UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

TESIS DOCTORAL

“Efecto de la ingesta de cereales enriquecidos con triptofano
sobre el suetio, melatonina, serotonina, cortisoly estado

antioxidante en personas mayores.”

Sergio Matito Celaya

Departamento de Fisiologia

Conformidad del/los Director/res:

Fdo: Dra. CARMEN BARRIGA IBARS Fdo: Dra. ANA B. RODRIGUEZ MORATINOS

2015






Facultad de Ciencias.
Universidad de Extremadura

())IIII

Avenida de Elvas s/n.
06006 Badajoz (Espafia)

N
UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

Dra. CARMEN BARRIGA IBARS, Catedratica de Fisiologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Extremadura y Dra. ANA BEATRIZ RODRIGUEZ MORATINOS, Profesora

Titular del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Extremadura.

CERTIFICAN:

Que la presente Tesis Doctoral, presentada por D. Sergio Matito Celaya con el titulo “efecto
de la ingesta de cereales enriquecidos con triptéfano sobre el suefio, niveles de melatonina,
serotonina, cortisol y estado antioxidante en personas mayores” ha sido realizada bajo nuestra
direccion, en el Departamento de Fisiologia de la Universidad de Extremadura, y entendiendo que
retine todos los requisitos establecidos, autorizamos su presentacion para ser juzgado por el tribunal

correspondiente.

Y para que asi conste y a los efectos oportunos, firmamos el presente certificado en Badajoz,
a 13 de Noviembre del 2014.

Fdo. Dra. Carmen Barriga Ibars Fdo. Dra. Ana Beatriz Rodriguez Moratinos






La realizacion del presente Trabajo de Grado se ha llevado a cabo gracias al apoyo
economico de los Laboratorios Ordesa, S.L. a través del Proyecto “Valoracion de la ingesta de
cereales enriquecidos en Triptdfano sobre la actividad diurna y el suefio nocturno en personas
mayores y a aquellos que desinteresadamente participaron en el estudio.

ORDESAFOOD SOLUTIONS



Tesis Doctoral
Sergio Matito Celaya Agradecimientos

A la hora de dar las gracias pienso en el camino recorrido hasta aqui, el trabajo
final de toda una carrera de estudio y sacrificio personal y el principio del mundo de la
investigacion. Desde que empecé mi camino en esta parte de mi profesion, he visto
como otros comparieros estudiaban, como labraban sus trabajos en el laboratorio, lo
bien que se llevaban y se llevan aun a pesar de ser claros competidores, en el
departamento donde, gracias al Dr. Campillo, llegué después de exponerle mis ideas. Es
por eso que obligadamente debo agradecer al Dr. Campillo su tiempo en aquella ocasion

Y por ponerme en contacto con mis ahora tutoras.

Una vez en el departamento de Fisiologia Animal de la Universidad de
Extremadura me entreviste con una de las madres de la investigacion en este
departamento, la Dra. Carmen Barriga Ibars, la cual me dio la oportunidad de conocer la
investigacion desde dentro, con todo lo que ello conlleva y a la cual le estaré
eternamente agradecido por esa oportunidad. No solo me alegro de haberte conocido

como profesional, porque si eres buena como tutora mejor lo eres como persona.

Pero me encontré también con otra de las madres del departamento, la Dra.
Ana Beatriz Rodriguez Moratinos, la cual empuja, lucha y da fuerzas a los doctorandos
como nadie sabe hacerlo. Como se puede tener tanto empaque y a la vez tanta dulzura

en una misma persona.

Es de merecer en esta tesis, dar mi mas sincera gratitud a D. Rafael Bravo
Santos, de la cual ha sido parte importante y en el que vi un joven estudiante cuando

empezamos Yy un gran investigador cuando acabamos.

Durante mi trayecto hasta llegar a este punto debo de dar las gracias a todos los
doctorandos que me ayudaron desde el DEA (diploma de estudios avanzados) hasta

ahora, la finalizacién de mi tesis. No puedo dejar de acordarme de la mente inquieta de



Tesis Doctoral
Sergio Matito Celaya Agradecimientos

los ahora doctores D. David Narciso Repilado, de la gran persona y bajo mi humilde
opinidn, gran investigador D. Sergio Damian Paredes Rollano, del Dr. Javier Cubero
Juanez, del amigable Dr. Ifiaqui Bejarano, de la amabilidad de la Dra. Maria Garrido

Alvarez.

En estas lineas también quiero expresar mi agradecimiento al Dr. José Antonio
Pariente el cual te contesta cualquier pregunta sin dudar un momento y a nuestra
paciente e incansable Elena de la cual siempre, y digo siempre, vas a esperar una sonrisa

por mucha migrafia que tenga.

Es verdad cuando comento aqui, que por cada renglon de estos agradecimientos,
por cada palabra escrita aqui, pasan mis padres. Soy lo que soy gracias a ellos, a su
trabajo, a su perseverancia, a su sacrificio, a su fuerza. Gracias a ti Nandy por haberme
ensefiado a no desesperanzar, por haberme ensefiado a luchar por un suefio ahora
realizado. Gracias a ti D. José Manuel por estar ahi siempre, apoyandome en todo, por

estar a mi lado en la escalada de cada peldafio.

Finalmente quiero agradecer a todos las personas que desde mi D.E.A. (Diploma
de Estudios Avanzados) hasta ahora, mi tesis, se han prestado a ingerir tal concentracién
de cereales en pro de mis estudios de investigacion. En especial a mis tias Emilia y
Petra que han sido siempre las primeras en hacer los que sea con tal de ayudarme. A mis
hermanos y a sus congéneres por aguantar mis monologos sobre la Melatonina, a todos
mis amigos y comparieros de trabajo y a mi tutor de residencia por interesarse, en esas

eternas guardias, por tal hormona y como no, a mis pacientes por creer en mi.



Tesis Doctoral
Sergio Matito Celaya Agradecimientos

A mi mujer Isabel y a mi hija Aitana.



Tesis Doctoral Indice de abreviaturas
Sergio Matito Celaya

e (5-PRT) 5-hidroxitriptéfano.

e (5-HTL) 5-hidroxitriptofol.

e (A) Adrenalina.

e (AADD) Acido L-aminoacido descarboxilasa.

e (5-HIAA) Acido 5-hidroxindol acetico.

e (5-MIAA) Acido 5-metoxiindol acético.

¢ (ARNmM) Acido Ribonucleico Mensajero.

e (FIRDA) Actividad delta frontal ritmica intermitente.

e (FAONU) Agricultura y Alimentacion de la Organizacidn de Naciones Unidas.
e (-NH2) Amino.

e (AA-NAT) Arilalquilamina N-acetiltransferasa.

e (-COOH) Carboxilo.

e Células NK (del inglés, natural Killer).

e (ipRGC) Células ganglionares fotorreceptoras o intrinsecamente fotosensibles.

e (CIE-10) Clasificaciéon estadistica internacional de enfermedades y problemas

relacionados con la salud, Organizacién Mundial de la Salud, 1993.
e (CBG) Cortisol binding globulin.
o (DeAc) Deacetilasa.
e (AAAD) Descarboxilasa de aminoacidos aromaticos.
e (BDI-II) Depresion de Beck-II.
e (EEG) Electroencefalograma.
e (EOG) Electrooculograma.

¢ (EMG) Electromiograma.



Tesis Doctoral Indice de abreviaturas
Sergio Matito Celaya

(ECG) Electrocardiograma.

(PGO) Espigas ponto-geniculo-occipitales.
(BDNF siglas en inglés) Factor de crecimiento neurotréfico derivado del cerebro.
(GCS) Ganglio Cervical Superior.

(HIOMT) Hidroxindol-O-metiltransferasa.
(HHA) Hipotalamo hipdfisis adrenales.

(HPA) Hipotalamico-pituitario-adrenocortical.
(ACTH) Hormona adrenocorticotropa.

(CRH) Hormona liberadora de corticotropina.
(HDL) High density lipoproteina.

(IIMEL) Instituto Internacional de la Melatonina.
(LDL) Low density lipopreotein.

(LNAA) Large Neutral Amino Acid.

(DSM-1V) Manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales, cuarta
edicién, American Psychiatric Association, 1994,

(MEL) Melatonina, o N-acetil-5-metoxitriptamina.

(MAO) Monoamino oxidasa.

(MOR) Movimientos Oculares Rapidos.

(NAT) N-acetiltransferasa.

(NAS) N-acetylserotonin.

(NA) Noradrenalina.

(NREM) No Répido Movimiento de Ojos/ (REM) Rapido Movimiento de Ojos.

(NPV) Nucleo paraventricular.



Tesis Doctoral Indice de abreviaturas
Sergio Matito Celaya

e (NSQ) Nucleo supraguiasmatico.

e (TRH) Nucleo retinohipotaldmico.

e P-450scc (del inglés P-450 side-changecleavage)

e (FIRDA) Patrén de actividad delta frontal ritmica intermitente.
e (Puntas PGO) Puntas Ponto-Geniculo-Occipitales.
e (RDA) Recomendaciones diarias concretas.

e (5-HT) Serotonina o 5-hidroxitriptamina.

e (SNC) Sistema Nervioso Central.

e (StAR) Steroidogenesis Acute Regulator.

e (SWS) Slow Wave Sleep.

e (TRH) Tracto retinohipotalamico.

e (TOPH) Tript6fano hidrolasa Indoles.

e (TPH) Triptofano hidroxilasa.



Tesis Doctoral Sergio Matito Celaya

INDICE



Tests Doctoral Indice
Sergio Matito Celaya
1. Introduccion :
1.1. SUENO. 3
1.1.1. DEFINICION DE SUENO 3
1.1.2. BASES ANATOMOFISIOLOGICAS DEL SUVENO. 4
1.1.3. EL SUENO POLIGRAFICO. 5
1.1.4. FASES DE SUENO. 7
1.1.4.1. Vigilia. 8
1.1.4.2. Suefio de onda lenta. NREM. 9
1.1.4.3. Suefio REM (suefio paraddjico). 11
1.1.5. RITMO CIRCADIANO. CRONOBIOLOGILA Y CRONONUIRICION. 14
1.1.6. ENVEJECIMINETO ¥ SUENO. 20
1.1.7. ENVEJECIMIENTO ¥ RITMO CIRCADIANO. 24
1.2. FUONCIONALIDAD DE SUSTANCIAS INVOLUCRADAS 26
ENEL SUENO VY LA VIGILIA.
1.2.1. IRIPTOEANO. 26
1.1.1. Metabolismo y Funcién del Triptifano. 27
1.2.2. SEROTONINA. 29
1.2.2.1. Metabolismo y funcion de la Serotonina. 33
1.2.2.2. Serotonina y suefio. 35
1.2.2.3. Serotonina y vejez. 37
1.2.3. MELATONINA. 38
1.2.3.1. Metabolismo y sintesis de la melatonina. 41
1.2.3.2. Capacidad Funcional de la Melatonina. 47
1.3. CORTISOL, MELATONINA ¥ ESTRES. 53
1.3.1. CORTISOL. 54
1.3.1.1 Sintesis y Metabolismo de cortisol. 55
1.3.1.3 Regulacion de la secrecion de cortisol. 58
1.3.1.4 Mecanismo de Accion del cortisol. 60
1.3.2. ESTRESS. 63
1.3.3. REALCION CORTISOL-HORMONA ADRENOCORTICOTROPA 67

Y MELATONINA.
1.3.4. CORTISOL ¥ ENVEJECIMIENTO.

71



Tests Doctoral
Sergio Matito Celaya

Indice

2. Justificacion y Objetivos.
3. Materiales y Métodos.

3.1. MUESTRA DE ESTUDIO.
3.1.2 HISTORIA CLINICA DE CADA PACIENTE.

3.2. DIETA Y CEREALES DE ESTUDIO.

3.3. OBSERVACION DEL SUENO.

3.3.1. AGENDAS DE SUENO.

3.3.2. ACTIWATCH® (ACELEROMETRO),
READER (LECTOR, CONECTADO A UN PC) Y

EL SOFTWARE: CAMBRIDGE NEUROTECHNOLOGY LID (V 5.42)

3.4. MUESTRAS DE ORINA.

3.5. DETERMINACION DE SEROTONINA ¥ MELATONINA,
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CORIISOL.

3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS.

3.7. VALORACION DE LA ANSIEDAD.
3.7.1. TEST STAI DE ANSIEDAD (State-Trait Anxiety Inventory).
3.7.2. TESTDE DEPRESION DE BECK,

4. Resultados.

4.1. CUANTIFICACION ACTIVIDAD/ INACTIVIDAD
COMO VALORACION DEL SUENO/VIGILIA.

4.1.1. TIEMPO EN LA CAMA.

4.1.2. SUENO ASUMIDO.

4.1.3. SUENO REAL.

4.1.4. LATENCIA DE SUENO.

4.1.5. EFICIENCIA DE SUENO.

73

79

81
81

82

83
83
84

89

86

88

88
89
92

99

101

101
102
103
104
105



Tests Doctoral
Sergio Matito Celaya

Indice

4.1.6. TIEM®PO DE INMOVILIDAD.

4.1.7. DESPERTARES.

4.1.8. ACTIVIDAD TOTAL.

4.1.9. INDICE DE FRAGMENTACION DE SUENO.

4.2. NIVELES DE MELATONINA A TRAVES DE SU
METABOLITO DE FXCRECION URINARIA
6-SULFATOXIMNELATONINA.

4.3. NI'VELES DE SEROTONINA A TRAVES DE STV
METABOLITO DE EXCRECION URINARIO
ACIDO 5 HIDROXINDOLACETICO (5-HIAA).

4.4. ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL
EN LAS MUESTRAS DE ORINA.

4.5. NI'VELES DE CORTISOL EN ORJNA.

4.6. ANALISIS DEL ESTADO PSICOLOGICO DE LOS VOLUNTARIOS
DURANTE LA REALIZACION DEL ESTUDIO.

6.1. VALORACION DE LA ANSIEDAD DE LOS SUJETOS.

6.2. VALORACION DEL ESTADO DEPRESIVO DE L0OS SUIETOS.

5. Discusion.

6. Conclusiones.

7. Bibliografia.

8. Anexos.

9. Congresos y Publicaciones.

106
107
108
109

111

113

114

116

118

119
121

123

133

137

169

181



Tesis Doctoral
Sergio Matito Celaya Agradecimientos

“El suenio es el alivio de las miserias de quien las tiene despiertas”

Miguel de Cervantes Saavedra.
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1. INTRODUCCION
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1.1.- SUENO.
1.1.1. DEFINICION DE SUENO.

La palabra suefio proviene del latin sonmus

La Real Academia Espafiola lo define como acto de dormir, siendo definido éste,
como aquel reposo que consiste en la inaccion o suspension de los sentidos y de todo
movimiento voluntario. Sin embargo, este concepto, como veremos méas adelante y

desde el punto de vista fisiol6gico no es acertado.

Podriamos definir el suefio como un estado recurrente de inconsciencia del cual
el sujeto puede ser despertado mediante estimulos internos o externos adecuados. Con
esta definicion podriamos, ademas, diferenciar el suefio de otros estados patologicos de
inconsciencia como el coma o la narcolepsia (Kryger, 1994). Esta definicion, aunque
valida, podria ser catalogada de simplista, por cuanto el suefio ademas se ve rodeado de
una serie de circunstancias ambientales, actitud, postura, tono muscular y movimientos

oculares que convierten a la definicion antes propuesta como claramente insuficiente.

Se sabe que el suefio reinstala o restaura las condiciones del cerebro que se
tenian en el comienzo de la vigilia precedente. Esta demostrado, por otra parte,
que el objetivo final de este, noes el de proveer un periodo de reposo al sistema
muscular, oOrganos viscerales, sistema nervioso autonomo, meédula espinal, etc.
(Moruzzi, 1966), sino que es un estado dinamico donde grupos de neuronas siguen
activas desempefiando un papel diferente al de la vigilia y es, ademas, necesario para la
salud del organismo, por sus propiedades de consolidar las distintas formas de memoria
(Erturul, 2004.), regular la temperatura y la funcion de ciertos neurotransmisores, asi

como de almacenar energia y mantener la inmunocompetencia (Silber, 2004).
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1.1.2. BASES ANTOMOFISIOLOGICAS DEL SUVENO.

El ritmo suefio/vigilia estd regulado por una serie de factores entre los que
destacan el sistema circadiano enddgeno o reloj bioldgico y diversos sistemas de
homeostasis y factores conductuales (Bjorvatn y Pallesen, 2009) Mientras que los
segundos son de tipo causal, el primero desempefia un importante papel en la calidad

del suefio.

El suefio se compone de varios estados fisioldgicos altamente sincronizados que
se alternan a intervalos regulares. El control del suefio y de los ciclos suefio-vigilia
depende de un sistema muy complejo. Se acepta que participa todo el encéfalo y se

diferencian cuatro regiones fundamentales.

1) El estado de vigilia y alerta: depende de la actividad del sistema activador reticular

ascendente, que estd ubicado en la sustancia reticular del bulbo, en el tegmentum
protuberancial del mesencéfalo y en la porcion posterior del hipotadlamo. Este sistema

recibe colaterales aferentes y eferentes de la corteza cerebral (Figura 1).

2) Inicio del suefio se precisa: a) un descenso en la actividad de las neuronas del sistema

activador reticular ascendente diencefalico; b) aumento de actividad en el &rea predptica
del cerebro anterior c) posiblemente la actividad del nucleo talamico anterior y d) quiza

la influencia cortical asociada a una conducta favorecedora del suefio.

3) El suefio NoREM (no movimiento rapido de o0jos): depende de la sincronizacion del

neocortex consecuencia de la actividad del nucleo del rafe situado en la linea media, y
del tdlamo por las proyecciones talamo-corticales difusa. Los ndcleos del talamo

generan los husos del suefio.
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Figura 1: Representacion de la distribucion de los estimulos aferentes via Substancia Reticular

Activadora Ascendente (Sistema Activador de Magoun-Moruzzi). (Nemethy, 2002).

4) El suefio REM (Rapido movimiento de 0jos) es generado por el nucleo del cuerpo

ceruleo. Las caracteristicas propias de este estadio ocurren por las interconexiones con
la zona tegmental gigantocelular, con parte del ndcleo dorsal del rafe, cerebelo, nucleo

vestibular y corteza.

1.1.3. EL SUENO POLIGRAFICO.

Con un registré grafico del suefio se pueden reconocer los cambios que sufre el
organismo cuando se duerme. Reciben el nombre general de poligrafia, aunque cuando

se aplica de forma especifica al suefio recibe el nombre del polisomnografia.
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El registro polisomnografico suele tener como objetivo la deteccion de alguna
perturbacion del suefio. Pero muchas veces, las perturbaciones en el suefio sélo se
aprecian en un resumen completo de todo el periodo de suefio analizado. Esto se

consigue elaborando el hipnograma de una noche completa.

Para elaborar el hipnograma se deben obedecer los criterios de estandarizacion
que fueron expuestos por Rechtschaffen y Kales en 1968. Posteriormente,
Rechtschaffen y Kales publicaron el manual para el registro y clasificacion de las fases
de suefio y la vigilia en humanos; tras dos modificaciones, la primera efectuada por los
mismos autores (1973) y una segunda propuesta por la academia americana de medicina
del suefio a cargo de Iber y colaboradores en 2007. EI manual continda vigente hasta la

fecha.

