del 22,2 %. Adicionalmente se analizaron las
proporciones de individuos con niveles altos o normales tanto de grasa corporal como de

grasa visceral segun el genotipo, sin observarse diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla3.Composicidn segin genotipo (modelo dominante)

Media Mediana Media TT Media Mediana Mediana Valor p
General General TC+CC T TC+ CC
IMC 25,3 24,7 25 25,7 25 25,7 0,13 *
% masa muscular 29,1 28,3 29,3 28,9 28 28,85 0,79*
% individuos masa muscular | 65,2 66,6 63,1
baja
% individuos masa muscular | 28,2 22,2 36,8
normal
% individuos masa muscular | 6,5 11,1 0
alta
% grasa corporal 33,1 32,2 32,7 33,7 32,6 31,8 0,58**
% individuos grasa corporal | 68,4 69,1 67,5
alta
% individuos grasa corporal | 31,6 30,9 32,5
normal
% grasa visceral 6,2 6 6 6,74 5 6 0,23 *
% individuos grasa visceral | 19,8 14,3 28,1
alta
% individuos grasa visceral | 80,2 85,7 71,9
normal

*valor p segiin prueba t de Student; ** valores p seglin test Mann Whitney

7.2.3 Horas de sueiio y cronotipo: En lo que respecta a las horas de suefo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los portadores del alelo de riesgo C vy los
no portadores(p= 0,69 ) con una mediana en esta variable similar en ambos grupos ( 7 hs ).
En cuanto a la inadecuacion del descanso tampoco se observaron diferencias significativas
(p=0,117) entre portadores y no portadores de la variante de riesgo. Finalmente a través
del test Chi% se determind que no existia una diferencia en el cronotipo entre las variables

alélicas analizadas ( p=0, 200)
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7.2.4 Nivel de actividad fisica: se determiné que el 40 % de los portadores del alelo C fueron
fisicamente activos mientras que el 60% eran sedentarios, en tanto que en los no
portadores un 59,3 % y un 40,7 % se categorizaron como fisicamente activos y sedentarios
respectivamente. Segun el test Chi%, no se observaron diferencias significativas en los

niveles de actividad fisica entre los portadores y no portadores (P=0,65)

7.2.5 Ingesta de energia y nutrientes segun genotipo: los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 4. Si bien no se observaron diferencias en la ingesta caldrica total entre los
portadores del alelo de riesgo y los no portadores segun la prueba t , a través de la
comparacion de medias de los tres genotipos mediante el andlisis el test ANOVA unifactorial
se encontré una mayor ingesta caldrica para los heterocigotas TC con respecto a los
homocigotas TT (media TC 2562 kcal/dia, media TT 2260 kcal/dia, p=0,049)(Fig. 4A).
Cuando se compard la ingesta de nutrientes entre portadores y no portadores del alelo de
riesgo (TC + CC vs. TT), expresada como porcentaje de la energia total, se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en la ingesta de proteinas. Los portadores,
tuvieron una menor ingesta de proteinas en relacidon a los no portadores (TC+CC= 16%;
TT=17,8%; p=0,001)(Fig. 4B). Asimismo, cuando la ingesta de nutrientes se expresd en
gramos ajustados por la ingesta caldrica, se encontré una diferencia significativa en la
ingesta de carbohidratos, siendo ésta menor para los portadores (TC+CC= 255,4 gr; TT:
271,1gr ; p=0,022)(Fig. 4C). Por otro lado, cuando se compararon las ingestas de nutrientes
de los tres genotipos mediante el test de ANOVA, se observd una diferencia significativa en
la ingesta de proteinas, determinandose a través del test de Tukey que los heterocigotas TC
tuvieron un consumo de proteinas significativamente menor que los no portadores TT

(TC:15,9%; TT 17,8%; p=0,003)
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Tabla 4. Ingesta energética y de macronutrientes por genotipos ( segin modelo dominante)

Media General Media TT Media TC+CC P valor
Kilocalorias/dia 2361 2260 2500 0,082
CHO (gr ajustados) 265 2711 255,4 0,022
CHO ( % Kcal Totales) 45 45,5 44,2 0,291
Grasas ( gr ajustados) 184 179.3 190.2 0,064
Grasas ( % Kcal Totales) 39,3 38,7 40 0,295
Proteinas (gr ajustados) 165 166,9 163 0,481
Proteinas ( % Kcal Totales) 17,1 17,8 16 0,001
Azucares totales (gr ajustados ) 85,7 84,5 87,9 0,455
Azucares totales ( % Kcal Totales) 15,9 16,3 15,3 0,278
Azucares libres ( gr ajustados) 44,2 47,4 39,5 0.069
Fibra ( gr ajustados) 22,3 26,8 35,6 0,429
SFA ( gr ajustados) 33,1 32,2 34,4 0,065
SFA ( % Kcal Totales) 13,3 13,1 13,6 0,357
MUFA ( gr ajustados) 36,7 36,1 37,4 0,419
MUFA ( % Kcal Totales) 9,91 9,9 9,9 0,987
PUFA ( gr ajustados) 19,1 18,9 19,5 0,491
PUFA ( % Kcal Totales 5,79 5,5 6,1 0,153
Colesterol (mg ajustados) 398 397,7 398,4 0,974
Fibra ( gr ajustados) 22,3 26,8 35,6 0,429
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Figura 4. A: diferencias ingesta caldrica por genotipo; B: ingesta porcentual de proteinas segun genotipo(
modelo dominante); C: ingesta gr de carbohidratos segun genotipo (modelo dominante; D: ingesta

porcentual de carnes y huevos segtin genotipo ( modelo dominante)

7.2.6 Ingesta de grupo de alimentos segtin genotipo: En el analisis de la ingesta de grupos
de alimentos (Tabla 5) se identificé una diferencia estadisticamente significativa en el
consumo del grupo carnes y huevos (p =0.046) (Fig. 4, D), siendo ésta del 8,7% para los no
portadores y del 7% en los portadores del alelo C. El analisis con ANOVA de un factor no
determino que existiesen diferencias en el consumo de los diferentes grupos de alimentos

analizados entre los 3 genotipos ( TT, TCy CC).
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Tabla 5. Ingesta por grupos de alimentos segun genotipos ( segin modelo dominante)

Ingesta por grupo de alimentos ( %) Media General Media TT Media TC+CC P valor
Lacteos 10 10,2 9,68 0,56
Cereales de desayuno y galletitas 6,9 6,57 7,55 0,55
Productos de panaderia 9,6 9,55 9,87 0,77
Comidas elaboradas 18,5 17,4 20 0,11
Carnes y huevos 8 8,74 7,06 0,04
Carnes procesadas 2,3 2,43 2,15 0,46
Cereales y legumbres 6,5 6,89 6,01 0,11
Hortalizas 3,5 3,57 3,53 0,92
Caldos, sopas, salsas y aderezos 1 0,94 1,11 0,278
Aceites y grasas 5,7 5,72 5,87 0.85
Productos y copetin 1,6 1,86 1,47 0,33
Frutas 6,5 6,69 6,32 0,68
Frutos secos y semillas 1,3 1,21 1,47 0,52
Postres helados y golosinas 4,7 4,64 4,80 0,84
Endulzantes, dulces y mermeladas 2,3 2,35 2,37 0,96
Bebidas azucaradas e infusiones 2,8 2,50 3,39 0,86
Bebidas alcohdlicas 2,6 2,68 2,62 0,40
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7.2.7 Interacciones gen*nutriente: para analizar la dependencia de las variables
antropomeétricas con las variables genéticas y nutricionales, se utilizd el modelo de
regresion lineal multiple, incluyendo el término de interaccion gen*nutriente. No se
obtuvieron términos de interaccién estadisticamente significativos para la ingesta de
energia y nutrientes. Sin embargo, a partir del analisis de efectos simples se observé que
los portadores del alelo de riesgo (TC+ CC) tenian un menor IMC a mayor consumo de
colesterol( p=0,043)(Figura 5), relacién que no fue observada para los no portadores
(p=0,7). Adicionalmente, también con el analisis de efectos simples, se observé que los no
portadores TT tenian mayor masa muscular a mayor consumo de colesterol (p=0,04) y que
la masa muscular aumentaba tanto en TT (p= 0,014) como en TC + CC (0,04) a mayor

consumo de kilocalorias.
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Figura 5. Interaccion gen* ingesta mg de colesterol