Se parte del concepto de pagina como unidad de asignacion de etapa, concepto
que procede de la etapa en que las polisomnografias se registraban en papel a una
velocidad que generalmente era de 30 segundos por pagina, aunque es factible utilizar
intervalos diferentes. Para el andlisis, cada pagina se atribuye a uno solo (el mas

abundante) de los seis estados posibles: vigilia, NREM (fases I-1V) y REM.

Para realizar una polisomnografia es preciso, como minimo, registrar el
electroencefalograma (EEG), que, en resumidas cuentas, permite observar la funcion
del cerebro; el electrooculograma (EOG), que indica el estado de los ojos y el
electromiograma (EMG), que indica la actividad muscular, fundamentalmente de
aquellos masculos que soportan el cuerpo en contra de la gravedad. Es también habitual
registrar variables adicionales, como la actividad cardiaca con el electrocardiograma
(ECG), el flujo respiratorio nasal y bucal, los movimientos respiratorios del torax y del

abdomen, los ruidos emitidos al respirar, la saturacion arterial de oxigeno, la

-6-
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temperatura corporal, los cambios en la conductividad eléctrica de la piel, la posicion

corporal y la actividad motora general o particular de alguna region corporal especifica.

De los registros poligraficos se deduce como cambia la funcion de los
principales sistemas y dérganos en la transicion desde la vigilia al suefio y, dentro de

este, como se producen cambios en su profundidad y también en su calidad.

En la siguiente tabla (Tabla 1) se muestra un resumen de los criterios que se

utilizan para realizar la diferenciacion entre estados.

NREM NREM REM
Vigilia NREM (Fase I) Fase Il Fases I11-1V
B con ojos abiertos, oy Desaparece el &. EI EEG Complejos Ondas 6 Ondas By 6.
reaccion de alerta muestra frecuencias Kyhusoso | abundantes. | Brotes de ondas en
EEG cortical (&) con ojos mixtas. diente de sierra.
cerrados.
ECGy Irregulares, dependen Regulares. Regulares. Regulares. Irregulares.
respiracion de la actividad.
EOG Frecuentes Escasos y lentos no hay. no hay. Frecuentes
movimientos, dependen (pendulares). movimientos
de la actividad. oculares
conjugados.
EMG Tonico y variable, Pérdida progresiva del Evolucion Evolucion de Atonia muscular
depende de la actividad. tono en los ms de fase I. Fase Il. méaxima.
antigravitatorios (ms
mentonianos).

Tabla 1: Criterios para diferenciacién de suefio.

1.1.4. FASES DEL SUENO.

Para describir todos los sucesos que ocurren en un individuo dormido es preciso

compararlos en primer lugar con los mismos cuando se observan durante la vigilia.
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1.14.1. VIGILIA

En el EEG de la vigilia usualmente se muestran dos aspectos principales: a) en el
individuo atento y con los ojos abiertos se muestra una amplitud pequefia y frecuencias
mixtas, desde las muy bajas (0,5 Hz) hasta las muy altas (30 Hz en un EEG
convencional, aunque en los Ultimos tiempos, el margen de frecuencias se extiende
hasta los 60 Hz), b) En el individuo despierto también se observan ondas ritmicas de 8-
11 Hz de amplitud relativamente altas que crecen y decrecen de forma regular (Pace-
Schott y Hobson, 2002). Es el ritmo alfa (o) que se aprecia de forma especial en un
individuo relajado cuando cierra los 0jos, pero desparece en cuanto el sujeto los abre o
realiza alguna operacién mental (Figura 2). La desaparicién del ritmo alfa y su
sustitucién por una sefial rapida de pequefia amplitud y frecuencias altas, ritmo beta (),
constituye la llamada “reaccion de alerta”, una respuesta tipica de la vigilia tras la
presentacion de un estimulo sensorial o la produccién de cualquier tipo de tarea mental

que exija concentracion.

Por su parte, el EOG muestra movimientos variables que se corresponden con
las variaciones en la fijacion visual y son dependientes de la tarea que esté realizando el
sujeto. EI EMG correspondiente a los masculos que mantienen la posicion corporal, se
aprecia actividad constante (tonica) que muestra que el organismo se mantiene erguido

y soportando el peso del cuerpo.

El suefio se caracteriza por dos hechos fisioldgicos: a) en primer lugar el ritmo
alfa del EEG se ve sustituido por patrones de bajo voltaje y b) en segundo lugar por la

aparicion del suefio REM en el electrooculograma.
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Figura 2. Registro polisomnografico correspondiente a la vigilia. En la primera mitad, el individuo tiene los
ojos cerrados y el ritmo o domina en el EEG. Cuando se abren los ojos, aparece la reacciéon de alerta: la
amplitud disminuye y también desaparecen las ondas a. C3-A2 y C4-Al: registro del electroencefalograma;
EMG= electromiograma; LEOG y REOG= electro-oculogramas del ojo izquierdo y derecho, respectivamente;
EKG= electrocardiograma; SNORE= ronquido; NFLOW= flujo de aire de la epifaringe; SaO2-A= saturacion
de oxigeno; Pos= posicién del sujeto. LEMG y REMG = electromiograma de las piernas izquierda y derecha
(tomada de Rial 2006).

1.1.4.2. SUENO DE ONDA LENTA (NREM).

Cuando el individuo empieza a dormirse cierra los ojos, lo que, como se ha
dicho, deberia determinar la aparicion en el EEG de ondas tipo o. Sin embargo, si

realmente se inicia el suefio, esta fase de adormecimiento (Fase 1) no dura mucho.

Con esto, en los primeros momentos del suefio, el EEG disminuye de amplitud
pero, si el individuo no despierta, pronto empiezan a aparecer varios signos particulares.
De forma irregular al principio y con una frecuencia de 0,25 Hz (cada 4s), aparece la
Fase 2 (Figura 3), con episodios de EEG sincronizado en las proximidades de los 14
HZ, lo que recibe el nombre de margen sigma (o). Se les denomina también husos de
suefio porque su amplitud comienza siendo pequefia, crece y finalmente disminuye

nuevamente hasta desaparecer (Pace-Schott y Hobson, 2002).
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El segundo signo del suefio en los primeros momentos es el llamado complejo
K. Consiste en la combinacion de un potencial agudo de gran amplitud al que se
superpone una onda lenta de menor amplitud. A veces se registran simultaneamente los
husos y los complejos K. Tanto unos como otros aparecen espontaneamente, pero

también pueden ser evocados por estimulos sensoriales.

caA2 MMWMWMWVMMVrVWWW“” b
?M.;‘ WMwMWWWMWMVW\ﬁMWM#M*M il
e e ]

LBOG i ol il ] ! e e
|

REOG  fmpree EERNEEEE S SIS SIS 55U U DS I PESRAE S PR SR R IR SIS W BRI NSRS AR

exe  Lidild i Ll e S O B B llLLl-L&J IS ISR AL LA L HALL

SNORE 2 : FE]d

NELOW P N \ -—'/,-"-\ A .,~-"‘--_~\\. tv’,-"‘—\ i_/,w"“-._\- Ly -\.\ 4 r‘—‘.‘-‘ _“./_'\?\”__ _’,»«—\\J -,lf-

BFLOW — = ——t — — T T T T
SEORA it T e TR SR,
THQ |

LEMG ! i 4 - L ; IR ...i.‘,.u—s_a_.a._._._q_«.h_..
REMG | : ;

Figura 3. Registro polisomnografico de la fase 2 del suefio NREM. La amplitud del EMG se ha reducido en
relacion a la vigilia y en el EEG se observan husos de 14 Hz y también puntas de gran amplitud (complejos

K). LEMG Véase la figura 2 para interpretacion de simbolos (tomada de Rial 2006).

A medida que el suefio progresa (Fase 3) comienzan a observarse, cada vez con
mayor frecuencia, ondas lentas de amplitud muy elevada (de 0,5 a 4 Hz), con mas de 75
Mv. de amplitud, aunque son corrientes los valores de hasta 300 uV. y en los momentos
de mayor profundidad del suefio (Fase 4), se registran estas ondas durante mas del 70%
del tiempo (Figura 4). EI margen mencionado, de 0,5 a 4 Hz recibe el nombre de
margen gamma (3). Considerando el tono muscular, su amplitud disminuye en el
momento en el que el individuo entra en somnolencia, disminucion que progresa a

medida que la profundidad del suefio crece. Si el individuo esta sentado, su cabeza cae,
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lo que en un registro poligrafico se observa como una reduccion general en la amplitud

del EMG.
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Figura 4. Registro polisomnografico de la fase 4 del suefio NREM. El rasgo mas sobresaliente es la
presencia de ondas de gran amplitud y baja frecuencia () en el EEG. El tono muscular se ha reducido
notablemente y no hay movimientos oculares. Véase la figura 2 para la interpretacion de los simbolos (tomada
de Rial 2006).

Observando la actividad ocular, cuando se inicia el suefio desaparece la
movilidad tipica de la vigilia y los ojos quedan cerrados en sus orbitas. Solamente en los
primeros momentos suelen registrarse algunos movimientos de rotacion lenta de los

globos oculares.

1.1.4.3. SUENO REM (SUVENO PARADOIICO).

Lo descrito hasta aqui solamente es una parte de lo que puede observarse durante
un episodio de suefio. Si el registro comienza al apagarse las luces en una noche normal,
unos 90 minutos mas tarde se aprecia una dramatica serie de cambios que aparecen

después de haberse alcanzado la maxima profundidad de suefio (o que se pondria de
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manifiesto si se registrasen los umbrales sensoriales necesarios para producir un

despertar).

En cierto momento el EEG cambia subitamente, desaparecen las ondas lentas y
aparece en su lugar una sefial de baja amplitud y frecuencias mixtas idénticas a las de la
vigilia. A la vez, el EOG presenta una serie de rapidos movimientos oculares
conjugados (Figura 5). Coincidiendo con los movimientos oculares, en animales con
electrodos implantados intracerebralmente, se observan salvas de puntas de gran
amplitud que son especialmente visibles en las regiones pontinas, en los cuerpos
geniculados del talamo y en la corteza occipital, por lo que han recibido el nombre de

puntas PGO (Ponto-Geniculo-Occipitales).
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Figura 5. Registro polisomnografico correspondiente al suefio REM. EI EEG muestra un aspecto muy EMG
similar al de vigilia con los ojos abiertos. Ademas, se observan movimientos oculares rapidos, pero el EMG
muestra una relajacion completa, mas profunda ain que durante la fase 4 del suefio NREM. Véase la figura 2

para interpretacion de los simbolos (tomada de Rial 2006).

En los animales, y més dificilmente en el hombre, también se observan ondas

ritmicas de unos 7 Hz, lo que recibe el nombre de ritmo theta (0), que es particularmente
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importante en el hipocampo, si bien esta actividad también se observa, de forma

consistente durante la vigilia.

Si se comprueban los umbrales para despertar, se observa que ante estimulos sin
significado, siguen tan altos como cuando el EEG mostraba la mayor cantidad y
amplitud de ondas lentas (Pace-Schott y Hobson, 2002). Sin embargo, cuando los
estimulos son significativos, como el nombre del durmiente o el llanto de un nifio,
provocan un despertar inmediato. Estas caracteristicas han dado nombre a esta fase:
suefio REM (por «rapid eye movement») 0 MOR (por «movimientos oculares rapidos»)
o también, suefio paraddjico, porque muestra una combinacion de signos de vigilia junto

con una gran profundidad y relajacion.

Asi, en la especie humana se reconocen dos fases principales de suefio: el
NREM y el REM. En otros animales la nomenclatura es algo diferente y se suele hablar
de SWS (por Slow Wave Sleep, suefio de ondas lentas). La diferencia reside en que en
estos Ultimos no se suelen reconocer las fases 1y 2, en las cuales, como se recordara, no

hay ondas lentas.

Como se ha visto, en la especie humana se distinguen cuatro fases de NREM,
siendo la primera el simple adormecimiento, la segunda el inicio del suefio verdadero,
con husos y complejos K, aln con pocas ondas lentas, y la tercera y la cuarta con
proporciones crecientes de ondas 0. Estas dos ultimas son las equivalentes al SWS de
los animales. Las dos fases asi descritas se suceden unas cuatro o cinco veces, de forma
ciclica, a lo largo de una noche de suefio. Se considera que un ciclo de suefio se inicia
con una fase de suefio NREM vy finaliza cuando acaba una fase de suefio REM, lo que
en la especia humana ocurre aproximadamente cada 90 minutos y esto se manifiesta en

un histograma. Es interesante sefialar que la mayoria de los despertares espontaneos
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ocurren al final de una fase REM y que en estos casos se alcanza una plena vigilia
rapidamente, mientras que un despertar desde un NREM existe lo que se ha Ilamado una

inercia de suefio que perdura un tiempo variable.

1.5. RITMO CIRCADIANO, CRONOBIOLOGIA Y
CRONONUTRICION.

La cronobiologia es la ciencia que estudia la organizacion temporal de los
procesos que ocurren en los seres vivos, los mecanismos que la originan y la regulan y
sus alteraciones, entendiéndose como “organizacion temporal”, la capacidad de los seres
vivos de expresar sus comportamientos y controlar su fisiologia de forma recurrente y
periodica. A esa recurrencia periddica se le da el nombre de “ritmo bioldgico”, por lo
que también se puede definir Cronobiologia como la rama de la Biologia que estudia los
ritmos bioldgicos (Cardinali y cols., 1994). Es una ciencia joven a la que cada dia se le
encuentra nuevas aplicaciones y extensiones en forma de cronopatologia, cronoterapia,
fototerapia, cronofarmacologia o crononutricion, formas de actuacién terapéutica todas

ellas que reducen las intervenciones invasivas y por tanto, de indudable interés.

Con caracter general, un ritmo es toda aquella secuencia de eventos que se
repiten de manera regular a lo largo del tiempo, es decir, un suceso que se da
constantemente con la misma frecuencia. Asi, un biorritmo sera toda oscilacién, regular
en el tiempo, de una funcion bioldgica a cualquier nivel de organizacién considerado

(celular, tisular, sistema, etc.).

Es importante diferenciar entre Ritmo Bioldgico y Ritmo Circadiano, de tal
manera que los Ritmos Biol6gicos no constituyen un fendémeno casual ni un
seguimiento pasivo de las condiciones ambientales, si no que forman parte de una
adaptacion al entorno que es fundamental para la supervivencia de las especies.
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Hay algunos términos que tenemos que tener en cuenta al hablar de ritmo

circadiano:

e Ritmo: repeticion de una variable bioldgica con un periodo constante.

e Frecuencia: nimero de repeticiones por unidad de tiempo.

e Periodo: tiempo que tarda en repetirse un ciclo.

El sistema circadiano (circa = dia) se encarga de adecuar el funcionamiento de
nuestro organismo a las circunstancias ambientales, procurando asi la mayor
supervivencia posible. Los humanos somos animales diurnos, es decir, presentamos
actividad durante las horas de luz y las disminuimos para regularnos y recuperarnos
durante la noche. La alternancia dia y noche de las diferentes funciones del organismo,
supone un aprovechamiento éptimo de nuestra energia. Asi, mientras estamos en vigilia
nuestro cuerpo trabaja para llevar a cabo procesos como los digestivos, la actividad
locomotora o la atencion y por la noche, mientras dormimos, la energia es utilizada para

otras actividades como el dormir o la activacion del sistema inmune (Madrid, 2006).

Para que todos estos fenémenos se lleven a cabo de una forma ritmica y en
perfecta concordancia con el ambiente exterior, el organismo debe disponer de un reloj
bioldgico interno que este permanentemente informado de lo que ocurre fuera del
cuerpo para ello disponemos de un sistema circadiano, el cual se basa en un conjunto de
estructuras cuya mision consiste en organizar los ritmos de determinados procesos
fisiologicos para que presenten una alternancia dia/noche. La base de este sistema lo
forman dos ndcleos supraquiasmaticos del hipotdlamo que recibe informacion ambiental
a traves de la luz que incide en la retina. Una vez procesada esta sefial, a través de fibras

simpaticas envian informacion a la glandula pineal, responsable de la sintesis y
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liberacion durante el periodo de oscuridad de la hormona Melatonina. Esta hormona
alcanza su maxima concentracion a las 02:00 h, es responsable de sincronizar los ritmos

circadianos, como es el caso del sistema inmune o el del suefio/vigilia (Madrid, 2006).

Se acepta que el centro regulador de todos los ritmos circadianos, nuestro reloj
enddgeno, se sitta a nivel del nicleo supraquiasmatico del hipotalamo (Figura 6). El
sistema vigilia-suefio es el primer ritmo bioldgico que se establece y el méas importante.
Por tanto, la glandula pineal, como mensajera del NSQ, tiene un papel primordial en la
regulacion de los biorritmos circadianos dando informacion temporal al organismo y
jugando un rol central en procesos tales como el ritmo suefio/vigilia (Garrido y cols.,

2010).
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Figura 6. Diagrama representativo de las conexiones neurales entre los ojos y la glandula pineal
(Tomada de Brzezinski, 1997).

Los ritmos circadianos son por tanto ritmos bioldgicos con una frecuencia

aproximada a la diaria, es decir cercana a las 24 horas. También existen ritmos
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ultradianos, los cuales tienen una frecuencia superior a la diaria, es decir, de menos de
24 horas , en el caso de la nutricion suelen durar entre 100 y 180 minutos y ritmos

infradianos con una frecuencia inferior a la diaria siendo periodos de méas de 24 horas.

A pesar del caracter enddgeno de los ritmos, determinados factores periddicos
del ambiente, como los ciclos luz-oscuridad y el horario de las comidas, pueden actuar
como sincronizadores (zeitbegers) de los ritmos circadianos. Sin embargo, no todas las
variables sujetas a control ritmico se sincronizan por igual a ambos zeitbegers. Ello
justifica, por ejemplo, que un mismo alimento sea metabolizado y aprovechado de

modo diferente cuando es ingerido en diferentes momentos del dia o de la noche

La existencia de un concepto innovador que los autores han denominado
crononutricion establece que los regimenes nutricionales cientificamente periodizados
pueden desempefiar un importante papel en la mejora de una adaptacion del individuo

con el entorno.

La crononutricion establece que no es solo el contenido de la comida, sino
también el momento de su ingestién junto con los efectos interactivos de los
componentes nutricionales, los que determinan la efectividad de cualquier régimen
alimentario. De hecho hoy dia se sabe que ciertas drogas tienen unos efectos mas
potentes cuando son administradas en un cierto momento del dia y unos efectos muy
diferentes cuando se prescriben con otras drogas; aun asi, este hecho no se ha extendido

formalmente al terreno de la nutricion.

Todas las funciones fisiologicas se encuentran bajo control circadiano, pero
entre ellas se pueden sefialar como especialmente importantes el ritmo de suefio-vigilia

y el del sistema inmune. La hormona melatonina, sintetizada principalmente en la
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glandula pineal a partir del aminoacido triptéfano via serotonina, es uno de los factores

clave en estas funciones.

La edad modifica profundamente la secrecion de melatonina y serotonina,
disminuyendo la cantidad y calidad del suefio (problemas de insomnio) y la eficacia del
sistema inmune (inmunosenescencia) lo que se encuentran directamente asociado a los
cambios que acontecen en la secrecion de melatonina (Kripke y cols., 2005; Paredes y
cols., 2006). Por tanto, todos los organismos presentan ritmos circadianos en la mayor
parte de sus funciones fisioldgicas, y entre ellas, sobresalen el suefio, la funcion inmune,
la secrecion de melatonina y la produccion y liberacion de numerosos
neurotransmisores, entre los que cabe sefialar la serotonina por su relacion con los

factores anteriores (Duffy y Czeisler, 2002; Barriga y cols., 2004).