7.2.8 Interacciones gen* grupo de alimentos: En primer lugar, los resultados del analisis de
regresion lineal multiple realizados para modelar la dependencia del IMC con las variables
genéticas y de ingesta de grupos de alimentos determinaron la existencia de términos de
interaccion  estadisticamente  significativos para el consumo de bebidas
alcohdlicas(p=0,036), determinandose con el andlisis post hoc, que los portadores de la
variante de riesgo, y no asi los portadores del alelo T, incrementaban su IMC a mayor

consumo de alcohol( p=0,012) (Figura 5). Adicionalmente, se observo en los portadores C
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un incremento significativo en los niveles de grasa visceral a mayor consumo de alcohol
segun el modelo de efectos simples ( p=0,01) (Figura 5).

Por otro lado, si bien no se observd interaccion entre el grupo carnes y huevos vy el
genotipo para el IMC, el desglosar el grupo carnes y huevos en las categorias en carnes,
viscera y huevos, y analizarlas por separado, permitid el hallazgo de una interaccion entre
el genotipo y el consumo de huevos ( p de interacciéon =0,014) con una reduccién en el IMC
a mayor consumo de huevos en los portadores C segln el analisis post hoc ( p=0,025). En
la misma linea, utilizando la prueba ANOVA con interaccién se observd una interaccidn
significativa entre el consumo de huevo, categorizado en consumo alto y bajo, y el IMC(
p=0,028), sin encontrarse ningun valor significativo en el analisis post hoc.

No se observo a través del analisis de regresioén lineal multiple que el resto de los
grupos de alimentos influyera de manera significativamente diferencial sobre el IMC segun
el Genotipo. Sin embargo, los analisis post hoc, utilizando el modelo de efectos simples,
determinaron que los individuos portadores del genotipo TT presentaban valores mas bajos
en su IMC cuanto mas bajo era su consumo de comidas elaboradas (p=0,047) mientras que
los portadores del alelo de riesgo tenian un menor el IMC a mayor consumo de cereales
de desayuno y galletitas ( P=0,025). Por su parte se observé que los portadores de la
variante T tenian mayores niveles de masa muscular a mayor consumo del lacteos de
(p=0,02) ademas de que este grupo presentaba una interaccidn significativa entre la
categoria mayor consumo de lacteos con los niveles de masa muscular segln el test ANOVA

con interaccion( p=0,02).
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Figura 5. Interaccion gen* % ingesta bebidas alcohdlicas para IMC y grasa visceral
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Tabla 6. Determinacion de interaccion gen*ingesta caldrica y gen*nutriente sobre IMC por

regresion lineal multiple.

T TC+CC Interaccion
Nutrientes gen-dieta

B (IC95%) Valor p B (IC95%) Valor p

(valor p)