Los ritmos circadianos manifiestan importantes cambios con la edad, como son
acortamiento del periodo del oscilador, pérdida del ritmo circadiano (disminucion de su
amplitud), aparicién de un patrén ultradiano e incapacidad de mantener el orden interno
(desincronizacion interna), provocando los trastornos que aparecen en la vejez
(Copinschi y cols., 1999). Asi, aparecen desajustes en el mantenimiento del suefio
nocturno y de la vigilancia diurna, el suefio se torna fragil y aparecen dificultades en
mantener su continuidad. Ademas aparecen muchos otros trastornos entre ellos en la

funcién inmune (envejecimiento del sistema inmune o inmunosenescencia).

La melatonina es un potente antioxidante endogeno secuestrador de radicales
libres, protegiendo a las células del estreés oxidativo que acompafia por ejemplo a la
funcién inmune innata (12 linea de defensa frente a las infecciones). Asi en la vejez la
deficiencia de melatonina esta relacionada con la supresion de la funcion inmune

(Karasek y Reiter, 2002; Terron y cols., 2005; Paredes 2007b).
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Centrandonos en la crononutricion, el momento del dia en el que se ingiere el
alimento es importante a la hora de establecer sus efectos. Por tanto, la crononutricion
nos indica que la eleccion de los alimentos que se ingieren de dia o de noche puede
contribuir de forma natural al correcto funcionamiento del sistema circadiano, como es

el caso del suefio y la vigilia.

Las perturbaciones del suefio estan recibiendo una atencion creciente por parte
de los profesionales de la salud, dada la importancia que presenta en relacion con el
estado general de la salud y sobre todo por las repercusiones que el buen o mal dormir
determina en la vigilia subsiguiente. De hecho, es conocido que cerca de un 50% de la
poblacién presenta algun trastorno del suefio que en la mayoria de los casos determina
somnolencia diurna, con el incremento en los riesgos de accidentes de trafico o laboral
y, en general, con una reduccién en el rendimiento laboral. El problema se agrava a
medida que aumenta la edad. Asi, uno de los colectivos con mayores perturbaciones de
suefio es el de las personas de edad avanzada. Los cambios que ocurren en el suefio
durante la ontogenia son bien conocidos. El recién nacido duerme unas veinte horas; a
partir de los 40 afios en la especie humana, empiezan a desaparecer fases del suefio
(Roffwarg y cols., 1966). Ademas, en nuestra especie, es sabido que la glandula pineal
se calcifica con la edad (Hadley, 1997) y que la calcificacion de la glandula pineal, que es
una caracteristica comdn en los humanos, podria ser la responsable de la disminucion de la

melatonina en los ancianos (Reiter y cols., 1980) y la posterior alteracién del suefio.

Asi mismo, es probable que a lo anterior se sume la degeneracion neuronal en el
nacleo supraquiasmatico, marcapasos enddgeno relacionado con la informacion
luminosa y la produccion de melatonina (Copinschi y cols., 1999). Todo esto puede
explicar también con relativa facilidad los cambios que se manifiestan en el suefio del

anciano.
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1.1.6. ENVEJECIMIENTO Y SUENO.

El envejecimiento es hoy dia motivo de estudio prioritario de las investigaciones
biosanitarias, fundamentalmente por el incremento de la poblacion anciana en el mundo
occidental que se debe, en gran medida, al aumento constante que la esperanza de vida
ha tenido en nuestras sociedades a partir de principios del siglo XX. Es facilmente
reconocible la vejez pero su concepto sigue siendo hoy dia dificilmente definible ya que

se sigue trivializando en unos casos y/o siendo inconsistentes en otros.

Tras leer algunas definiciones sobre vejez, ya sean médicas, bioldgicas o
sociales, bajo nuestro punto de vista, se define la vejez como un proceso evolutivo e
individual donde la funciones y las capacidades de adaptarse al medio que antes poseia
el individuo van disminuyendo, siendo por lo tanto mas susceptible a padecer
enfermedades. Es dificil por tanto determinar cuando empieza la vejez, siendo en
términos genéricos la edad de 65 afios, aunque el proceso de envejecimiento es
individual. EI proceso de envejecimiento debe ser entendido en el marco de la edad
cronoldgica (nimero de afios de vida), la edad funcional (grado de funcionamiento del
individuo) y la edad bioldgica (los cambios anatdmicos y bioquimicos que ocurren en el
organismo con la edad) todo ello influenciado por las enfermedades o carencias que

pudiera padecer el individuo entendiéndolo como un ser biopsicosocial.

En cuanto al tema del que versa esta tesis doctoral, la inadecuada cobertura de la
necesidad de suefio se puede considerar un problema de salud de especial repercusion
en la poblacion anciana. Los cambios bioldgicos propios del envejecimiento en el ser
humano tienden, en general, a reducir la intensidad, duracién y continuidad de suefio y
los sintomas con que esto se manifiesta incluyen dificultad para conciliar el suefio,

frecuentes despertares, escaso tiempo total de suefio, suefio no reparador y aumento de
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la fatiga y somnolencia diurna. La frecuencia de las dificultades para dormir aumenta
con la edad, més del 50% de las personas mayores de 65 afos refieren tener problemas
habituales con el suefio; incluso hay autores que afirman que el 100% de la poblacion
presenta insomnio cada noche a los 95 afios de edad. Este aumento de la dificultad para
dormir en los ancianos es especialmente significativa cuando éstos estan
institucionalizados (en asilos, hospitales...). Alli ven condicionada la hora de comer, la
de levantarse, y la de acostarse por lo que permanecen en cama un numero de horas
excesivo para el numero de horas que dicen dormir, lo que puede hacerles sentir que el

suefio es poco eficaz (Berneto, 2000).

Las funciones cerebrales, entre las que se encuentra el suefio, presentan
variaciones a lo largo de la vida (Fig. 7). En el caso del suefio, los cambios mas
importantes se producen durante la infancia y con menor intensidad durante la
adolescencia; luego permanecen, en lineas generales, con pocas variaciones durante la
vida adulta, y vuelven a presentar otra vez modificaciones importantes durante el
envejecimiento. Hasta los 5-6 afios el cuadro caracteristico del EEG no es evidente y se
habla de suefio pasivo o de ondas lentas y suefio activo, similar al estado REM. El
porcentaje de suefio REM es superior en los nifios que en los adultos; asi, en las dos
primeras semanas de vida puede llegar a representar un 50% del suefio. En los ancianos,

hay una gran variabilidad, pero, por lo general, es méas dificil mantener el suefio.
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Figura 7. Variaciones del suefio a lo largo de la vida. Suefio M.O.R (Movimientos Oculares Rapidos),

No M.O.R. (Tomada de Rosenzweig y Leiman, 1992).

Con respecto a la continuidad y eficiencia del suefio que se producen a
partir de los 65-70 afios, quizd el méas conocido sea la dificultad que presentan los
ancianos para mantener la continuidad del suefio a lo largo de la noche. Los despertares
nocturnos se hacen cada vez mas frecuentes y mas prolongados, disminuyendo la
eficiencia del suefio y dando lugar, en el caso de despertares de corta duracién, a un

aligeramiento del mismo (Carskadon y cols., 1982).

Suefio de ondas lentas (NREM). Los acontecimientos fasicos
electroencefalogréaficos del suefio de ondas lentas: En general se admite (Kubicki y
cols., 1989) que el nimero de acontecimientos EEG fasicos (husos de suefio, complejos
K o puntas vértex) del suefio de ondas lentas disminuye con la edad, hasta el punto de
gue en los ancianos sanos, al igual que en los demenciados, (Reynolds y cols., 1985)
han intentado introducir el concepto de ‘suefio indeterminado’ para referirse a aquella
parte del suefio que, teniendo la apariencia de estadio I, no muestra la presencia de

husos beta ni complejos K y que se distingue del adormecimiento por la ausencia de
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movimientos oculares lentos; pero la introduccion de nuevos estadios de suefio no
clarifica la existencia de los mismos, ni facilita estudios comparativos, siendo mas
practico tener en cuenta, al efectuar los analisis del suefio, su mayor fragmentacion
debido al importante incremento del nimero de despertares y a la mayor frecuencia de
aparicion y duracion de periodos de somnolencia propio de estas edades. En conjunto, la
actividad EEG durante el suefio de ondas lentas muestra una tendencia progresiva a la

desincronizacion, la disminucion de la amplitud y la fragmentacion.

Suefio lento profundo: El suefio lento profundo se afecta precozmente con el
paso de los afios. A partir de los 40 afios disminuye progresivamente la proporcion de
estadio 1V, que puede llegar a desaparecer totalmente a partir de los 70 afios (Foret,
1980), mientras que el estadio Il puede mantenerse durante mucho mas tiempo.
Considerando el papel fundamental de los estadios Il y IV en la recuperacion de las
funciones bioldgicas, se comprende que su disminucion en los ancianos constituya otra
causa de la falta de efecto recuperador del suefio en la vejez, que se suma al efecto de la

fragmentacion del suefio.

Suefio REM. El suefio REM se modifica poco con la edad, y su proporcion
permanece estable en los sujetos sanos hasta edades muy avanzadas. Lo que se modifica
es su distribucion a lo largo de la noche. El primer REM aparece mas precozmente que
en sujetos mas jovenes, debido probablemente a la menor proporcion de suefio lento
profundo en el primer ciclo de suefio nocturno. Este cambio da lugar a que los distintos
ciclos de suefio tengan una duracion muy similar. Otra caracteristica es que desaparece
su incremento a lo largo de la noche y el primer suefio REM es mas largo que en los
adultos jovenes, sin diferencias notables con los correspondientes a los ciclos

posteriores; incluso en ocasiones se observa una disminucion de su duracion a medida
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que transcurre el suefio. En los sujetos més jovenes la duracion del ciclo NREM/REM
muestra un curso bifasico, separando el nucleo del suefio profundo de ondas lentas del
suefio opcional REM/suefio superficial de ondas lentas opcional. En los ancianos el

curso es monofasico (Wauquier, 1992), indicando una vulnerabilidad funcional.

1.7. ENVEJECIMIENTO Y RITMO CIRCADIANO.

Una consecuencia del envejecimiento es la pérdida del ritmo circadiano
vigilia/suefio, con una disminucion de la amplitud del ritmo y una tendencia hacia la
desincronizacion interna de dicho ritmo. Esto parece estar en relacion con la pérdida
neuronal, que se acentla con la edad al disminuir la secrecion de melatonina, y se
agrava por la degeneracion del nervio optico o la aparicidn de cataratas. Otros factores
que pueden influir en los trastornos del ritmo circadiano son una iluminacion deficitaria
durante el dia, que también disminuye la secrecion de melatonina, y una reduccién de la

actividad motora durante la vigilia.

Otro tipo de alteracién circadiana que presentan los ancianos frecuentemente es
el avance de fase, que da lugar tanto a una somnolencia vespertina temprana y como al
despertar precoz. Este avance de fase del ritmo circadiano suefio-vigilia se correlaciona
directamente con el avance de fase del ritmo circadiano de la temperatura, asi como con

el avance de fase de la secrecién de cortisol (De la Calzada, 2000).

Las ondas lentas delta que pueden presentarse en los sujetos mayores de 60 afios
tienen una frecuencia entre 1,5 y 2,5 Hz y se manifiestan en forma de brotes bilaterales
de proyeccion a regiones anteriores. Estos brotes de ondas delta presentan una cierta
ritmicidad, pero no tienen un caracter estrictamente monorritmico. Predominan en las

regiones frontales, pero pueden proyectarse a regiones centrales y temporales anteriores.
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Su voltaje puede ser elevado y su duracién varia entre los 2 y los 10 segundos.
Este patron fue denominado por Gibbs y Gibbs en 1964, ‘bradiarritmia anterior’
(Bliwise, 1989). Es importante conocer de este patron que puede presentarse durante el
registro EEG de un sujeto normal de edad avanzada, para distinguirlo del patron de
actividad delta frontal ritmica intermitente (FIRDA), mas ritmico y consistente, de muy

distinta significacion e indicativo de patologia.

No se conoce una significacion patologica especifica del patron de bradiarritmia
anterior y sus mecanismos subyacentes son todavia desconocidos. Se registra en
ancianos sanos, pero no en todos ellos, considerandose que determinados estimulos que
den lugar a reacciones de despertar incompletas pueden desencadenar estos trenes de
ondas lentas. Algunos autores creen que pueden ser consecuencia de alteraciones
transitorias de la salud de los ancianos, tales como infecciones, traumatismos, leves

accidentes vasculares cerebrales, o bien de enfermedad vascular (Gibbs, 1964).
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1.2.-FUNCIONALIDAD DE SUSTANCIAS
INVOLUCRADAS EN EL SUENO Y LA VIGILIA.

1.2.1. TRIPTOFANO.

Los aminoacidos son sustancias compuestas por carbono, oxigeno, hidrégeno y
nitrogeno, caracterizados por contener un grupo &cido débil, llamado carboxilo (-
COOH) y un grupo basico débil Ilamado amino (-NH,). Dependiendo de la existencia

de grupos acidos o bésicos, se les clasifica como: aminoécidos &cidos, cuando poseen

mas de un grupo carboxilico; aminoacidos basicos, cuando poseen méas de un grupo

amino; aminoacidos neutros, que poseen igual cantidad de grupos amino como acido.

Finalmente, también se les puede clasificar como aminoécidos arométicos o de cadena

lineal segun presenten estructura ciclica o lineal (Gémez y Llorca, 2000b).

De todos los amino4cidos, 10 de ellos (treonina, lisina, metionina, arginina,
valina, fenilalanina, leucina, triptéfano, isoleucina e histidina) no pueden ser
sintetizados por nuestro propio organismo Yy tienen que ser ingeridos en la dieta
considerandose por ello “esenciales”. Si falta uno solo de los aminoacidos denominados
esenciales no seré posible sintetizar ninguna de las proteinas en las que sea requerido
dicho aminoé&cido, dando lugar a diferentes tipos de desnutricién, segin cual sea el

aminoacido limitante (Wu, 2009).

El que ahora nos ocupa, Triptofano (acido 2-amino-3-(3"-indolil)-propanoico)
(Figura 8) es un amino&cido que ademas se engloba dentro de los aminoacidos LNAA
(Large Neutral Amino Acid: Triptofano, Tirosina, Arginina, Leucina, Isoleucina,
Valina, Metionina, Treonina). Es clasificado también como no polar, hidroéfobo y

aromatico y es esencial en la sintesis de proteinas, participando como promedio en un
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1,1% de la composicién de las proteinas. Ademas, es el principal precursor de algunos
metabolitos tales como melatonina, serotonina, quinurenina y niacina, sustancias que
influyen sobre el comportamiento del organismo, percepcion del dolor, estrés, periodo
de suefio y estado de animo, asi como en el consumo de comida, interviniendo también
en la reduccién del estrés oxidativo y produccién de radicales libres (Firk y Markus,

2009; Myint y cols., 2012).

Figura 8. Estructura molecular del aminoéacido L-Tript6fano.

1.2.1.1. METABOLISMO Y FUNCION DEL TRIPTOEANO.

Una vez que el triptéfano es ingerido en la dieta, éste es absorbido por las
paredes del intestino pasando a través de las membranas celulares hacia la sangre, en la
cual una pequefia cantidad del mismo se transporta en forma libre y el resto (80-90%)

unido a la albimina.

Los niveles circulantes de triptéfano estan influenciados por la dieta, en
particular por macronutrientes como los carbohidratos y las proteinas. Los hidratos de
carbono de la dieta presentan la capacidad de modificar las concentraciones plasmaticas

de triptofano y aminoacidos neutros. Una dieta rica en hidratos de carbono produce un
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incremento en la secrecion de insulina que posteriormente activara el cotransportador
de sodio para la absorcion de glucosa, el cual también se utiliza para la absorcion de
aminoacidos y en consecuencia, una disminucion en plasma de la concentracion de
aminoacidos neutros, mientras que la concentracion de triptéfano no se ve afectada de
forma importante (Lyons y Truswell, 1988; Wurtman y cols., 2003). Por lo tanto, la
bajada en la absorcion del triptéfano por competencia en su transporte con otros
aminoacidos puede producirse por la ingestion de una dieta rica en proteinas que
posteriormente dara lugar a estos aminoacidos libres (Schweiger y cols., 1986). Pero si
ingerimos alimentos que sean mas ricos en carbohidratos que en proteinas junto con
alimentos ricos en triptéfano o bien triptéfano libre, disminuiria la competencia con
otros aminoacidos y en consecuencia, se incrementa la relacion de triptofano frente a
otros aminoacidos en plasma, lo que facilita la entrada de este aminoacido en el cerebro
(Schaechter y Wurtman, 1990), y por tanto se favorece la sintesis de serotonina y
melatonina. (Honma y cols., 1992). Por tanto, si el triptéfano se ingiere en la dieta junto

a carbohidratos, su absorcion se verd incrementada (Fernstrom y Wurtman, 1972).

La mayoria de las funciones que se atribuyen al triptéfano son mediadas a través
de su conversién en el neurotransmisor serotonina o en el producto final de esta via
metabolica, la hormona melatonina, la cual y como veremos mas adelante posee efectos
antioxidantes, antidepresivos, potenciador del sistema inmune y regulador de los ritmos
suefio/vigilia (Cubero y cols., 2006a, b, c; Monti y Jantos, 2006a; Cubero 2007a;

Paredes y cols., 20073, b).

Las necesidades diarias de aminoacidos son méaximas en lactantes para ir
disminuyendo progresivamente hasta la edad adulta, donde se estabiliza dependiendo

del peso corporal del sujeto, a la vez que de la composicion y digestibilidad de los
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ingredientes que la componen (Jansman, 2000). En cuanto a las recomendaciones
diarias concretas (RDA) de administracion de triptofano segin la “Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO 1985)” en lactantes, de tres a seis meses de
vida la RDA es 17 mg/kg/dia. En nifios de dos a tres afios de vida, la RDA es 12,5
mg/kg/dia y en la etapa adulta de 3,2 mg/kg/dia. Asimismo dietas con exceso de
triptéfano producen anormalidades en su metabolismo, asociadas con procesos de
fibrosis e inflamacién, sindrome carcinoide, y sindrome de esclerosis (Gross y cols.,
1999). Cantidades superiores a las expuestas pueden resultar perjudiciales para el
organismo, pudiendo producir peroxidacion lipidica, (Duffi, 1992; Giles y cols., 2003)
dafos en algunos tejidos, disminucién de proteinas antioxidantes y aumento de acidos

grasos poliinsaturados con la consiguiente acumulacion de colesterol (Mokaki, 1990).

1.2.2. SEROTONINA.

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Figura 9), es una sustancia
sintetizada en las neuronas serotoninérgicas del sistema nervioso central y las células
enterocromafines (células de Kulchitsky) del tracto gastrointestinal de los animales y
del ser humano. Este neurotransmisor perteneciente al grupo de las indolaminas también

se encuentra en varias setas, plantas, frutas y diferentes vegetales.