Kilocalorias
(keal/d) 0,0000173 (0,0000474; 0,0000821) | 0,596 0,0000526( 0,0000283; 0,000134) | 0,200 0,502
Carbohidratos
% -0,000770(-0,00782; 0,00628) 0,828 -0,00476 (-0,01278; 0,00326) 0,241 0,465
g/d 1,71e4(0,00138; 0,00172) 0,827 -0,00133(-0,00297; 0,000314) 0,112 0,200
AzUcares totales
% -0,0470 ( -0,188; 0,0940) 0,509 0,0751 (-0,123; 0,2728) 0,452 0,321
g/d -0,00148( -0,00332; 0,000353) 0,112 0,00224( -0,00479; 0,000307) 0,426 0,215
Azucares libres
% 0,00501 ( -0,180; 0,00802) 0,446 0,00292 (-0,0101; 0,01597) 0,657 0,392
g/d -0,000380(-0,00257; 0,00181) 0,730 -0,00224(-0,00479; 0,000307) 0,084 0,273
Proteinas
% 0,00730( -0,01008; 0,0247) 0,406 0,01294( -0,00873; 0,0346) 0,238 0,687
g/d -0,0000509(-0,00196; 0,00186) 0,958 -0,000423(-0,00262; 0,00177) 0,702 0,796
Grasas totales
% -0,00109( - 0,0120; 0,00984) 0,843 -0,00394( -0,0113; 0,00346) 0,293 0,664
g/d -0,000622(-0,00224; 0,00100) 0,448 -0,00106(-0,00300; 0,000875) 0,279 0,722
AGS
% -0,00541( -0,0261; 0,0153) 0,605 0,00120( -0,0186; 0,0210) 0,905 0,637
g/d -0,00385( -0,0133; 0,00561) 0,420 -0,00193( -0,0106; 0,00673) 0,659 0,763
AGMI
% 0,00134( -0,0115; 0,01414) 0,836 -0,00922( -0,0253; 0,00691) 0,259 0,311
g/d 0,00193( -0,00857; 0,00470) 0,564 -0,00377(-0,00995; 0,00241) 0,228 0,687
AGPI
% 0,0000809( -0,0250; 0,0251) 0,995 -0,00218( -0,0284; 0,0241) 0,869 0,902
g/d 0,000704(-0,00924; 0,01064) 0,889 -0,00409( -0,01728; 0,00909) 0,538 0,564
Colesterol
(@) 0,0000615(-0,000357; 0,000480) 0,771 -0,000597(-0,00118; 0,0000191) 0,043 0,068
Fibra (g/d) -0,00313(-0,01082; 0,00455) 0,419 -0,00104( -0,00821; 0,00613) 0,773 0,685
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Tabla 7. Determinacion de interaccion gen*grupo de alimentos sobre IMC por regresién lineal

multiple.

T TC+CC Interaccion

Grupo de
gen-dieta
Alimento B (IC95%) Valor p B (1C 95%) Valor p
(Valor p)

Lacteos 0,00134(-0,00821; 0,0109) 0,782 0,00234(-0,01131; 0,0160) 0,734 0,905
Carnes y

0,0148(-0,0404; 0,0700) 0,595 0,0110( -0,0471; 0,0691) 0,708 0,925
Huevos
Comidas

-0,00502( -0,00997; -0,0000702) 0,047 0,000947(-0,00504; 0,00693) 0,754 0,130
Elaboradas
Productos de

-0,00411(-0,0115; 0,00324) 0,269 -0,00646( -0,0152; 0,00226) 0,145 0,684
Panaderia
Cereales de
desayuno vy | -0,0300( -0,0626; 0,00262) 0,071 -0,0398( -0,0747; -0,00501) 0,025 0,603
galletitas
Cereales y

0,0297( -0,0259; 0,0853) 0,291 -0,0356(-0,0831; 0,0120) 0,140 0,069
legumbres
Hortalizas -0,00132( -0,0219; 0,01928) 0,899 -0,01533( -0,0382; 0,00755) 0,186 0,367
Bebidas

-0,01295( -0,0431; 0,0172) 0,392 0,00594( -0,0294; 0,0412) 0,737 0,404
azucaradas
Bebidas

0,00903( -0,0333; 0,0514) 0,670 0,08081(0,0183; 0,1433) 0,012 0,037
Alcohdlicas
Caldos, salsas

-0,00757( -0,0730; 0,0578) 0,818 0,00539( -0,0741; 0,0849) 0,893 0,803

y aderezos
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Tabla 8. Interaccidn gen*nutriente sobre IMC segiin ANOVA de dos factores.

T TC+CC Interaccion gen-dieta Test de Tukey
Nutrientes Nivel de ingesta
IMC* 1C 95% mc* 1C 95% (valor p) (valor p)

Baja (<2319 kcal) 3,29 3,22-3,35 3,33 3,25-3,41

Kilocalorias 0,835 N/S
Alta (22319 kcal) 3,31 3,23-3,38 3,34 3,27-3,41

Carbohidratos
Baja (<45%) 3,28 3,21-3,35 3,33 3,26-3,40

% 0,611 N/S
Alta (245%) 3,29 3,23-3,35 3,31 3,23-3,31
Baja (<265 g/d) 3,29 3,22-3,37 3,31 3,23-3,38

g/d 0,828 N/S
Alta (2265 g/d) 3,29 3,22-3,35 3,29 3,19-3,38

Azlcares totales
Baja (<15,9%) 3,28 3,21-3,35 3,33 3,26-3,41

% 0,843 N/S
Alta (215,9%) 3,31 3,24-3,39 3,35 3,26-3,44
Baja (<85,7 g/d) 3,30 3,23-3,36 3,31 3,21-3,41

g/d 0,650 N/S
Alta (285,7 g/d) 3,28 3,18-3,37 3,32 3,23-3,41

Azlcares libres
Baja (<7,9%) 3,30 3,23-3,37 3,35 3,27-3,42

% 0,898 N/S
Alta (27,9%) 3,29 3,22-3,37 3,33 3,25-3,42
Baja (<44,2 g/d) 3,31 3,25-3,38 3,34 3,28-3,41

g/d 0,292 N/S
Alta (244,2 g/d) 3,31 3,24-3,37 3,27 3,18-3,36

Proteinas
Baja (<17,1%) 3,27 3,20-3,35 334 3,27-3,42

% 0,747 N/S
Alta (217,1%) 3,31 3,24-3,37 3,35 3,27-3,44
Baja (<97,2 g/d) 3,29 3.21-3.36 3.34 3,27-3,41

g/d 0,532 N/S
Alta (297,2 g/d) 3,29 3,23-3,36 3,30 3,20-3,40

Grasas totales
Baja (<39,3%) 3,28 3,21-3,35 3,30 3,22-3,37

% 0,516 N/S
Alta (239,3%) 3,34 3,36-3,43 3,32 3,24-3,39
Baja (<101g/d) 3,30 3,24-3,37 3,36 3,27-3,45

g/d 0,880 N/S
Alta (2101g/d) 3,27 3,19-3,34 3,31 3,24-3,39

AGS
Baja (<13,3%) 3,29 3,22-3,36 3,34 3,26-3,43

% 0,810 N/S
Alta (213,3%) 3,29 3,22-3,36 3,33 3,26-3,41
Baja (<33,1 g/d) 3,31 3,24-3,38 3,35 3,26-3,45

g/d 0,817 N/S
Alta (233,1 g/d) 3,28 3,20-3,36 3,31 3,23-3,39

AGMI
Baja (<9,9%) 3,31 3,25-3,38 3,35 3,28-3,43

% 0,821 N/S
Alta (29,9%) 3,27 3,20-3,34 3,33 3,25-3,40
Baja (<33,6 g/d) 3,31 3,24-3,38 3,33 3,25-3,41

g/d 0,439 N/S
Alta (233,6 g/d) 3,27 3,20-3,34 3,34 3,27-3,41

AGPI
Baja (<5,7%) 3,29 3,22-3,36 3,34 3,25-3,42

% 0,911 N/S
Alta (25,7%) 3,27 3,20-3,35 3,31 3,23-3,39
Baja (<19,1g/d) 3,29 3,22-3,35 3,34 3,25-3,42

g/d 0,419 N/S
Alta (2189,1 g/d) 3,33 3,26-3,41 3,33 3,25-3,40
Baja (<398 mg/d) 3,29 3,23-3,35 3,38 3,31-3,46

Colesterol (g/d) 0,038 N/S
Alta (2398 mg/d) 3,32 3,23-3,41 3,27 3,18-3,36
Baja (<26,2 g/d) 3,32 3,25-3,40 3,31 3,24-3,39

Fibra (g/d) 0,313 N/S
Alta (226,2 g/d) 3,30 3,22-3,37 3,36 3,27-3,45
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8.Discusion
El presente trabajo es el primero, al menos desde nuestro conocimiento, en

establecer la frecuencia alélica del SNP rs1801260 en el gen CLOCK en una poblacién urbana
argentina, corroborando que la misma es similar a la frecuencia global, americana y europea
de este SNP descripta en el proyecto 1000 genomas (Sudmant et al., 2015).