Fue en 1953 cuando Twarog y Page observaron esta molécula en el cerebro y
descubrieron que era alli donde se sintetizaba. La combinacion del grupo hidroxilo en la
posicion 5 del nacleo indol y una amina nitrogenada primaria como aceptor de un
proton, hacen de la serotonina una sustancia hidrofilica, lo que significa que no

atraviesa facilmente la barrera hematoencefalica. Aun asi actlla como uno de los
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neurotransmisores mas importantes de nuestro sistema nervioso (Goémez y Llorca,

2000a).

Figura 9: Estructura quimica de la serotonina

La serotonina se encuentra abundantemente en el tracto gastrointestinal. Cerca
del 90% (Arora y cols., 1984; Gaspar y cols., 2003). El principal almacén son las
plaquetas en la circulacién sanguinea. Entre las funciones fisioldgicas de la serotonina
destaca la inhibicion de la secrecion géstrica, la estimulacion de la musculatura lisa y la
secreciéon de hormonas por parte de la hipdfisis. Investigaciones recientes sugieren que
la serotonina juega un papel importante en la regeneracion hepatica (Jeyabalan y Geller,

2006; Gershon y Tack, 2007).

La serotonina tiene efecto inhibitorio de la conducta, ademas de poseer un efecto
modulador cerebral, influyendo sobre la regulacién del apetito, la percepcion del dolor,
la actividad motora, las funciones cognitivas, el suefio, la actividad sexual, la

temperatura corporal, el estado de animo y afectivo (Heine, 1999) e incluso a las
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migrafias, debido a que cuando los niveles de serotonina bajan, los vasos sanguineos se

dilatan.

Podemos decir que la serotonina es el principal mediador activador del nucleo
hipotaldmico ventromedial, también conocido como “centro de la saciedad” y que
regula la ingesta y saciedad. Este efecto, es altamente especifico para los hidratos de
carbono, necesitando de cofactores centrales y periféricos para actuar sobre los otros
nutrientes (proteinas y lipidos). La hiperserotoninergia produce anorexia y la

hiposerotoninergia da manifiesta ganancia de peso (Boullosa y cols., 1992).

También cabria resaltar su influencia en el funcionamiento vascular asi como
sobre la frecuencia del latido cardiaco y la regulacion de la regulacion de diferentes
funciones neuroendocrinas (Boullosa y cols., 1992) como la hormona del crecimiento.
Cambios en el nivel de esta sustancia se asocian con desequilibrios mentales como la
esquizofrenia, el autismo infantil o la epilepsia, asi como el trastorno obsesivo
compulsivo (Zucconi y cols., 2001; Baumer y cols., 2006; Boylan y cols., 2007;
Kotagal, 2007). Los bajos niveles de serotonina en personas con fibromialgia explican
en parte el porqué de los dolores y los problemas para dormir. Ya que otro papel
importante de la serotonina es actuar como precursor de la hormona melatonina “el reloj
interno de nuestro cuerpo”, lo que a su vez determina nuestros ciclos de suefio y vigilia.
Nuestro reloj interno viene a ser entonces nuestro “coordinador fisioldgico” compuesto
por la temperatura corporal, la propia hormona melatonina combatiendo del estrés y los
ciclos del suefio. Estos 3 elementos deben ser coordinados adecuadamente por el reloj

interno para poder dormir profundamente y despertar descansados.

Cuando una persona tiene mucho estrés se suele producir una depresion

hiposerotoninérgica la cual puede deberse a varias causas, encontrandose entre ellas el
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elevado nivel de cortisol, originado por este estrés (Caspi y cols., 2003), se enfrentara a
muchos problemas para poder dormir, despertara con frecuencia lo que tendra efectos
negativos durante su periodo de vigilia. Luego es l6gico que sienta dolores de espalda,
cabeza, cuello y hombros, asi como malestar o dolor general. Y por si fuera poco
aparece el famoso “fibrofog™ o dificultades en concentracion y memoria que se debe en
gran parte a la serotonina, ya que éste es el principal neurotransmisor involucrado en la
memoria humana. Por tanto, aumentando los niveles de serotonina, se mejorara la

memoria.

Existen datos literarios que sustentan el papel de ciertos nutrientes involucrados
en su produccion. Entre estos nutrientes se incluyen a los acidos grasos omega-3, el
triptéfano (el aminoacido precursor de la misma), el magnesio y el zinc. También
existen pautas que podemos y debemos poner en funcionamiento y que influyen en la
produccién de serotonina de una forma natural. Asi, algunos alimentos como los
carbohidratos (pasta, arroz, bolleria integral, harinas etc...) por su alto contenido en
azlcares actuan sobre la secrecion de serotonina. El triptéfano, aminoacido capaz de
traspasar rapidamente la barrera cerebral, favorece la sintesis de esta sustancia
potenciando nuestro estado de bienestar. En el organismo, la sintesis y liberacion de
serotonina dependen de la relativa proporcion de hidratos de carbono y proteinas
consumidos con la dieta. Al ingerir una mayor proporcion de hidratos de carbono
cambia el patron de los aminoacidos plasméticos aumentando la utilizacion cerebral de

triptéfano y por lo tanto la sintesis y liberacion de serotonina.

Teniendo en cuenta que los niveles de serotonina aumentan mediante la ingesta
de triptéfano (Garau y cols., 2006), una dieta rica en este aminoacido esencial, sin

duda podria paliar y/o solucionar este tipo de trastorno nervioso. Asi, y dentro de esta
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linea, nuestro grupo de investigacion ha observado en nifios con enfermedades
neurodegenerativas, los cuales presentan una bajada de serotonina, una sustancial
mejora de sus ritmos de actividad/reposo tras la ingesta de cereales enriquecidos con

triptofano, proyecto que ha sido financiado por los Laboratorios Ordesa S.L.

Por tanto, contra la depresion y demas alteraciones organicas mencionadas se
deben tomar alimentos ricos en triptéfano. La produccién cerebral de serotonina, uno de
los mensajeros alegres, es muy sensible a la dieta. EI aumento se debe a una buena
absorcion del aminoacido triptéfano. En el organismo, la sintesis y liberacion de
serotonina dependen de la relativa proporcion de hidratos de carbono y proteinas
consumidos con la dieta. Al ingerir una mayor proporcion de hidratos de carbono
cambia el patron de los aminoacidos plasmaticos aumentando la utilizacion cerebral de

triptofano y por lo tanto la sintesis y liberacion de serotonina.

1.2.2.1. METABOLISMO ¥ FUNCION DE LA SEROTONINA.

La sintesis de serotonina comienza con la accion de la enzima triptéfano
hidroxilasa, que transforma el aminoacido triptofano mediante una hidroxilacion en 5-
hidroxitriptéfano. Esta enzima cataliza la insercion de oxigeno molecular en la posicion
5 del triptéfano en tanto que el otro &tomo de oxigeno es reducido a agua, requiriendo
de un cofactor que es la tetrahidrobiopterina, siendo éste el paso limitante en la

formacion de la serotonina.

En condiciones normales la enzima triptofano hidroxilasa no esta saturada, por
lo que la administracién de triptéfano se acompafia de un aumento en la formacion de 5-
hidroxitriptéfano, este ultimo compuesto es descarboxilado dando la formacion de 5-

hidroxitriptamina o serotonina (Gémez y Llorca, 2000a).
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Triptofano Hidroxilasa

Tript6fano »  5-Hidroxitriptéfano

Descarboxilasa

5-Serotonina > Hidroxitriptéfano

Una vez sintetizada la serotonina es almacenada en el interior de vesiculas y
liberada posteriormente por exocitosis al espacio sinaptico. Existe recaptacion de
serotonina no degradada por los procesos enzimaticos locales, incluyendo la accion de

la enzima monoamino oxidasa (MAO).

Las plaquetas humanas poseen un sistema de trasporte activo de la serotonina de
gran afinidad unido a la enzima Na'/K*-ATPasa, siendo por tanto capaces de almacenar
y liberar serotonina a través de mecanismos similares utilizados por las neuronas

serotoninérgicas.

La disponibilidad de triptéfano para la sintesis de serotonina, es dependiente de
la cantidad de aminoé&cidos libres o totales y del cociente tript6fano/aminoécidos libres
(Monti y Santos, 1998). Por tanto, la concentracion de serotonina en el cerebro es
directamente proporcional a la concentracién de triptéfano en el plasma, el cual viene

dependiendo de la ingesta dietética de triptofano.

Se han determinado hasta la fecha al menos catorce subtipos de receptores para

la serotonina, agrupados en tres clases (Cowen, 1991; Dubovsky y Thomas, 1995):
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- 5HT1 Yy otros (5HT1A, 5HT1|3, 5HT1D, 5HT1|:, 5HT4, 5HT6, 5HT7), que utilizan
sefiales de transduccion mediadas por proteina G, y poseen alta afinidad por la

serotonina.

- SHT,y5HT1c (5HT2a Yy 5HT,c), que usan sefiales de transduccion mediadas por

fosfoinositol.

- 5HT,s y 5HT3, los cuales interactian con canales idnicos alterando la conductancia

de los iones.

Cada uno de estos grupos de receptores se encuentra localizado en diferentes
zonas del sistema nervioso, actuando asi sobre diversas funciones segun el lugar donde

se hallen.

Los agonistas serotoninérgicos como la fenfluramina y dexfenfluramina, via los
receptores presindpticos 5SHT1B y 5HT1C disminuyen el apetito (Neill y Cooper, 1989;
Davis y Faulds, 1996). Los inhibidores selectivos de recaptacion de serotonina tienen
efectos anoréxicos presumiblemente debido a las acciones fisiologicas de
intensificacion de serotonina endogena (Nonogaki y cols., 2007). Por el contrario, las
dosis pequefias de agonistas selectivos de los receptores 5SHT1A, aumenta la toma de
comida en ratas (Hudson y cols., 2005; Jhanwar-Uniyal y cols., 1994; Sugimoto y cols.,

1999).

1.2.2.2. SEROTONINA ¥ SUENO.

La serotonina liberada en el diencéfalo y en el cerebro desempefia un papel
inhibidor fundamental para provocar el suefio normal (Guyton y Hall, 2006). La

activacion de receptores somatodendriticos SHT1A podria esperarse que inhiba el
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disparo neural serotoninérgico y la consiguiente liberacion de serotonina (Gomez y

Llorca, 2000a).

Muchos estudios apoyan la participacion de la serotonina en el suefio, ya que la
administracion del L-triptofano induce al suefio, por lo que se le llama “hipnético
natural”. La sintesis y liberacién de serotonina depende de la disponibilidad de
aminoéacidos precursores del L-triptéfano reduciéndose asi la latencia de suefio y los
despertares nocturnos. Por el contrario, la deficiencia de L-triptéfano se asocia a una
reduccion del suefio REM. La administracion de triptéfano en la dieta incrementa la
disponibilidad de serotonina en el cerebro, asi como la potencia delta en el
electroencefalograma (EEG) y la cantidad de suefio no REM (NREM, suefio sin
movimientos rapidos de los 0jos) (Ouichou y Pevet, 1992). Hoy dia, el uso de triptéfano
se esta extendiendo en el tratamiento de la depresion y de las alteraciones del suefio

(Riemmann y Vorderholzer, 1998)

Lesiones en el ndcleo dorsal del rafe se acompafian de agotamiento de la
serotonina e insomnio que dura dias. La administracion de p-clorofenilalanina inhibe la
hidroxilasa de triptéfano y también produce insomnio. Este insomnio puede revertirse
con la administracion de 5-hidroxitriptofano, otro precursor de la serotonina que evita el
sitio de inhibicién enzimatica de la p-clorofenilalanina. La administracion de p-
clorofenilalanina inhibe a la hidroxilasa de triptéfano y también produce insomnio en el
gato durante varios dias. Este insomnio puede revertirse con la administracion de 5-

hidroxitriptofano.

Los niveles de serotonina, asi como la afinidad hacia sus receptores son

variables a lo largo del dia. Se objetivan niveles maximos durante el dia para disminuir
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por la noche. En cambio los receptores muestran una curva inversa pues son mas

abundantes y afines durante la noche (Franco y cols., 2012, Velayos y cols., 2007).

Por otro lado, la serotonina regula la aparicion de espigas ponto-geniculo-
occipitales (PGO), las cuales aparecen segundos antes del inicio del suefio NREM y
durante todo el tiempo que dura éste. En experimentos de deprivacion de suefio se

detect6 aumento de los niveles de serotonina, pero los receptores no se modificaban.

1.2.2.3. SEROTONINA Y VEJEZ .

La concentracion de serotonina en el cerebro y del metabolito principal de la
serotonina, el 5-hidroxiindolacético, no parece variar de forma significativa con la edad.
Los transportadores (recaptadores) de serotonina tampoco parecen variar con la edad, lo
cual sugiere que la innervacion serotoninérgica permanece intacta durante el

envejecimiento (Strong, 1998).

Sin embargo, se han observado de forma precisa disminuciones en el nimero de
receptores serotoninérgicos 5-HT1A y 5-HT2A en la corteza cerebral. Son menos

consistentes los resultados en el hipocampo y en los ganglios basales (Strong, 1998).
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1.2.3. MELATONINA.

La melatonina, o N-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 10), es la principal
hormona que produce la glandula pineal, la cual es un 6rgano neuroendocrino que
convierte la informacion externa (fotoperiodo) en un mensaje interno (hormonal) para la
regulacién de los sitios diana periféricos, a través del torrente sanguineo (Reiter, 1981)
en su ruta biosintética, cuyo precursor es el aminoacido triptofano, siendo el sustrato
intermedio entre el aminodcido y la hormona, el neurotransmisor serotonina. Esta
hormona, también denominada “hormona de la oscuridad” (Reiter. 1991a) por su
secrecion principalmente nocturna, se produce de forma ciclica, de modo que su
méaxima produccion ocurre en ausencia de luz, por la noche, en sefial a la oscuridad,
alcanzando su maximo nivel hacia mitad de la noche. La melatonina es una hormona
universal que también producen todos los seres vivos (Reiter, 1993; Reiter y cols.,

2001; Hardeland y Poeggeler, 2003).

Figura 10: Estructura quimica de la Melatonina.
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Ademas de ser sintetizada en los pinealocitos, la melatonina también es sintetizada en
el fundus del estomago, células enterocromafines del intestino (Stefulj y cols., 2001),
testiculos, médula espinal, corteza cerebral, nucleo del rafe y nacleo estriado, plaquetas
sanguineas, células mononucleares de sangre periférica, células de médula dsea, asi
como en tejido ovarico de rata y humano donde cuentan con cantidades suficientes de
ARNmM de las enzimas N-acetiltransferasa (NAT) e hidroxindol-O-metiltransferasa
(HIOMT), enzimas limitantes de la formacién de melatonina, estando asi equipados con

las herramientas necesarias para su produccion.

Ontogénicamente, la melatonina no se produce de forma ritmica hasta los 6
meses de vida extrauterina, cuando madura su sistema fotoneuroendocrino. El feto no
produce melatonina, sino que la recibe de la madre a través de la placenta,
contribuyendo a las funciones cronobioldgicas de aquél. Por ello, los nifios prematuros
presentan alteraciones mas frecuentes en determinados ritmos, como el del
suefio/vigilia. El recién nacido no tiene ritmo de melatonina, aunque su pineal puede
producirla ténicamente porque la ausencia de luz aumenta su produccion (Jaldo-Alba,

1995).

La maxima produccién de melatonina se da en la infancia (Figura 11), mientras
que en la vejez su sintesis es inapreciable. La produccién de melatonina comienza a
disminuir notablemente a partir de los 35-40 afios de edad. A partir de aqui, la
produccion de melatonina decae y hacia los 55-65 afios la amplitud del pico nocturno de
melatonina es suficientemente pequefia como para no ser bien detectado por las células,
siendo su ausencia casi total en la 75-80 afios, considerandose que este descenso marca
el inicio de los procesos de envejecimiento, que se van acelerando conforme avanzamos

en edad, perdiendo asi la melatonina su capacidad cronobiotica (Reiter, 1992). Es, por
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tanto que la eleccion hoy en dia de la administracion de melatonina se esté
incrementando para mantener unos niveles enddgenos adecuados que permitan sus

funciones celulares.
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Figura 11. Cambios en la amplitud del ritmo circadiano de melatonina con la edad. La acrofase del

ritmo de melatonina ocurre hacia las dos o tres de la madrugada y alcanza unos valores entre 80-200
pg/mL, dependiendo del individuo. Sin embargo, sea cual sea este valor durante la juventud, los niveles
de melatonina descienden de forma proporcionalmente similar en cada persona. Entre 45-55 afios
desciende un 40%, y a los 65 afios el pico ha descendido un 80%, lo que hace que se pierda la sefial

cronobi6tica de la melatonina (Tomada del Instituto Internacional de la Melatonina (IIMEL).

La codificacion en amplitud del ritmo circadiano de melatonina es utilizada por
el organismo para saber en qué momento del dia y en qué época del afio se encuentra.
Por esta razon se asigno al ritmo de melatonina un papel como reloj (medida de la hora

del dia) y calendario (medida del dia del afio) (Reiter, 1993) (Figura 13).
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Figura 12. El ritmo de secrecion de melatonina esta codificado en amplitud. Su acrofase indica al
organismo la hora del dia en que éste se encuentra (funcién de reloj). Pero, ademas, la duracién del pico
de melatonina varia, siendo mayor durante el invierno (méas horas de luz) que durante el verano, ya que
la melatonina empieza a producirse al caer la tarde. La diferencia entre invierno y verano (D’-D) la lee
el organismo para saber en qué momento del afio se encuentra (funcién de calendario) (Tomada de
IIMEL).

1.2.3.1. METABOLISMO Y SINTESIS DE LA MELATONINA.

La biosintesis pineal de indolaminas comienza con la captacion del triptéfano a
través de un mecanismo de transporte activo que esta bajo control adrenérgico. Dentro
de la célula, el triptéfano se convierte en 5-hidroxitriptéfano por la enzima triptéfano
hidrolasa. La enzima 5-hidroxitriptéfano descarboxilasa actua sobre el 5-
hidroxitriptofano para formar 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina. La
concentracion de serotonina en la pineal es muy elevada en todas las especies (niveles
elevados durante las horas de luz y reducidos durante las horas de oscuridad). A partir
de este momento, la via mas importante en el metabolismo pineal de la serotonina

implica su transformacion en N-acetilserotonina por accion de la N Acetil Tranferasa
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(NAT), enzima que constituye el paso limitante en la sintesis de melatonina y presenta
un marcado ritmo circadiano en todas las especies estudiadas, con niveles maximos
durante las horas de oscuridad determinando asi la concentracion circadiana de
melatonina (Hardeland, 2008). Finalmente, la N-acetilserotonina es convertida mediante

la O-metilacion por medio de la HIOMT en melatonina (Figura 13).

. ™
Triptéfano IPOH .. 5-Hydroxitriptofano AAAD . serotonina
MAO + AldDH
5-HIAA HIOMT AA-NAT
HIOMT SpMetoxitriptantina N-ac-Sefotonina
5-MIAA / D:AC\ HIOMT
5-Methoxitriptofol MELATONINA
CH ;O
HN CH 3
N ﬁ/
k . ° Y

) |
) I

Figura 13: Metabolismo de los indoles en las células fotosensibles pineales. Enzimas: AAAD,
descarboxilasa de aminoacidos aromaticos; AA-NAT, arilalquilamina N-acetiltransferasa; DeAc,
deacetilasa; HIOMT, hidroxindol-O-metiltransferasa; MAO, monoamino oxidasa; TOPH, tript6fano
hidrolasa. Indoles: N-Ac-serotonina, N-acetilserotonina; 5-HIAA, &cido 5-hidroxindol acético; 5-HTL, 5-
hidroxitriptofol; 5-MIAA, acido 5-metoxiindol acético. La estructura quimica de la melatonina se
muestra en la parte de debajo de la figura. (Tomada de Barriga y cols., 2004). En rojo enzimas

limitantes.