Con respecto a la asociacidn entre el genotipo en rs1801260 y variables fenotipicas
asociadas a obesidad, tales como el IMC, el porcentaje de masa grasa, o el cronotipo
vespertino, no se han podido replicar hallazgos previos que asociaron al alelo de riesgo C
con un mayor IMC, perimetro de cintura y una mayor prevalencia de obesidad (Rahati et
al., 2021; Garaulet et al., 2011). Sin embargo, se ha encontrado una tendencia al limite de
la significancia estadistica en el porcentaje de masa muscular, siendo la misma menor para
los portadores del alelo de riesgo C. En este sentido, es interesante destacar la existencia
de evidencia que ha establecido un fuerte vinculo entre los relojes moleculares vy la
estructura y funcion del musculo esquelético. Mas especificamente, hallazgos previos en
estudios preclinicos han documentado que las mutaciones tanto en el gen Bmal como en
CLOCK se vinculan tanto a la perdida de fuerza como también a alteraciones en la
arquitectura de la miofibrilla y en el nimero de mitocondrias musculares (Aoyama &
Shibata, 2017). El mecanismo propuesto detras de estas afecciones seria la alteracidon en la
expresion de la proteina 1 de diferenciacion miogénica (Myod), un factor de transcripcion
perteneciente la familia de los factores reguladores miogénicos, que modula la miogénesis
y la reparacion del tejido muscular, ademas de inducir la transformacién de las células
satélites en células de linaje muscular maduras (Fernandez-Lazaro et al., 2022). Myod
guarda ritmicidad circadiana y esta regulado por los factores de transcripcion CLOCK vy
Bmal, lo que explicaria por que las alteraciones en los genes reloj se han vinculado tanto a
la perdida de ritmicidad circadiana en Myod como a los déficits funcionales, estructurales
y disminucién de la densidad mitocondrial en el tejido muscular (Andrews et al., 2010).
Seguir explorando como los genes reloj regulan a Myod es fundamental siendo que la
alteracién de la expresiéon de esta ultima se vincularia a condiciones como la distrofia
muscular (Amack et al., 2002), la sarcopenia y la pérdida de masa muscular asociada con la

edad (Fernandez-Lazaro et al., 2022).
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Por otro lado, se encontré que el genotipo en rs1801260 en el gen CLOCK se asocia
con determinadas preferencias alimentarias, siendo que los portadores del alelo de riesgo
C tuvieron una mayor ingesta calérica y de carbohidratos y un menor consumo de proteinas
en relacién a los homocigotas TT, consistente con un menor consumo del grupo “carnes y
huevos”. Si bien la mayor ingesta energética y de carbohidratos ha sido reportada
previamente para los portadores del alelo de riesgo (Rahati et al., 2021), la menor ingesta
de proteinas es un hallazgo novedoso.

Adicionalmente, los resultados obtenidos permitieron describir diversas
interacciones entre la ingesta de nutrientes y el genotipo sobre el IMC y otros desenlaces
antropométricos. Al respecto, una de las interacciones observadas fue que los portadores
de la variante de riesgo tenian un mayor IMC y mayores niveles de grasa visceral a mayor
consumo de alcohol. Si bien, al menos desde nuestro conocimiento, no existen
antecedentes en estudios con humanos sobre esta interaccidn, si existen antecedentes
preclinicos que sefialan que ratones con alteraciones en el gen CLOCK, en comparacién a
los ratones control, desarrollan un mayor peso hepatico, esteatosis hepatica y una mayor
permeabilidad intestinal con el consumo de alcohol (Bailey, 2018; Kudo et al., 2009; Summa
et al., 2013). Llamativamente la relacion entre el consumo de alcohol y las alteraciones de
los genes reloj parece ser de tipo bidireccional. Mas alla de las interacciones gen*alcohol
antes descriptas y de que ademas existen antecedentes que vinculan a ciertos SNPs de los
genes reloj a una mayor predisposicién al consumo de bebidas alcohdlicas (Udoh et al.,
2015), el consumo de alcohol podria afectar el funcionamiento de los relojes biolégicos.
Mas especificamente, el consumo de alcohol afectaria el equilibrio redox (NAD+/NADH)
impactando negativamente sobre el heterodimero CLOCK-BMAL 1 y consecuentemente
sobre la expresién de los genes reloj en el tejido hepatico, promoviendo cronodisrupcion
al desincronizacién la ritmicidad del SNQ y los relojes periféricos hepaticos (Bailey, 2018;
Udoh et al., 2015).