Aunque el paso de la acetilacion a N-acetilserotonina es necesario en la
biosintesis de la melatonina, también puede producirse una desaminacion de la
serotonina por las monoaminooxidasas en la misma pineal. ElI producto desaminado

resultante puede continuar su oxidacion a acido 5-hidroxindolacético o puede reducirse
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a b-hidroxitriptofol. Estos ultimos productos son susceptibles de transformacion por la

HIOMT para dar acido 5-metoxindolacetico y 5-metoxitriptofol.

Durante la noche se produce un incremento de la actividad de la N-
acetiltransferasa que presenta valores de 10 a 100 veces mayores que los que presenta
durante el dia (Lynch HJ., y cols. 1975). Como consecuencia se incrementa la
concentracion de N-acetilserotonina a valores de 10 a 30 veces mayores que los que
existen durante el dia. La actividad de la HIOMT también se incrementa y con ella los
niveles pineales de melatonina. La luz deprime rapidamente la actividad de los enzimas
pineales. Si se invierten las condiciones de luz exterior, se invierten de modo paralelo
las actividades enzimaticas y la biosintesis pineal de indolaminas. Por lo tanto, se da un
ritmo diario de actividad pineal que esta controlado por los cambios naturales diarios en
la duracién de la iluminacién. Este ritmo se pierde si se dan condiciones de iluminacion
continua, mientras que se mantiene, aunque disminuido, si los animales se mantienen en

la oscuridad.

Una vez sintetizada y tras realizar algunas de las funciones que veremos mas
adelante la degradacion de la melatonina se produce en primer lugar en el higado y
secundariamente es excretada por el rifion. En el higado sufre una 6-hidroxilacion,
siendo excretada fundamentalmente en la orina en forma de compuestos sulfatados o
glucuronados (Kopin y cols., 1961). La infusion intravenosa en humanos, que evita el
problema de la variacion en absorcién de los individuos, ha confirmado que la
sulfatacion es la mayor via metabélica en humanos (Arendt, 1995). En humanos, no
obstante, el 90% de la melatonina suele estar en forma de 6-sulfatoximelatonina en

plasma y/u orina.
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La ruta del metabolismo que aparezca depende de la via de administracion. La
melatonina enddgena es diacetilada a 5-metoxitriptamina, la cual es diaminada a acido
5-metoxiindolacético y a 5-metoxitriptofol (Cahill y Besharse, 1997) en la retina,
aunque también en higado. En el cerebro y en la glandula pineal, la melatonina es
metabolizada por la indolamina 2,3-dioxigenasa, eliminando el anillo indol (Fujiwara y
cols., 1978). Estos metabolitos que se forman en el cerebro pueden tener actividad
fisioldgica y actuar como la melatonina en los ciclos circadianos, ademas de ser
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas. La melatonina exdgena es desmetilada a
N-acetilserotonina y mas tarde es hidroxilada y conjugada, pero ain no se sabe con

certeza si esta via es de importancia enddgena.

La N-acetilserotonina puede tener funciones por si misma ademés de ser el
precursor de la melatonina (Arendt, 1995). De hecho, la N-acetilserotonina, precursor
de la melatonina, puede estimular los mismos circuitos que son activados por el factor
de crecimiento neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, de sus siglas en inglés) en el
cerebro. Estos hallazgos han sido publicados en la revista Proceedings of the National
Academy of Sciences USA. Parece que la falta de BDNF estd relacionada con la
depresion y algunas enfermedades neurodegenerativas. Los autores de este articulo
buscaron compuestos que pudieran imitar al BDNF produciendo la activacién de su
receptor TrkB en la superficie de las células. Observaron que la N-acetilserotonina, pero
no la serotonina ni tampoco la melatonina, podian activar TrkB. La N-acetilserotonina
podia estimular TrkB, incluso cuando BDNF no estaba presente, tanto en placas de
cultivo de células como en ratones. También puede proteger a las neuronas de la

sobreestimulacion de la misma manera que lo hace BDNF (Jang y cols., 2010).
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La vida media de la melatonina en circulacion es de aproximadamente 30
minutos (Yeleswaram, 1997; Ilinerova y cols., 1978; Yellon, 1996). La melatonina oral
muestra picos en humanos después de 60 minutos y fase de eliminacion de 3 a 45
minutos, sin embargo se observan grandes variaciones individuales en la concentracion
plasmatica de melatonina que son atribuidas a las diferencias en la absorcion (Aldhous y
cols., 1985). Tras alcanzar un pico maximo, la concentracion en plasma de melatonina
permanece por encima de los valores normales de 3 a 7 horas después de la

administracion de dosis orales en un rango de 2 a 5 mg

El control de la sintesis de melatonina por el Sistema Nervioso Central en
los mamiferos, se produce en respuesta a la noradrenalina (NA) liberada por las
terminales postganglionares procedentes del ganglio cervical superior (GCS), por lo que
se considera que la pineal es un transductor neuroendocrino, como el tejido adrenal
cromafin, ya que la llegada de un estimulo nervioso a uno de esos 6rganos se convierte

en una repuesta endocrina (Wurtman, 1963; Axelrod, 1965).

La estimulacion postganglionar de los pinealocitos depende de la ausencia de
estimulacion luminosa en las retinas oculares. Las células ganglionares de la retina
codifican y proyectan hacia el encéfalo el impulso nervioso que inicia la percepcion
visual. Un subgrupo de estas neuronas sintetiza la melanopsina, este fotopigmento les
permite transformar a la luz en un impulso nervioso de manera homologa a la
fototraduccién de los bastones y los conos. Se conoce a las células con melanopsina
como células ganglionares fotorreceptoras o intrinsecamente fotosensibles (ipRGC) y
se ha descrito su participacién en una serie de funciones adicionales a la formacion de
imagenes (funciones accesorias 0 extravisuales de la retina), entre las que destaca la

sincronizacion del ritmo circadiano por la luz.
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La informacion de las sefiales de luz/oscuridad procedente de la retina, por una
proyeccion retinofugal monosinépticas a traves del tracto retinohipotalamico (TRH)
(Moore RY and col. 1995) es transmitida via nacleo supraquiasmatico (NSQ) y nucleo
periventricular (NPV) hasta la parte superior de la médula espinal torécica, y de alli
hasta el ganglio cervical superior (GCS) y via fibras simpaticas hasta el pinealocito,
donde modulan via receptores [-adrenérgicos, la N-acetiltransferasa, que como

comentamos anteriormente es la enzima llave de la sintesis de melatonina (Figura 15).
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Figura 14: Via neural que conecta los ojos (las células ganglionares que contienen melanopsina de la
retina) con la glandula pineal y la sintesis de la melatonina (MEL) a partir del triptéfano (TRP) en un
pinealocito. Justo antes de su entrada en la Glandula Pineal las fibras post-ganglionares forman haces de
nervios en el tentorio del cerebelo, las meninges que se encuentran entre el cerebro y el cerebelo. TPH,
triptéfano hidroxilasa; 5-PRT, 5-hidroxitriptéfano; AADD, &cido L-aminoacido descarboxilasa; 5-HT,
serotonina, la AANAT, arilalquilamina N-acetiltransferasa; NAS, N-acetylserotonin; HIOMT, hidroxiindol-O-
metiltransferasa. La duracién de la elevacion nocturna de la melatonina varia segln la estacion del afio.

(Tomada de Reiter y cols., 2010).
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La glandula pineal es, esencialmente, el intermediario entre el fotoperiodo
externo y el medio interno, el lugar en el que la informacion acerca de la luz vy la
oscuridad se traduce en un mensajero quimico (Reiter 1991b, Reiter, 1999b). Diversos
datos experimentales sugieren que el NSQ puede ser el lugar del Sistema Nervioso
Central (SNC) responsable de la generacién de la actividad nocturna de la sintesis de
indolaminas en mamiferos. La actividad oscilatoria circadiana de las células del NSQ

puede estar ligado al fotoperiodo (Hadley, 1997).

La produccion de melatonina esta influenciada por diferentes aspectos
fisiolégicos y no fisioldgicos como por ejemplo la actividad diaria o los trastornos de
conducta que pueden influir directamente en la secrecién de melatonina, de hay otro
porqué de la variabilidad de la secrecion de melatonina. Este proceso explica también la
disminucion de la concentracion de melatonina en persona con alteraciones del estado
de animo en las cuales la secrecion de serotonina esta disminuida y el metabolismo

desde serotonina a melatonina puede estar también disminuida.

1.2.3.2. CARACIDAD FUNCIONAL DE LA MELATONINA.

En cuanto a sus funciones, a parte de la evidente relacion con la mejora de la
calidad del suefio, cabe destacar de la melatonina su excelente capacidad como
antioxidante endogeno, combatiendo eficazmente a los radicales libres. La melatonina
muestra diferentes propiedades quimicas a los otros antioxidantes. Posee un anillo indol
rico en electrones con un grupo metoxi en posicion 5. Este grupo metoxi es importante
para las propiedades fisicoquimicas de la melatonina como un secuestrador de radicales
libres. Por lo tanto, por esta ventaja de la melatonina con respecto a los otros

antioxidantes, su origen dual, puede capturar radicales libres a través de una reaccion
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aditiva o en ciertas circunstancias puede donar (Tan y cols., 1998; Marshall y cols.,
1996; Stasica y cols., 2000) o capturar electrones para detoxificar radicales libres. A
menudo la forma oxidada es regenerada a la reducida mediante una reaccion redox o de
reciclaje, este reciclaje es considerado beneficioso porque previene el agotamiento del

antioxidante (Winkler y cols., 1994).

En los dltimos afios, se ha venido estudiando la participacion de los radicales
libres asi como de otras especies reactivas de oxigeno (moléculas derivadas del oxigeno
gue son muy reactivas y dafian facilmente a las proteinas, lipidos y ADN de la célula)
en los procesos inflamatorios durante el envejecimiento y en diferentes desordenes
fisioldgicos a lo largo de la vida desde la infancia hasta la madurez. El dafio principal
que se observa se produce a nivel de las mitocondrias, estructuras intracelulares
encargadas de producir la energia que la célula utiliza para todos sus procesos vitales.
En consecuencia ese proceso de dafio mitocondrial hace que disminuya nuestra
capacidad de producir energia, lo que a su vez decrece la eficacia con la que las células
se defienden de los radicales libres, haciéndolas mas vulnerables a la disfuncién y la
muerte. Paralelamente al aumento de los radicales libres produce un progresivo aumento
de procesos inflamatorios, que se manifiestan con una elevacion de las citoquinas
proinflamatorias y del Oxido nitrico. Estos dos procesos colaboran en el dafio
mitocondrial y disfuncién celular del envejecimiento (Miquel, 2006). La melatonina es
un antioxidante extremadamente potente y versatil protegiendo cada célula del

organismo, incluyendo las neuronas (Reiter y cols., 2003).

Las funciones de la melatonina como un antioxidante incluye: a) secuestrador
directo de radicales libres, b) estimulacion de enzimas antioxidante, c) incremento de la
eficiencia de la fosforilacion oxidativa mitocondrial y reduccion de los electrones y d)
aumento de la eficacia de otros antioxidantes. Ademéas habria otras funciones de la
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melatonina ain no descubiertas las cuales aumentarian su habilidad para proteger contra
el dafio molecular por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Numerosos estudios in
vitro e in vivo han documentado la habilidad tanto de concentraciones fisioldgicas como
farmacologicas de melatonina de proteger contra la destruccion de radicales libres

(Reiter y cols., 2003).

La melatonina funciona a través de numerosas vias para reducir el estres
oxidativo. Las evidencias experimentales apoyan sus acciones como secuestrador
directo de radicales libres (Hardeland y cols., 1993; Alegra y cols., 2003), como un
antioxidante indirecto cuando estimula las enzimas antioxidantes (Reiter y cols., 2000;
Rodriguez y cols., 2004), su estimulacién de la sintesis de glutation (Urata y cols.,
1999) (un antioxidante intracelular esencial), su habilidad para aumentar la actividad de
otros antioxidantes (o viceversa) (Gitto y cols., 2001), su proteccion de enzimas
antioxidante del dafio oxidativo (Mayo y cols., 2002; 2003a,b) y su habilidad para
incrementar la eficacia en la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Acufia-

Castroviejo y cols., 2002; Okatani y cols., 2003).

Por otro lado, hay numerosas patologias nerviosas asociadas a degeneracion
neuronal como consecuencia de un aumento de los fendmenos oxidativo y/o a una
disminucion de las defensas antioxidantes. Asi, se conoce que muchas enfermedades
neurodegenerativas y degenerativas inflamatorias de gran incidencia en la actualidad
como Parkinson, Alzheimer, epilepsia (Cheng y cols., 2006; Mayo y cols., 2005;
Srinivasan y cols., 2005), artrosis, cataratas (Siu y cols., 2006), degeneracion macular
de la retina (Yi y cols., 2005), fibromialgia (Acufia-Castroviejo y cols., 2006) e incluso
la esquizofrenia, van acompariadas de un aumento de estrés oxidativo motivo por el

cual la melatonina se presenta como un buen agente tanto preventivo como terapéutico.
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Se ha observado también que la melatonina mejora la diabetes (Klepac y cols.,
2006), afecta a la regulacién de glucosa en los seres humanos (Korkmaz y cols., 2009).
Por ende se ha observado que los pacientes diabéticos tienen niveles séricos bajos de
melatonina diurnas y mas receptores pancreaticos de melatonina (Tutuncu y cols., 2005;
Peschke, 2008) sin embargo el papel de la melatonina en la prevencion o el retraso del
inicio de la diabetes no estd bien establecido debido a estudios que demuestran los
efectos beneficiosos de la melatonina se han llevado a cabo después de que el desarrollo

de la manifestacion clinica de la diabetes (Hussain y cols., 2006; Kadhim y cols., 2006).

La melatonina también disminuye la presion arterial (Paulis y Simko, 2007). Un
reciente metaanalisis indica que la melatonina produce una reduccién de la PA nocturna
en una magnitud que se considera clinicamente relevante (Lemoine y cols., 2012). Se ha
observado que la administracion de melatonina durante la noche reduce la PA nocturna
en hipertensos de ambos sexos (Scheer y cols., 2004; Cagnacci Yy cols., 2005; Grossman
y cols., 2006) y en adolescentes con Diabetes Mellitus tipo 1 (Cavallo y cols., 2004).
Mediante la determinacién de la velocidad de la onda de pulso, una medida directa de la
rigidez arterial, se ha verificado que el aumento de los niveles de melatonina durante la
noche causa una disminucion en la velocidad de la onda de pulso aédrtico (Yildiz y cols.,

2009).

Se estd investigando la utilidad de la Melatonina en relacion a la mejora del
rendimiento deportivo en deportistas de élite. Este es el caso del estudio realizado por
Maldonado y colaboradores en 2011 donde observo que el tratamiento con melatonina
en los deportes de ejercicio intenso invierte el estrés oxidativo, mejora las defensas y el
metabolismo de los lipidos, lo que resultaria en una mejora en el estado fisico. Hay

estudios que constatan que el ejercicio intenso influye en la secrecion de melatonina. El
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ejercicio puede actuar como un sincronizador. Dependiendo de la hora del dia, de la
intensidad de la luz, y la proximidad del ejercicio a la aparicién o disminucion de la
produccién circadiana de la melatonina, variara el ritmo de secrecion de melatonina. Por
una parte, el ejercicio extenuante especialmente per se induce un aumento del estrés
oxidativo, que a su vez puede afectar los niveles de melatonina en la circulacion
periférica porque el indol es rapidamente utilizado para combatir los radicales libres.
Por otra parte, la melatonina también puede influir en el rendimiento fisico, y por lo
tanto, la interacciones entre el ejercicio y la produccion de melatonina puede ser
beneficiosos (Germain Escames y cols., 2012). De hecho se ha observado que segln a la
hora del dia en la cual se realiza el ejercicio fisico influira positiva (Theron, 1994) o
negativamente (Monteleone, 1990) o incluso no influira en la secrecion de melatonina
(Miyazaki, 2001). Hay pruebas de que la duracion del ejercicio y la intensidad pueden
inducir cambios de fase en los ritmos de secrecion, independientemente de la luz, en

sujetos de diferente estado atlético y edad (Wright y Lack, 2001).

Con respecto a la relacién de la melatonina con el sistema inmune varias
investigaciones han confirmado la correlacién entre dias cortos y/o picos en los niveles
de melatonina por la noche con el numero de linfocitos sanguineos; estudios que fueron
Ilevados a cabo en ratones (Demas y Nelson, 1996, 1998a; Nelson y cols., 1998) y
humanos (Depres-Brummer y cols., 1997). En 1988, Kuci y colaboradores exploraron el
papel inmunomodulador de la glandula pineal en ratones C57BL/6JHAN y observaron
que el pico nocturno de melatonina estaba estrechamente sincronizado con el pico de
proliferacion de celulas progenitoras para granulocitos y macréfagos (CFU-GM). Se ha
evaluado también el aspecto de la funcion inmune relacionado con el ritmo de
melatonina en la inmunidad no especifica, la accion de fagocitar. Estudiando los

heterofilos, que son considerados fagocitos primarios y que representan el mayor
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porcentaje de leucocitos periféricos, Rodriguez y colaboradores (1999a) mostraron en la
tortola collariza que los picos nocturnos séricos de melatonina se correlacionaban con
un incremento en la actividad fagocitica de los heterdfilos; esto sugirid una intima
relacién entre la melatonina y la inmunidad no especifica. En la inmunidad especifica y
no especifica, empieza a estar claro, que la melatonina, de algin modo, participa en la

regulacién de estas variaciones estacionales y circadianas (Nelson y cols., 1999).

Otro efecto inmunomodulador de la Melatonina es su capacidad para estimular
la linfopoyesis de las células B y la produccion de monocitos y células NK (del inglés,
natural killer) (Curier y cols., 2000), como procedimiento preventivo para reforzar la
reactividad inmunitaria. Ademas, se ha demostrado que la Melatonina revierte la
inmunosenescencia que se produce de forma natural debido al envejecimiento

(Rodriguez y cols., 2005; Paredes y cols., 2007b).

Numerosos estudios estan emergiendo actualmente para demostrar la eficacia
terapéutica de la administracion de melatonina y determinados procesos cancerigenos.
Tal es el caso de uno de los ultimos estudios publicados con respecto al
hepatocarcinoma donde se evidencia que tras la administracion de melatonina se induce
a la apoptosis de las células del hepatocarcinoma HepG2 a través de la regulacion al
alza de Bim proapoptdtico mediado por la translocacion nuclear y la activacion del
factor de transcripcion FoxO3a (Carbajo-Pescador y cols., 2013). En estudios in vitro
con diferentes lineas celulares de cancer han proporcionado la evidencia de la induccion
de la apoptosis en las células tumorales por la accion de la melatonina (Hill y Blask,
1988; Cini y cols., 2005; Chiu y cols., 2010;) en el cancer de colon (Farriol y cols.,
2000; Garcia-Navarro y cols., 2007), cancer de ovario (Futagami y cols., 2001),

apoptosis celular en el neuroblastoma (Garcia-Santos y cols., 2006), disminucion de la
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proliferacion celular de las celulas del melanoma en humanos (Cabrera y cols., 2010),
reduccién del tumor de pancreas por alteracion de la fisiologia mitocondrial de las

celulas tumorales pancreaticas (Gonzalez y cols., 2010).

En resumen, es de vital importancia realizar la observacion sobre las diferentes
evidencias clinicas de la melatonina, hormona que tiene gran cantidad de acciones en el
cuerpo humano y de la cual cada dia se esta investigando mas. Sobre todo en
enfermedades importantes como las mencionadas como diabetes, hipertension, cancer o

enfermedades neurodegenerativas y otras.

1.3. CORTISOL, MELATONINA ¥ ESTRES.

La secrecion de Hormona liberadora de corticotropina (CRH) vy
consecuentemente de hormona adrenocorticotropa (ACTH) y cortisol mantiene un ritmo
circadiano, siendo alta durante la mafiana y minima por la tarde. Estos ritmos se
modifican por la alimentacion (aumentando con el ayuno y disminuyendo con el
alimento), los ritmos luz/oscuridad y de suefio/vigilia, de tal manera que este ritmo
circadiano se establece en la infancia y no cambia con la vejez, modificAndose
lentamente solo después de semanas de cambios permanentes en los ritmos bioldgicos
(viajes transoceanicos por ejemplo). El estrés psicoldgico u organico suficientemente
intenso (cirugia, traumatismos, enfermedades importantes, etc.), o el miedo aumentan la
secrecion de cortisol "preparando™ al organismo para lo que se avecine, asi como

cuando se fuma tabaco y con ejercicios fisicos intensos.
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1.3.1. CORTISOL.

El cortisol (Figura 15) es una hormona esteroidea y como tal contiene una
estructura basica que corresponde al nlcleo de ciclopentanoperhidrofenantreno (el
mismo del colesterol); los esteroides con 21 carbonos (C21) tienen propiedades

glucorticoideas y mineralocorticoideas.

Figura 15: Estructura quimica del cortisol.

El cortisol es una hormona que se sintetiza en la zona reticular y fascicular de la
corteza de la glandula suprarrenal a partir del colesterol y que tiene como funciones
principales incrementar el nivel de azlcar en la sangre a través de la gluconeogénesis,
suprimir el sistema inmunoldgico y ayudar al metabolismo de grasas, proteinas y

carbohidratos ademas, de disminuir la formacion 6sea. (Tao Le y cols., 2009).

La glandula suprarrenal es un 6rgano que se sitla justo encima de los rifiones y
que se divide en médula, que es la capa mas interna y produce adrenalina y
noradrenalina, controlando asi el sistema nervioso simpatico y otra zona que se
denomina corteza que a su vez se subdivide en zona glomerular, donde se sintetiza

aldosterona (mineralcorticoide), zona fascicular y zona reticular donde se sintetizan

-54-



Tesis Doctoral Introduccion
Sergio Matito Celaya.

cortisol y en menor medida andrégenos (dehidroepiandrosterona), sintesis que depende

de la actividad y activacion de diferentes enzimas contenidas en cada una de las zonas.

La cantidad de la hormona cortisol presente en la sangre esta sometida a una
variacion diurna, con niveles mas altos por la mafiana (aproximadamente a las 8), y
niveles mas bajos entre las 12h y las 4 horas de la noche, o de 3 a 5 horas después de la
aparicion del suefio. La informacion sobre el ciclo luz/oscuridad se transmite desde la
retina hasta el nacleo supraquiasmatico del hipotalamo. Estas pautas no estan presentes
al nacer (las estimaciones de cuando se inician varian entre dos semanas y nueve meses)

(De Weerth y Buitelaar, 2003).

1.3.1.1. SINTESIS ¥ METABOLISMO DE CORIISOL.

La sintesis de hormonas esteroideas es regulada por hormonas troficas como la
hormona adrenocorticotrofica (ACTH) en las células de la corteza adrenal y la hormona
luteinizante (LH) en las células de Leydig de los testiculos y células de la teca en los

ovarios (Liu y cols., 2003).

El colesterol es el precursor para todos los esteroides suprarrenales. La principal
fuente de colesterol es provista por la circulacion en forma de LDL (low density
lipopreotein (Lipoproteina de Baja Densidad). La LDL es internalizada via endocitosis
mediada por receptor. Las vesiculas endosomica resultante se fusionan con lisosomas,
y por medio de hidrdlisis es producido el colesterol libre. El colesterol también puede
ser generado de novo dentro de la corteza adrenal a partir de Acetil-CoA. Ademas,
existe evidencia de que la glandula suprarrenal puede utilizar el colesterol presente en
las HDL (High density lipoproteina (Lipoproteina de Alta Densidad) a través de su

captacion por ciertos receptores de HDL, recientemente caracterizados.
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El colesterol libre, independientemente de su origen por captacion periférica de
las LDL o bien por sintesis de novo, debe ser transportado al interior mitocondrial
donde ocurre la conversion a Pregnenolona. Este es el principal punto de control de la
estimulacion esteroidogénica por hormonas peptidicas y AMPc. Es el primer paso en la
via biosintética, donde el colesterol es convertido en pregnenolona por la enzima
citocromo P-450scc (del inglés P-450 side-changecleavage) (Liu y cols., 2003). Por
tanto, la primera reaccion de ruptura de la cadena lateral del colesterol es el paso

limitante en la regulacion crénica en todos los tejidos esteroidogénicos.

En la regulacién aguda, que determina la respuesta al estrés, el paso limitante es
el flujo de colesterol hacia el interior de la mitocondria, en este proceso interviene la
proteina StAR (Steroidogenesis Acute Regulator). La entrada de colesterol al interior de
la célula se interrumpe cuando StAR finaliza su interaccion con la membrana externa
mitocondrial. Asi se logra un rapido aumento o disminucion en la biosintesis esteroides,

a través de la regulacion del gen StAR (Rone y col., 2009).

Las hormonas suprarrenales son sintetizadas en multiples pasos en los que
intervienen citocromo P450 y deshidrogenasas B-HSD (Figura 16). Los citocromos
especificos involucrados en el primer y Gltimo paso de la ruta biosintética del cortisol y

la aldosterona son de localizacién mitocondrial.
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Figura 16: Estereidogénesis CYP (Citocromo P450).

Con respecto al metabolismo, el cortisol circula unido a proteinas y menos de un
5% en forma libre en el plasma. La fraccion unida a proteinas esta unida a cortisol
binding globulin (CBG) y también a albumina. Las fracciones unidas a proteinas pueden
ser liberadas en los tejidos manteniendo un pool de reserva facilmente disponible. Al
igual que otros sistemas hormonales una elevacion de la globulina transportadora de
cortisol o CBG (por ejemplo en el uso de estrogenos orales) aumenta la concentracion

total de cortisol plasmatico aunque la proporcién del cortisol libre permanece normal.

Muchos de los corticoides sintéticos se unen menos eficientemente a CBG y esto
podria explicar la facilidad con que algunos analogos sintéticos producen efectos de
sobredosis (sindrome de Cushing), aun utilizando bajas dosis. Los metabolitos del
cortisol son biolégicamente inactivos y se unen débilmente a las proteinas plasmaticas
circulantes. La aldosterona también se une a proteinas plasmaticas pero en una

proporcién mucho menor que el cortisol.
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El término glucocorticoides se aplica a todos los esteroides suprarrenales que
tengan accion principalmente en el metabolismo intermediario, siendo el principal
glucocorticoide el cortisol o hidrocortisona, el cual es secretado con un marcado ritmo
circadiano teniendo un pico matinal, una disminucion hacia medio dia y un nadir
vespertino o nocturno. La cantidad diaria de secrecion de cortisol fluctia entre 15y 30
mg. La inactivacion de los esteroides en general se produce a nivel hepatico donde
sufren una reduccion de uno de los anillos y posterior conjugacion con la acido

glucurdnico

1.3.1.2. REGULACION DE LA SECRECION DE CORIISOL.

El ACTH producido por la hipofisis anterior controla la actividad de la zona
fasciculada y reticular. Especificamente, ACTH estimula la produccion de cortisol
aumentando la ruptura de la cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona; esta
es la etapa limitante de la sintesis de cortisol. La accién del ACTH es muy répida, y su
efecto puede verse a los 5 minutos de un aumento agudo de ACTH. Ademas de este
efecto agudo un aumento continuado y en altas dosis de ACTH provocaréa hiperplasia de
las células de la corteza adrenal. En oposicidn a esto la ausencia de ACTH por patologia
hipotdlamo hipofisiaria llevard a una atrofia a de las zonas fasciculada y reticular

confirmando que el ACTH ejerce un efecto trofico sobre el tejido.

Dentro de la regulacién de la produccion de corticoides existe un feed back
negativo del cortisol sobre la secrecion de ACTH. Este efecto se ejerce tanto a nivel
hipotalamico (disminuye la liberacion de CRH) como directamente sobre la hipdfisis

disminuyendo la ACTH (Figura 17).
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Figura 17: Regulacién de la secrecion de cortisol tras un cuadro de estrés y sus efectos en el organismo.

La secrecion de CRH y ACTH siguen un ritmo circadiano que funciona de
acuerdo a los ciclos suefio-vigilia. Asi vemos que la concentracién de cortisol
plasmatico en los humanos en minima alrededor de medianoche y aumenta hasta un
pico maximo alrededor de las 8 de la mafiana; después existe una caida a lo largo del
dia. Sobre impuesto a estas tendencias, existen liberaciones episodicas de algunos

minutos de cortisol como respuesta a diversas circunstancias como el estrés.

Debido a las variaciones circadianas y a la posibilidad de pico de secrecion de
cortisol durante el dia, la medicidn aislada de cortisol no puede ser interpretada sin la
informacion correspondiente a la toma de la muestra. Es por eso que la medicion de la

secrecion integrada de corticoides puede reflejar mejor el estado clinico de un paciente.
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Pueden también realizarse mediciones repetidas intentando evaluar la presencia o

ausencia de ritmo circadiano normal.

1.3.1.4. MECANISMOS DE_ACCION DEL CORTISOL.

El cortisol entra en la célula por difusion y se une a su receptor, los cuales se sitlan

en lugares especificos en el DNA, produciendo un aumento en la sintesis de RNA y de

proteinas de acuerdo al tipo de célula blanco. Asi las acciones fisiologicas de los

glucocorticoides incluyen regulacion de la sintesis proteica, metabolismo de proteinas,

carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos.

Metabolismo de los carbohidratos: los glucocorticoides aumentan la glicemia
actuando como un antagonista de la insulina y suprimen la secrecion de insulina.
Asi inhiben la captacion de glucosa por los tejidos periféricos y promueven la
gluconeogénesis.

Metabolismo de las proteinas: se produce un efecto catabolico con aumento de la
destruccion proteica y excrecion de nitrogeno.

Los glucocorticoides aumentan el glicbgeno hepatico y promueven la
gluconeogénesis, produciendo una movilizacibn de los aminoacidos
glicogénicos que provienen de estructuras de soporte como musculo, piel, hueso
y tejido conectivo; inhiben también la sintesis de proteina y la captacion de
aminoacidos.

Acidos grasos: los glucocorticoides regulan la movilizacién de &cidos grasos

produciendo activacién de la lipasa celular.

Los glucocorticoides tienen propiedades antiinflamatorias que estan probablemente

relacionadas con sus acciones en el territorio microvascular y también por efectos
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celulares. El cortisol mantiene la respuesta vascular normal a factores vasoconstrictores
y se opone a los aumentos de permeabilidad capilar caracteristicos de las inflamaciones
agudas. Induce ademas el aumento de los leucocitos polimorfo-nucleares, produce
desaparicion de los eosinofilos circulantes y disminuye la actividad de los linfocitos T.
El cortisol por esta via altera la inmunidad celular y humoral. Ademas los
glucocorticoides inhiben la produccién y/o la accién de mediadores locales de la
inflamacion como linfokinas y prostaglandinas. Los niveles de cortisol también pueden
ser diferentes para las personas con autismo o sindrome de Asperger, existiendo
estudios donde se pone de manifiesto la respuestas del sistema hipotalamico-pituitario-
adrenocortical (HPA) y han demostrado estadisticamente niveles mas elevados de

cortisol en nifios con autismo en comparacion con controles (Corbet y cols., 2006).

Aparte de estas acciones, destaca el incremento de la respuesta fisioldgica al
estrés. En situaciones estresantes se elevan los niveles de cortisol, los cuales conducen a
una cadena de fendmenos que, en Gltima instancia, proveen de inmediata energia al
organismo. Sin embargo, cuando el cortisol se secreta de forma crénica, pueden
producirse secuelas fisiologicas tales como el incremento de la presion arterial y la
supresion inmunolégica. Se sabe que en los pacientes con depresion mayor hay un
aumento general de la actividad del eje hipotdlamo-hipofisario-corticoadrenal. La
presencia de niveles elevados de cortisol de manera permanente, a consecuencia de una
respuesta de estrés sostenida, provoca un aumento sustancial en la recaptacion de
serotonina, lo que reduce el nivel de serotonina en la hendidura sinéptica. Ello podria
ser corregido por los farmacos antidepresivos, pero no debemos olvidar que la eficacia
de éstos no se observa tras su administracion aguda, lo que lleva a pensar que su
actividad terapéutica no se debe solamente a la accion del farmaco sobre su diana, sino a

cambios compensatorios que se producen a mas largo plazo.
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La hipersecrecion de cortisol y la falta de normalizacion del test de supresion
con dexametasona se han estudiado ampliamente en relacion con la depresion. Este test
constituye una de las pruebas mas relevantes sobre alteraciones en la regularizacion del
sistema hipotalamo-pituitariocorticoadrenal (Joyce y cols., 1989, Alonso-Fernandez.
1993). El 50% de los pacientes muestra no supresion de la secrecion de cortisol después
de la administracion de la prueba de dexametasona. La normalizacion de esta respuesta

es un marcador que correlaciona con la eficacia del tratamiento antidepresivo.

La enfermedad depresiva se ha asociado con estrés cronico en el cual existe
sobre activacion del eje HPA, ya que este consiste en un sistema de respuesta ante
estimulos estresantes o estresores, ya sean fisicos o psicoldgicos (Mello y cols., 2003).
Existe evidencia significativa que indica que, en casos graves de trastorno depresivo
mayor, hay una actividad incrementada del eje HPA, segun puede verificarse por
andlisis en suero, orina y liquido cefalorraquideo (Juruena y cols., 2004), Esta actividad
aumentada se relaciona con elevaciones periodicas del cortisol (Nestler y cols., 2002.
Belmaker y cols., 2008.), de hecho se ha visto en estudio publicados que entre el 20-
40% de los pacientes deprimidos atendidos en la consulta externa y entre el 60-80% de
los hospitalizados en instituciones psiquiatricas presentan hipercortisolemia y
exposicion repetida y crénica a factores estresantes resulta en elevaciones prolongadas o
extremas de glucocorticoides, lo que contribuye con el tiempo a una regulacion a la baja
de los receptores glucocorticoides en el lazo de retroalimentacion negativa (Pariante y

cols., 2008).
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1.4.2. ESTRES.

Como venimos comentando en esta tesis doctoral, el hombre, es un animal
donde las conexiones con el medio externo esta vinculadas a un cambio en su medio
interno, donde el gran determinante de todas estas funciones que produce nuestro
cuerpo al relacionarse con el entorno, es el sistema nervioso y el sistema endocrino. La
respuesta del organismo ante una situacion amenazante constituye un claro ejemplo de
integracién neuroendocrina, ya que se desencadenan una serie de reacciones que

preparan al organismo a la respuesta de huida, miedo o enfrentamiento.

Cuando hay una situacion de estrés se ponen en marcha reacciones que producen
una serie de cambio en las secreciones hormonales, siendo su Ultima expresion en
numerosos casos, la secrecion de cortisol. Esta cascada de reacciones se presenta en
maltiples situaciones ahora reconocidas con el nombre genérico de estrés, que incluye
cualquier estimulo externo que cause un cambio en el equilibrio del organismo. El
estrés puede definirse pues como la respuesta de un sistema autorregulable a una alarma
general y también como la respuesta fisioldgica, psicolégica y de comportamiento, de
un sujeto que busca adaptarse y reajustarse a presiones tanto internas como externas

(Michal, 1992).

Hans Selye, fisidlogo canadiense y cientifico pionero en estrés, cred el concepto
de reaccion general de adaptacion al estrés, que consta de tres fases: Fase A (reaccion de
alarma, movilizacion de todas las facultades del organismo); Fase B (adaptacion, la
reaccion de estrés se dirige hacia el 6rgano mejor capacitado para suprimirlo); Fase C
(agotamiento de este érgano o funcion), el poder de adaptacion de un ser humano

siempre tiene limites (Selye, 1960; Cruz y Vargas, 1998).
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De esto se desprende que el estrés es una reaccion del organismo para que este
se adapte a un esfuerzo corriente, pero debe considerarse que la sobrecarga de
situaciones estresantes pueden llevar a consecuencias negativas, ya sea en términos de
enfermedades médicas (enfermedad coronaria, Ulcera péptica, hipertension arterial,
diabetes, enfermedades alérgicas, infecciones), o bien, psiquiatricas (insomnio grave,

ansiedad, depresién) (Buceta y Bueno, 1995).

La existencia de una reaccion de estrés ante una amenaza es positiva para el
organismo, es el mecanismo del que dispone precisamente para defenderse contra la
amenaza que percibe, y gracias a las reacciones bioguimicas y fisiologicas que
desencadena, el organismo sera capaz de reaccionar para defenderse del estimulo. Por lo
tanto, una reaccion de estrés en un determinado momento es muy positiva: Ahora bien,

un estrés continuado puede ser muy perjudicial.

Estrés bueno por tanto seria el que nos da fuerzas y empuje para la realizacién de
un trabajo positivo, como por ejemplo, preparar unos examenes, preparar las
vacaciones, iniciar un nuevo trabajo, organizar una fiesta o superar un disgusto familiar.
Estrés malo seria aquel que nos lleva a un estado de insomnio, ansiedad o depresion, ya
que tenemos la sensacién de que no podemos controlar la causa o las casas que lo

producen, y de una situacién aguda se pasa a una situacion cronica.

Sin embargo, el ritmo de vida en los paises desarrollados sobretodo en
aglomeraciones urbanas, nos depara una serie de situaciones que, aunque cada una de
ellas de forma aislada no pueda considerarse como un agente estresante, en su conjunto
pueden transformarse en una situacion de entorno estresante. El estrés en estas
situaciones es algo habitual inherente al ritmo de vida en un entorno muy competitivo,

pero es dificil de diagnosticar ya que estamos ante algo habitual en nuestro estilo de
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vida, y cuyas posibles causas no figuran en la anamnesis de una historia clinica habitual.
Podemos citar, entre otras causas ruido ambiental, Conducir con trafico colapsado, la
presion del trabajo, incluso en condiciones “normales” espiritu de superacion y de éxito,

problemas familiares (aunque sean los normales).