Otra de las interacciones observadas fue la de los portadores del alelo de riesgo del
gen CLOCK rs18012160 con el consumo de colesterol, donde a mayor consumo de colesterol

se observaba un menor IMC, posiblemente vinculado a que los portadores de la variante de
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riesgo también demostraron un menor IMC a mayor consumo de huevo. Consideramos a
este hallazgo como el mas controvertido de nuestro estudio, siendo que no existen
antecedentes ni mecanismos fisiolégicos que expliquen esta interaccion por lo que creemos
que sera importante, si estos resultados se replican en futuros estudios, la construccién y
puesta a prueba de hipdtesis que potencialmente expliquen esta relacion.

Por ultimo, vale destacar que no se observaron algunas de las preferencias
alimentarias e interacciones gen*nutriente documentadas anteriormente para este SNP.
En lo que refiere a preferencias alimentarias, no se detectd la tendencia a un mayor
consumo de grasas en los portadores del alelo de riesgo descripta recientemente por Rahati
et al. En cuanto a las interacciones gen*nutriente, se han descripto una serie de
interacciones de este SNP con el consumo de grasas que no fueron observadas en nuestro
estudio. Garaulet et al, por ejemplo, determinaron que un consumo de grasas saturadas
superior al 11,8% respecto a la ingesta energética total se asociaba a un mayor perimetro
de cintura en los portadores del alelo de riesgo y no asi en los portadores del alelo
mayoritario (Garaulet et al., 2009). Posteriormente, otro estudio espafiol indicd que una
dieta baja en grasas interactuaba con los portadores del alelo de riesgo asocidndose a
mejoras en los niveles de insulina, indice HOMA y en la sensibilidad a la insulina (Garcia-
Rios et al., 2014). Finalmente, un estudio reciente determind que una dieta alta en grasa
interactuaba con los portadores del alelo de riesgo asociandose a una mayor ingesta
energética (Rahati et al., 2021).

Consideramos que las diferencias observadas entre nuestro estudio probablemente
estén influenciadas por el tamafio de la muestra y la menor potencia estadistica, asi
también como a las diferencias étnicas y a las diferentes condiciones de salud con las

poblaciones analizadas en trabajos anteriores.
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9. Conclusiones
La frecuencia alélica observada en una muestra de la ciudad de La Plata, Argentina,

en el SNP rs 1801260 del gen CLOCK es similar a la a la frecuencia global de este SNP
descripta por el proyecto 1000 genomas (p=0,96). No se observaron diferencias
significativas en las variables de composicién corporal analizadas entre los portadores del
alelo Ty los portadores del alelo C. Tampoco se encontraron diferencias en lo que respecta
a los niveles de actividad fisica, cronotipo, horas de descanso y adecuacién del descanso. En
lo que refiere al analisis de la ingesta, en comparacion a los portadores del alelo T, se
observd una menor ingesta de proteinas en los sujetos portadores del alelo C. Ademas de
determino que los individuos con genotipo TC tenian una ingesta energética
significativamente mas alta que aquello con genotipo TT.

Respecto al consumo de grupos de alimentos se observé que los sujetos portadores
del alelo de riesgo, tenian un consumo significativamente mas bajo en el grupo carnes y
huevo en comparacién a los portadores T. Ademds se observo que los portadores del alelo
C tenian un menor IMC a mayor consumo de huevos como también de comidas elaboras
como de cereales de desayuno, mientras que su IMC aumentaba con un mayor consumo de
bebidas alcohdlicas. Se observo ademds una interaccién en los portadores de la variante de
riesgo donde a mayor consumo de alcohol mayor eran los niveles de grasa visceral

Por ultimo se detectd una interaccidn entre los portadores del alelo Cy el consumo
de colesterol, siendo que el mayor consumo de este nutriente se asocia a un menor IMC.