Un “agente estresante” es un estimulo que activa el eje HHA (hipotalamo
hipdfisis adrenales) y/o el sistema nerviosos simpatico, para ayudar al organismo en su
adaptacion fisioldgica ante una amenaza. Los efectos del estrés son regulados por tres
variables: magnitud, duracion y la respuesta del individuo. Los cambios fisiologicos y
conductuales producidos en respuesta al estrés, asi como las regiones activadas del
SNC, en particular el sistema limbico: amigdala, corteza frontal, hipocampo e
hipotdlamo, (Figura 18) y los neurotransmisores involucrados, dependen del tipo de

estresor, su duracion e intensidad (Buceta y Bueno, 1995; Gortari y Bravo, 2007).

CORTEZA FRONTAL

HIPOTALAMO

LOCUS CAEROLUS

AMIGDALA

N. del Raphe

PITUITARIA HIPOCAMPO

Figura 18: Estructuras limbicas del cerebro humano. En lineas azules algunas aferencias de las
neuronas del locus coeruleus que sintetizan noradrenalina, y en anaranjadas del nicleo rafe que
sintetizan serotonina e inervan distintas estructuras, incluyendo diversos nlcleos del hipotalamo

(Tomada de Gortariy Bravo, 2007).

-6) -



Tesis Doctoral Introduccion
Sergio Matito Celaya.

Dependiendo del tipo de estrés, fisico o psicoldgico, se activan las neuronas del
tallo cerebral o las de areas del sistema limbico (respectivamente), las cuales inciden
sobre neuronas del ndcleo paraventricular del hipotadlamo (NPV) que sintetizan CRH
(hormona liberadora de corticotropina). Las neuronas CRHérgicas hipofisiotropicas
envian sus proyecciones a la eminencia media de donde, en respuesta a un estimulo, se
libera el CRH a la circulacion portal que llega a la pituitaria y controla la sintesis y
liberacion de (ACTH) que viaja por el torrente sanguineo a la glandula adrenal
liberando glucocorticoides (cortisol en el caso humano y corticosterona en el caso de

otros mamiferos).

Los glucocorticoides proveen la energia necesaria a los musculos para efectuar
la respuesta e influyen en muchos otros fendmenos incluyendo la transmision sinaptica.
Un fuerte incremento en los niveles de cortisol, por efecto del estimulo estresante,
ejerce un efecto retroalimentador negativo sobre la pituitaria y sobre el hipotalamo
inhibiendo la sintesis y liberacion de ACTH y de CRH. En caso de un nivel menor al
umbral, ocurre el fendmeno contrario de incremento en la sintesis y liberacion de estas
hormonas. Estos efectos de retroalimentacidn negativa o positiva, orientados a

reestablecer el equilibrio, constituyen la base de la homeostasis (Gortari y cols., 2000).

En el humano, la respuesta al estrés se filtra a nivel del conocimiento
expresandose bajo diversas conductas y movimientos que condicionan la experiencia
psiquica de cada individuo, tales como enojo, depresion o ansiedad. Esto, gracias a la
adquisicion filogenética de la neocorteza que permite el conocimiento y racionalizacion
del medio externo y elabora la respuesta, primero al nivel del razonamiento (respuestas
cognitivas y de comportamiento) y luego a nivel de las emociones (sistemas limbico,

neuroendocrino y neurovegetativo).
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Entendemos al estrés como algo cotidiano, como un mecanismo adaptativo cuya
funcién es neutralizar los factores que alteran el estado de homeostasis del organismo.
Desafortunadamente, el estrés puede ser causado por problemas psicolégicos que
desencadenan las mismas respuestas. Mientras el organismo responda para recuperar la
homeostasis, la integridad del cuerpo y el estado de normalidad se recupera. Esto se
dificulta cuando el estrés es cronico y el organismo se ve afectado en condiciones de
conflicto y adversidad por tiempos prolongados, generando un estado continuo de
activacion que se transforma en ansiedad y puede generar patologias a distintos niveles:
alteraciones del suefio, envejecimiento prematuro, obesidad, bulimia, anorexia,
afectaciones al sistema inmune e incluso embolias. ElI estrés aumenta el riesgo
cardiovascular, es un factor importante en la obesidad, altera biorritmos como los del
Cortisol o la Melatonina que van a condicionar la calidad del suefio, altera ciclos
hormonales, es la causa de muchas patologias dermatolégicas, deprime nuestro sistema
inmunitario y tiene un efecto negativo sobre la longevidad y crea debilitamiento

muscular ademas de enfermedades como la Ulcera, colitis, impotencia, amenorrea.
1.3.3. RELACION CORTIISOL-ACTH-MELATONINA.

El ritmo diario de melatonina es una sefial cronobidtica, es decir, permite al
individuo ajustar sus funciones fisioldgicas al ciclo luz-oscuridad imperante (Arendt y
Skene, 2005). Recientemente ha despertado interés su posible accién sobre la

esteroidogénesis.

La melatonina actta a traves de 2 receptores de membrana llamados MT1 y
MT2. En humanos, ambos receptores de melatonina estan presentes en tejidos

esteroidogénicos como la placenta y células de la granulosa (Lanoix y cols., 2006; Woo
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y cols.,, 2001). Adicionalmente, estudios realizados en animales demuestran la
presencia, solo del receptor MT1, en las células de Leydig de la rata y hamster y en la
glandula suprarrenal de rata adulta y de fetos y adultos de primates no humanos (Valenti
y Giusti, 2002; Torres-Farfan y cols., 2003), en esta Gltima glandula, la melatonina
inhibe la expresion de genes circadianos (Valenzuela y cols., 2008) y también la
produccién de cortisol estimulada por ACTH (Torres-Farfan y cols., 2004). Este efecto
inhibitorio de melatonina sobre la producciéon de cortisol estimulada por ACTH,
también estd presente en la suprarrenal humana (Campino y cols., 2008; Campino y

cols., 2011).

En humanos, los ritmos circadianos de melatonina y de cortisol en plasma tienen
fases opuestas, es decir el alza nocturna de melatonina coincide con los valores bajos
del ritmo de cortisol y viceversa (Weibel y Brandenberger, 2002), Por otra parte, la
supresion aguda de melatonina producida por una breve exposicion a luz brillante al
final de la noche se asocia con un alza brusca del cortisol plasmatico y salival (Leproult
y cols., 2001), por lo tanto los investigadores concluyeron tras largos experimentos que
la glandula suprarrenal humana expresa el receptor MT1 y un efecto agudo de la
melatonina disminuye la produccion de cortisol estimulada por ACTH (Campino vy

cols., 2008).

Tanto la Melatonina como el cortisol son moléculas que exhiben marcados
ritmos diarios. Pero, mientras que la produccion diaria de la indolamina es estrictamente
nocturna en todas las especies estudiadas, el perfil ritmico diario del cortisol circulante
muestra una gran variabilidad, con maximos diurnos, nocturnos o durante ambos
periodos, dependiendo de las especies (Pavlidis y cols., 1999). Asi el biorritmo normal

del cortisol tiene un maximo de secrecion a las 8-9 de la mafana, siendo precisamente
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este pico el que nos despierta. A partir de este momento cae bruscamente, de forma que
a las 12 del mediodia ya se encuentra a unos niveles por debajo de la mitad del basal y a
las 11-12 de la noche tiene unos valores muy bajos del orden 1/10- 1/20 de los valores
maximos de la mafiana, y precisamente estos niveles bajos contribuyen a la secrecion de

la melatonina y a la aparicion del suefio.

Hemos visto con anterioridad que el estrés cronico modifica el biorritmo del
cortisol, manteniendo valores altos durante la noche, lo que a su vez, altera el biorritmo
de la melatonina, la cual con su pico méximo entre las 3 y las 4 h de la madrugada
aproximadamente, induce la fase REM del suefio. La fase REM es la fase del suefio méas
profundo donde se “desconecta” y se produce la accidon reparadora sobre el cansancio
(Cardinali, 2007). En consecuencia, la alteracion del biorritmo del cortisol que se
produce con el estrés, con su asincronia y a través de su accion sobre el biorritmo de la
melatonina, modifica el suefio y sobre todo la fase REM del mismo, que afecta a su
calidad y a su accién reparadora sobre el cansancio acumulado durante la jornada de

trabajo.

Diferentes estudios han evidenciado como era la secrecion a plasma de cortisol a
través de un ritmo circadiano de pulsos horarios, con subidas en amplitud en los
periodos del dia (o de la noche en roedores) de maxima actividad. Asi se ha observado
que se coordina un “reloj central” situado en el nticleo supraquiasmatico del hipotalamo,
con relojes periféricos del organismo y todo ello regula, ademas, acontecimientos y
alteraciones del suefio (Young y Gallagher., 2004). Asimismo, la glandula suprarrenal
estd expuesta cada noche al aumento de la concentracion plasmatica de melatonina,
como consecuencia del ritmo circadiano de sintesis de esta hormona (Dubocovich y

cols., 2010).
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A nivel molecular, los relojes circadianos son generados por la interaccion de un
grupo de genes colectivamente denominados genes reloj y sus proteinas en un circuito
autorregulado transcripcional/traduccional. Los maximos y minimos de la expresion de
los MRNA de los reguladores positivos Bmall y Clock y de los negativos Perl-2 y
Cry1-2 muestran una expresion horaria opuesta en las 24h. El heterodimero BMAL-
CLOCK se une a las cajas E del promotor de los genes Per estimulando su transcripcion

(Dickmeis, 2009).

En suprarrenales humanas cultivadas por 12 horas, se observo que la ACTH
junto con la estimulacién de la expresion de las proteinas esteroidogénicas StAR and
3B-HSD vy la produccién de cortisol y progesterona, también estimulo la expresion del
MRNA del gen Perl. Tanto la respuesta esteroidogénica a ACTH como la respuesta del
gen reloj Perl, fueron inhibidas por melatonina (Campino y cols., 2011; Valenzuela y
cols., 2012) lo que podria ayudar a entender los efectos inhibitorios de melatonina

sobre la esteroidogénesis.

En resumen las acciones esteroidogénicas de ACTH involucran una respuesta
temprana a través de la movilizacién de colesterol a las mitocondrias y una respuesta
mas prolongada a través de la induccién de genes de enzimas esteroidogénica (Sewer y
Waterman, 2001), induciendo la expresion temprana de Perl, ello contribuiria a la
formacion de Cortisol por la glandula suprarrenal, que en periodos de estrés esta
aumentada, pero al identificarse las acciones inhibitorias de la melatonina sobre la
glandula suprarrenal es de suponer que influye de manera positiva en la secrecion de
cortisol en cuadros de estrés patoldgico incluso de insomnio, ansiedad o depresion para
restablecer la homeostasis fisiologica que esta alterada en estos procesos por secrecion

crénica de cortisol.
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1.3.4. CORIISOL Y ENVEFECIMIENTO.

Como ya hemos comentado anteriormente, el envejecimiento va disminuyendo
dentro del sistema neuroendocrino determinadas sustancias en su secrecion, pero con
respecto al eje hipotaldmo-hipofisisario-adrenal (HHA) sufre pocas alteraciones. Se ha
descrito que la hipofisis disminuye su volumen y sufre procesos de fibrosis, necrosis
focal, alteraciones vasculares y depdsito de hierro, sin grandes cambios de contenido
hormonal. Las glandulas suprarrenales aumentan la fibrosis, formacion de nddulos y el
depdsito de lipofucsina. El ritmo circadiano del cortisol se mantiene pero los individuos
mayores de 40 afios adelantan el horario, probablemente por los cambios del ritmo de

suefio.

La existencia de diferentes patrones de envejecimiento remarca la importancia
de las investigaciones centradas en los factores que pueden estar interviniendo en el
desarrollo de un envejecimiento saludable o patoldgico. Asi, en los ultimos 20 afios se
ha producido un incremento importante en el nimero de estudios centrados en los
factores protectores o, por otro lado, propiciadores del deterioro cognitivo en personas
mayores siendo en la actualidad, uno de los que esta recibiendo una especial atencion es
el estrés. De hecho, uno de los aspectos mas importantes del estrés es que por si solo
produce dafio neurobiolégico, habiéndose propuesto como una de las causas del

deterioro cognitivo observado en el envejecimiento (McEwen, 2008).

Diferentes estudios transversales y longitudinales han destacado el importante
papel que juega el estrés en el desarrollo de un envejecimiento patologico y, sobre todo,
su asociacion con el deterioro cognitivo (Lupien, 2009). El estrés se ha relacionado con
el proceso de envejecimiento y con los cambios cognitivos que se producen en esta

ultima etapa del ciclo vital. Asi, por ejemplo, la “Hipodtesis de la Cascada de
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Glucocorticoides” (Sapolsky, 1986), redefinida mas tarde como “Hipotesis de la
Neurotoxicidad” (Gilbertson y cols., 2002), explica el deterioro cognitivo asociado a la
edad, por una regulacion a la baja de los receptores de cortisol provocada por el exceso
en la secrecion de cortisol a lo largo de la vida. Esta regulacién a la baja provocaria un
desajuste en la actividad del eje HHA, que conduciria finalmente a una hipersecrecion
de cortisol. Esta desencadenaria toxicidad neuronal sobre todo a nivel del hipocampo (y

con ello, el deterioro de la memoria).

De hecho, la investigacion en humanos ha mostrado que, con el envejecimiento,
se producen cambios en la actividad del eje HHA, los cuales se han relacionado con
problemas de memoria. De nuevo aqui nos encontramos con una amplia diversidad
individual, ya que se ha observado que algunas personas presentan incrementos en sus
niveles de cortisol basal a traves de los afios, mientras otras muestran reducciones, y
esto tiene unos efectos muy interesantes sobre su funcion cognitiva (Lupien, 1996). Asi,
en una serie de estudios de Lupien y colaboradores (1994; 1996; 1998), las personas que
mostraron aumento de los niveles de cortisol basal en el tiempo, junto con altos niveles
de cortisol al final del estudio, también tuvieron un peor rendimiento de memoria y un
14% menos de volumen del hipocampo (Lupien y cols., 1994; 1998). Ademas, estudios
transversales han mostrado un peor rendimiento en memoria en personas mayores con

mayores niveles de cortisol basal (MacLullich, 2005; Comijs, 2010).

A modo de resumen, podemos considerar el estrés y su relacion con el cortisol y
este con la melatonina como uno de los factores a tener en cuenta para explicar las

diferencias entre un envejecimiento normal o saludable y uno patolégico.
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Durante la senectud la mayoria de los ritmos circadianos se pierden y, en
consecuencia, se produce una desincronizacion interna del sistema circadiano. Esta
desincronizacion se traduce en desajustes en la regulacién de importantes funciones
fisioldégicas como el ciclo suefio/vigilia o el estado de &nimo (Poeggeler, 2005;
Hardeland, 2012). De hecho, la mayoria de autores que tratan el tema de la
Cronobiologia en la senescencia, coinciden en que los aspectos principales que ocurren
durante el envejecimiento de los organismos son tanto un adelanto de fase como una

menor amplitud de los ritmos circadianos.

Como consecuencia de la alteracion de los ritmos circadianos, a medida que se
envejece se va produciendo un desgaste cada vez mayor en las oscilaciones de
determinadas moléculas que le indican al organismo en qué momento del dia se
encuentra. Pero no solo influye la fisiologia normal del envejecimiento en la secrecion
de determinadas sustancias si no que el entorno social y psicolégico de cada persona
también influyen, en mayor o menor medida, en la alteracion de los ritmos circadianos,
existiendo por tanto un feed back positivo o negativo en la concentracion de
determinadas sustancias que influyen en la evolucion a la senescencia. Por lo tanto el
medio interno y el medio externo van cogidos de la mano en la andadura hacia la vejez
teniendo que tener en cuenta ambos y modificAndolos seguin convenga y tengamos la
posibilidad de realizarlo, mas cada uno a su tiempo, para que el envejecimiento sea de

calidad.

Resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion, referente a la
ingesta de cereales enriquecidos en triptéfano en nifios con alteraciones en ritmos
bioldgicos, han puesto de manifiesto que la ingesta de los mismos son capaces de

aumentar los niveles de los metabolitos urinarios acido 5-hidroxiindolacético y 6-
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sulfatoximelatonina, metabolitos de excrecion del neurotransmisor serotonina y del
indol melatonina respectivamente. Este incremento de los niveles de serotonina y
melatonina son capaces de reconsolidar los ritmos bioldgicos cuando estos presentan

alteraciones, como puede ser una menor amplitud del biorritmo.

Los estudios epidemioldgicos indican que alrededor de un 80 por ciento de la
poblacién anciana sufre alteraciones cronicas de suefio nocturno y que s6lo un 20 por
ciento no muestran dichos problemas. Dichas alteraciones propician un deterioro de la
calidad de vida, la salud y los estados fisico y mental. Esta situacion conduce a que las
personas mayores consuman el 40 por ciento de los hipnéticos que se encuentran a la
venta y que entre el 10 y el 27 por ciento de los ancianos tomen algin tipo de
medicamento para conciliar el suefio, llegando en muchos casos a una importante
dependencia de los farmacos. Ademas el efecto depresivo que tienen los hipnoticos

sobre la respiracion aumenta criticamente el riesgo de mortalidad en esta poblacion.

Ahora y dado el aumento tan importante de pacientes en tratamiento con
antidepresivos o benzodiacepinas en mayores de 65 afios, a o que se suma el aumento
de la poblacién en este rango de edad, seguimos investigando por este camino y nos
propusimos evaluar si una dieta rica en un aminoacido esencial, como es Triptéfano,
puede mejorar sustancialmente la concentracion de determinadas moléculas que
intervienen en nuestro suefio, nuestra vigilia, nuestro estado de animo, nuestra
capacidad de excretar sustancias que producen envejecimiento celular y alteraciones
genéticas, como son los radicales libres, y mejorar en definitiva y en la medida de lo

posible, la calidad de vida.
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Por tanto y en resumen nuestros objetivos son:

1. Determinar como influye una dieta enriquecida con triptéfano en el suefio y
la vigilia, en el estado de ansiedad y el animo deprimido en los sujetos

participantes.

2. Evaluar el efecto de la ingesta de cereales enriquecidos con triptofano en
personas mayores sobre las moléculas &cido 5-hidrindolacético y 6-
sulfatoximelatonina, metabolitos de excrecion de la serotonina y la

melatonina respectivamente.

3. Analizar la capacidad antioxidante de una dieta enriquecida con triptéfano en
personas mayores, de tal manera que aumentemos la excrecion de radicales

libres

4. Evidenciar si una dieta enriquecida con triptéfano disminuye el pico de

secrecion matutino de cortisol, entendiendo matutina como la concentracion

de cortisol en la primera orina de la mafiana.
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3.1. MUESTRA DE ESTUDIO.

El estudio fue realizado en la poblacion de la ciudad de Badajoz, donde se

eligieron a 35 pacientes mayores (62+4,1 afios) caucasicos, voluntarios, de los cuales 26
eran mujeres 9 hombres. Los criterios de seleccion de la muestra de estudio fueron:
problemas de suefio, no tenian afecciones cardiacas agudas o durante el mes previo, no
fumadores, no consumo de drogas, tener problemas de suefio de conciliacion o de

desestructuracion.

Durante el estudio permanecieron en su residencia principal y se les dieron
instrucciones sobre cdmo tomar los cereales y se les instd a que tomaran notas sobre los
cambios que observaran en su suefio y en su vigilia. En este estudio intentamos sobre
todo interferir lo menos posible en la rutina de su vida diaria para asi intentar que ellos

fueran controles de si mismo.