El conocimiento de estos resultados permitiria un abordaje mucho mas
personalizado del paciente portador de las variables de riesgo para este gen, colaborando
de esta manera con la elaboracion de modelos de prevencion y/o tratamientos mas
efectivos, no obstante esto, el pequefio tamafio de la muestra nos invita por un lado a ser
precavidos respecto a la validez externa que puedan tener estos resultados, y por otro lado
a continuar explorando con estudios de mayor magnitud las posibles asociaciones de este
SNP con variables metabdlicas de interés, patrones de descanso y actividad fisica asi
también con las posibles interacciones con diferentes variables de la alimentacidn, a fin de
generar aportes que permitan la confeccién abordajes mas efectivos en materia de

prevencion y tratamiento de enfermedades crénicas no transmisibles y otras afecciones.
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11. Anexos y material adicional

11.1 Anexo 1 Encuesta inicial

ENCUESTA

ID participante: DNI:
Nombre y Apellido: Celular:
Fecha de nacimiento: E-mail:
Estado civil: Sexo:
Horas de sueiio por dia: Ocupacion:
Genotipo FTO: Nivel educativo:
Tipo de comedor: DNA:
Cronotipo: Genotipo
CLOCK:
Antropometria:

Edad

Talla

Peso

IMC

% de masa grasa

% masa muscular

Metabolismo basal

Nivel de grasa visceral

Antecedentes clinicos:

-Personales: -Familiares (padre-madre-
hermano/a):
Si | No Si | No

Hipertension Hipertension

Diabetes Diabetes

Dislipemia Obesidad

Enfermedad cardiovascular Dislipemia

Cancer Enfermedad cardiovascular

Sindrome metabodlico Cancer
Nivel de Actividad Fisica:

Si | No | Tipo de actividad/frecuencia

Realiza actividad fisica en el trabajo

a) Ligera b) Moderada c¢) Pesada

En las horas de ocio camina

a) Menos de 20 min por dia  b) Mas de 20 min por dia

fisico programado

En las horas de ocio hace un ejercicio

Deporte/Tipo de ejercicio:

Cantidad de dias en la semana:

Horas por dia:
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Consumo de Sustancias:

Si | No

(Fuma al menos un cigarrillo diario?

(Fuma ocasionalmente?

(Fumaba?

(Consume alguna otra sustancia de forma habitual? (Cual?

MARCAR CON UNA X LAS OPCIONES QUE CORRESPONDAN:
Cantidad de aportantes en el hogar:

46+

-2a3

-1

Ocupacion del PRINCIPAL SOSTEN DEL HOGAR
Dueiio o alta direccion de empresas(mas de50 empleados)
Dueiio o alta direccion de empresas(6 a 50 empleados)

Dueifio o alta direccion de empresas (1 a 5 empleados)
Profesional

Técnico independiente o en relacion de dependencia
Comerciante sin personal, artesanos, encargados y supervisores
Empleado sin jerarquia

Supervisor

Obrero calificado o especializado

Trabajos autbnomos u obreros no calificados

Ocupacidn sin insercion en actividad econdmica genuina (changas)
Pasivo e inactivo (jubilado)

Desocupado

Nivel educativo del PRINCIPAL SOSTEN DEL HOGAR:
- Universitario. Completo o postgrado

- Universitario Incompleto o Terciario o Secundario completo
- Secundario incompleto, primario completo o incompleto

Posesion de Bienes y Servicios:

- Conexion a internet en el hogar

- Computadora en el hogar

- Tarjeta de débito

- Cantidad de autos (de menos de 15 afios de antigiiedad)
e 20+
o |

Tipo de atencion médica:
- Privada o con obra social o medicina prepaga
- Hospital publico
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