Todos los individuos firmaron un consentimiento informado (Anexo 2) vy el
estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de Extremadura (Badajoz,
Espafia) de acuerdo a la Declaracion de Helsinki, el Consejo de Europa y la Declaracion
de la UNESCO sobre derechos humanos, biomedicina y genoma humano, asi como
cumplir todos los requisitos establecidos en la legislacion espafiola en el &mbito de la

investigacion biomédica, la proteccion de datos de caracter personal y bioética.

3.1.1 Historia Clinica de cada Paciente (Anexo 1).

A todos los pacientes se les realizé una historia clinica detallada sobre su salud

donde se incluian consideraciones sobre su calidad de suefio.
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3.2. DIETA Y CEREALES DE ESTUDIO.

Los cereales utilizados han sido producidos y manufacturados por Laboratorios

ORDESA S.L. (Barcelona, Espafia). Para nuestro estudio hemos utilizado las formulas
Blevit Plus 8 cereales© (cereales control) con una concentracion de 75 mg de triptéfano
por cada 100 mg de cereales y Blemil Plus 8 cereales© modificados con 200 mg de

triptéfano por cada 100 mg de producto.

Cereales control: Los cereales utilizados en el estudio fueron Blevit Plus 8
cereales© (Laboratorios Ordesa, S.L.), papillas de cereales infantiles elaboradas a partir
de trigo, arroz, cebada, centeno, maiz, mijo, sorgo, avena, fructooligosacéridos, extracto
de malta, sales minerales y extractos de plantas como tila, melisa y manzanilla. Los
mismos llevan un complejo vitaminico incluyendo vitaminas A, B1, B2, B6, B12, C, D,
E, K, nicotinamida, pantotenato calcico, &cido félico y biotina. Dichos cereales

contienen una composicion de Triptéfano de 75 mg por 100 g de producto.

Cereales enriquecidos con Triptéfano: Estos cereales contienen los mismos
macro y micronutrientes que los cereales control, pero enriquecidos en Triptéfano con

200 mg por 100 g de producto.

Durante la primera semana todos los participantes ingerian un preparado de
cereales control con 22,5 mg de triptofano en 30 g de cereales que tomaban en el
desayuno y en la cena. Durante la segunda semana, semana de tratamiento, los
individuos ingerian 30g de cereales enriquecidos con triptéfano a una concentracion de
60 mg también durante el desayuno y la cena. Finalmente durante la tercera semana,
semana post tratamiento, los individuos no ingerian cereales, manteniendo su dieta

habitual como en las semanas previas al estudio.
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SEMANA CEREAL CANTIDADDE  CANTIDAD DE
PRODUCTO TRIPTOFANO
1 Control 30 g de cereal 22,5mg
2 Tratamiento 30 g de cereal 60 mg
3 Post-Tratamiento 0 g de cereal 0mg

Tabla I1: Representacion de las dietas seguida por los participantes del estudio durante 3 semanas en las
gue consumieron cereales durante las dos primeras y una tercera semana con su dieta habitual. Control:
Cereales Blevit Plus 8 cereales©; Tratamiento: Cereales Blevit Plus 8 cereales © enriquecidos en

Triptdfano.

En ninguna de las dos primeras semanas de estudio los voluntarios conocian si
tomaban cereales controles o enriquecidos en triptéfano, es decir, ser realizé el ensayo a

ciegas.

3.3. OBSERVACION DEL SUENO.
3.3.1. AGENDAS DE SUENO.

Cada semana experimental los voluntarios recibian una agenda de suefio
(Anexos 3, 4 y 5) con el fin de que anotasen la hora a la que se levantaban y se
acostaban cada dia. En dicha agenda se indicaba las horas de recogida de las muestras
de orina, las cuales se tomaban a periodos horarios concretos en botes de orina estériles,

los cuales se congelaron a - 24°C hasta la realizacién de las determinaciones.

Paralelamente los voluntarios tomaron nota en la agenda de alimentacién que
seguian diariamente. La tension arterial fue valorada a lo largo del estudio no existiendo

variaciones importantes.
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33.2. ACTIWATCH® (ACELEROMETRO) READER
(LECTOR, CONECTADO A UN ®C) ¥ EL SOFTWARE:
CAMBRIDGE NEVROTECHNOLOGY LTD (V' 5.42).

Para la monitorizacion de la actividad motora general de cada paciente a lo largo

del protocolo experimental se utilizaron actimetros de mufieca (Actiwatch® Cambrige
Neurotechnology Ltd.) que los voluntarios llevaron ininterrumpidamente durante el

estudio excepto para los momentos de aseo personal.

El Actiwatch© (Figura 19) es un dispositivo compacto y muy ligero que los
individuos llevaron en la mufieca de su mano no dominante, permitiendo el registro y
medida de los movimientos fisicos. Debido a su tamafio y peso ligero (5 g) se asegura

que se pueda llevar facilmente.

Los datos se transfirieron a un ordenador y fueron analizados mediante el
software Sleep Analysis©. La recogida de la actividad por los actimetros se realiz6 en
bloques de 2 minutos. El Actiwatch permite marcar el intervalo en el que el individuo se
va a la cama presionando un boton localizado en la parte superior; el intervalo finalizara

cuando el individuo vuelva a presionar el boton a la hora de levantarse.

El sistema monitorizado Actiwatch© esta constituido por tres partes:

- Actimetro

- Reader (lector conectado a un ordenador)

- Software Sleep Analysis©

El actimetro registra la actividad mediante un acelerometro que mide
aceleraciones en los tres ejes del espacio. El correspondiente voltaje es convertido y
almacenado como medida de actividad en la unidad de memoria del actimetro. La
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frecuencia méaxima que puede generar es de unos 32 Hz. El actimetro presenta un

umbral de deteccion a partir de una aceleracion de los 0.05 g.

Figura 19: Actimetro de mufieca que llevaron todos los participantes durante las 3 semanas de

duracioén del estudio.

La actigrafia es una técnica valida y muy util para el estudio del suefio en seres
humanos. Los resultados de De Souza y colaboradores en 2003 demostraron que la
actigrafia, ademas de ser una herramienta muy potente y Util para los estudios del suefio,
presenta un nivel muy elevado de concordancia con los obtenidos mediante
polisomnografia, que a pesar de ser el patrén perfecto para los estudios de suefio en este
estudio, se descartd por exigir un elevado nivel de intervencion ademas de obligar a la

institucionalizacion de los sujetos.

Tras finalizar el experimento, la actividad adquirida por el Actiwatch, se vuelca
sobre el Reader, y éste la transfiere al ordenador personal donde se analiza con el
correspondiente software, el cual nos da una serie de parametros que son los que
nosotros utilizamos para averiguar si la papilla ha mejorado el suefio. Se estimo asi, a lo
largo de todo el estudio, tanto la cantidad como la calidad del suefio del anciano

mientras recibian las diferentes dietas, a través del software Sleep Analysis© (Figura
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20). Este programa permite el calculo de los parametros cronobioldgicos suefio/vigilia

de los datos registrado por el actimetro a lo largo del estudio de cada voluntario.

El programa ofrece una serie de algoritmos que hacen estimaciones sobre el
movimiento, el suefio y vigilia para el periodo comprendido entre el comienzo y el final
del suefio. El tiempo en que el participante esta en la cama y las horas en la que se

acuesta y se levanta, se registraron, también en las agendas rellenadas.

= Sleep Analysis

e <Copy Suwrary Sersipty Seep-Weka Mabers Seep (wy
Calcsdate | ldertity = Domo Age 34 Sex M
o J Stant date © 25-Sep-2003 [ Thu) Inmterval - 1.00
I Scak Stoet Tame - 11:39
6 1526 4 Tue JO—Snp—ZgDJ 1 Wed 01-0ct-2003 |
a| = A S " Gres
=
—4
> =
| . & 2. . »
| 11 ] = 1_HI11 1 11 L1 _1
[2300 Anabysisstart <[ [ »] < | #! Anstysis ena| 0800
Bedtene | 16 < | ] Getupteme | 740 «| g ¥y Tume in Ded| o724
AUTO Sheep stert [ on:16 < | | >l '— Sheep end | Omes2 | | » Assumed sleep | 636
Actual steep time [ ps5y (763 % Actissl awelcs time | 0140 (237 %

Mo of sloop bowste | 30 Boan longth of sloep bowts | oot 1:42 Seep officioncy (%) 0.2
Numbes of wake bowts | 30 Mean longth of wake bowts | 00:03:38 Sleep lstoncy | G020
Mo of minutes imemobile | 2a00 630 W Mo of minutes mowing | 170.0 (37.0 % Ave

i Wekon movorment | 5193
Ho of wemobidle phases | g4 Mean length of Enmobliny a5
kremobility phasos of 1 mmin | 2> Imenobility of 1 min (%) | 534 Fragmartetion mdex| 713
Total sctivity score | 13036 Maoan sctivity scorn | 25734 Moan scoue i actime poriods | 76 68

Figura 20: Captura de pantalla de la ventana de analisis del suefio del software Sleep Analysis

5.02© donde se aprecian los distintos parametros que determina el programa.

Los parametros mas importantes analizados fueron:

- Hora de irse a la cama: determinado a partir de la agenda de suefio y del
marcador de acontecimientos que debian realizar los pacientes, queda registrado

si se presiona el circulo del Actiwatch®.
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- Hora en la que se levanta: determinado a partir de la agenda de suefio y del
marcador de acontecimientos que debian realizar los pacientes, quedar registrado

si se presiona el circulo del Actiwatch®.

- Tiempo de permanencia en la cama: es la diferencia entre las dos horas

anteriores.

- Tiempo de vigilia: determinado por algoritmos.

- Tiempo asumido como suefio: la diferencia entre el final y el principio del

suefio.

- Tiempo real del suefio: determinado por algoritmos y es equivalente al tiempo

de suefio asumido menos el tiempo de vigilia.

- Eficiencia de suefio: Porcentaje de tiempo de suefio mientras el sujeto

permanece en la cama.

- Latencia de suefio: Tiempo que transcurre antes del inicio del suefio.

- Numero de periodos de suefio: muestra el nimero de episodios de suefio.

- Numero de periodos de vigilia: muestra el nimero de episodios de vigilia.

- Tiempo de inmovilidad: Ndmero total de minutos en los que el sujeto tiene una

movilidad cero, que se asume como tiempo de suefio.

- Tiempo de movilidad: nimero total de minutos en los que el sujeto tiene

movilidad durante los periodos de suefio asumido.

- Porcentaje de tiempo de movilidad/inmovilidad: relacion entre el tiempo con

0 sin movimiento en el periodo asumido como suefio.
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Numero de fases de inmovilidad: Numero de periodos con cero movimientos

registrados de una forma consecutiva.

NuUmero de fases de inmovilidad de 1 minuto: nimero de fases de inmovilidad

de duracién de mas de un minuto.

Indices de movimiento y fragmentacion: es el resultado de sumar el tiempo de
movilidad y el porcentaje de fases de inmovilidad de 1 minuto. Es un indicador

de la calidad del descanso.

Media de la actividad: valor promedio de la actividad en el tiempo total de

suefio.

Actividad total: Numero total de actividad durante el suefio.

Despertares: Numero de sucesos de despertares durante el suefio.

Promedio de los movimientos en vigilia: promedio de la actividad registrada

intrasuenfio.

Una vez calculados estos parametros para una noche, el procedimiento se repitio

para cada dia registrado. De todos los pardmetros calculados, se seleccionaron aquellos

que ofrecian informacion mas relevante acerca de la calidad del suefio.

1. Minutos en cama, 2. Suefio asumido, 3. Suefio Real, 4. Latencia de Suefo, 5.

Eficiencia de Suefo, 6. Despertares, 7. Minutos de Inmovilidad (%), 8. Actividad

total, 9. Indice de Fragmentacion.
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3.4. MUESTRAS DE ORINA.

Las muestras de orina eran recogidas:

1. Semana Control: Las orinas se recogieron a mediados de esta; se les recogia
tanto la primera orina de la mafiana como la ultima de la tarde.

2. Semana Tratamiento: Se recolectaron las orinas en agudo (primer dia de
tratamiento), tanto la primera por la mafiana como la Gltima por la tarde. La misma
operacion fue repetida el dltimo dia de tratamiento.

3. Semana Post-tratamiento: Las orinas fueron recogidas el ultimo dia de la

semana tanto la primera de la mafiana como la Gltima de la tarde.

Todas las muestras de orina fueron congeladas a -24° C para su posterior analisis

y determinacién de metabolitos.

3.5, DETERMINACION ©OE LOS
NIVELES DE SEROTONINA,
MELATONINA, ACTIVIDAD
ANTIOXTDANTE ¥ CORTIISOL.

Los niveles de Serotonina y Melatonina se determinaron a través de sus
metabolitos excretados en la orina: el &cido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) para
Serotonina y la 6-sulfatoximelatonina para Melatonina. La concentracién de este sulfato
en orina esta relacionada con el total de melatonina en sangre. Estas cuantificaciones se
llevaron a cabo mediante inmunoensayos E.L.I.S.A.s. Para ello se utilizaron los Kits
comerciales EIA 4482 para el acido 5-hidroxindolacético y EIA-1432 para la 6-

sulfatoximelatonina (DRG®©). La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de
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635nm en el caso de la determinacion del metabolito de excrecion de la serotonina y a

una longitud de onda de 625nm para el metabolito de excrecion de la melatonina.

Para ajustar la variacion en la diuresis de las muestras, los resultados fueron
expresados como el ratio del metabolito de excrecion (medido en pg./ml) entre la
creatinina presente en la orina (medida en mg/ml). Para ello, la determinacion de los
niveles de creatinina se llevd a cabo mediante el test de Jaffe (Garrido y cols., 2010).
Finalmente, los resultados expresados como pg. de metabolito/mg de creatinina se
normalizaron a 1 en el caso de las orinas recogidas durante la semana control. Las
orinas recogidas durante las semanas de tratamiento y post-tratamiento se relativizaron

respecto a su propio control.

Para la realizacidon del estudio de la capacidad antioxidante se llevo a cabo
mediante el método de la equivalencia en Trolox. Para ello se dispuso del kit comercial
Antioxidant Assay Kit 709001 (Cayman Chemical Company). La suma de los
antioxidantes endoégenos mas los de la dieta representan el total de la actividad
antioxidante del sistema. La cooperacion entre los diferentes antioxidantes produce una
gran proteccion frente a los ataques del oxigeno activo o el nitrégeno de las especies,
mucho mas que si lo hiciera uno solo. Asi, la capacidad antioxidante general puede
proporcionar informacién biologica mas pertinente comparada con la obtenida por la
medida de un componente individual por lo que consideramos la accion de todos los
antioxidantes presentes en el plasma y en los fluidos corporales y veremos como

aumentan tras la administracion de las papillas.

Las lecturas de las absorbancias se llevaron a cabo a temperatura ambiente en un

lector de placas TECAN infinite M200© y con el software Tecan-i-control®©.
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Para la valoracion de la concentracion de cortisol libre en la primera orina de
la mafiana se utilizo la téecnica ELISA con el Kit comercial EIA-2989 (DRG®) cortisol
urinario). Método por el cual de manera competitiva e inmunoenzimaticamente y
posterior utilizacion de colorimetria se objetiva el cortisol libre urinario. Posteriormente
la absorbancia se midié a una longitud de onda de 450 nm mostrandonos asi los niveles

de cortisol.

3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE
L0OS DATOS.

Para el anéalisis estadistico de los datos recogidos por actimetria y los datos
obtenidos de las muestras de orina se empled el software Graphpad Prism 5.02© para el
entorno de Windows©. Los datos se estudiaron estadisticamente con el test de
Kolmogorov-Smirnov para determinar si los datos seguian o no la distribucién normal.
Posteriormente se analizaron con el test de Kruskal-Wallis y el post-test de Dunns para

comparaciones maltiples.

3.7. VALORACION DE LA ANSIEDAD.

En estudios previos objetivamos que durante la semana de tratamiento los
individuos de estudio mejoraban su estado de animo, su iniciativa y su vigilia en mas
aspectos a parte del relacionado con un suefio reparador, por lo que en este estudio
pensamos en la posibilidad de objetivar ese resultado con test que pudieran darnos datos
reales sobre la ansiedad y/o el estado deprimido durante el tiempo de tratamiento. Los

test se pasaron antes de empezar a tomar los cereales, durante y después de finalizar el
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estudio, es decir, en el Gltimo dia de la ultima semana, para asi mitigar, en la medida de

lo posible, el efecto placebo que sobre el sujeto pudiera tener la toma de los cereales.
Utilizamos para ello dos test:
- Test STAI de estado rasgo de ansiedad.

- Test de Depresion de Beck

3.7.1. TEST STAI de ansiedad (State-Trait Anxiety Inventory)
(Anexo 6).

Este cuestionario fue elaborado por Spielberg y cols. en 1970, y se encuentra
editado en T.E.A. Ediciones, Investigaciones y Publicaciones Psicoldgicas. Se

considera, dentro de los instrumentos de evaluacion psicoldgica, como un autoinforme.

Las propiedades psicométricas han sido extensamente analizadas en relacion con
la consistencia interna, la fiabilidad test-retest y la obtencion de diferentes evidencias de
validez (Virella y cols, 1994; Vigneau y Cormier, 2008; Mystakidou y cols., 2009;
Vautier y Pohl, 2009; Bados y cols., 2010; Guillén-Riquelme y Buela-Casal, 2011) de

este tipo de test.
Spielberg distingue entre ansiedad estado y ansiedad rasgo:

- La ansiedad estado(A/E) esta conceptualizada como un estado o condicién emocional
transitoria del organismo humano, que se caracteriza por sentimientos subjetivos,
conscientemente percibidos, de tension y aprension, asi como por una hiperactividad del
sistema nervioso autonémico con la importante caracteristica de que varia a lo largo del

tiempo fluctuando en su intensidad.
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- La ansiedad rasgo(A/R) sefiala una relativamente estable propension ansiosa por la
que difieren los sujetos en su tendencia a percibir las situaciones como amenazantes y a
responder a esto con elevaciones en su estado de ansiedad (A/E). Es decir, la ansiedad
rasgo (A/R) implica diferencias entre los sujetos en su disposicién para responder a

situaciones estresantes con diferentes cantidades de ansiedad estado.

Asi pues, en la escala ansiedad estado se pregunta por la intensidad con que se
siente lo expresado por los items en ese momento, mientras que en la escala ansiedad
rasgo se le pide al sujeto que evalle la frecuencia con que siente generalmente los items

de esa escala.

En principio, el STAI fue disefiado para una autoaplicaciéon, y puede ser
administrado individual y colectivamente. Puede utilizarse en adolescentes y adultos, y
no tiene tiempo limitado de respuesta. El cuestionario comprende escalas separadas de
autoevaluacion que miden dos conceptos independientes de la ansiedad, la ansiedad

como estado (E) y la ansiedad como rasgo (R).

La escala Ansiedad Estado consta de 20 frases con las que el sujeto puede

describir como se siente "en un momento particular".

Las respuestas a estos items se hacen en una escala de 4 pasos, de 0 a 3:

0= Nada

1= Algo

2= Bastante

3= Mucho
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La escala de Ansiedad Rasgo también consta de 20 frases en las que el sujeto
puede mostrar como se siente "generalmente”. Las respuestas a estos items, al igual que

en la escala anterior (ansiedad estado) se hacen en una escala de 4 pasos, de 0 a 3:

0= Casi nunca

1= A veces

2= A menudo

3= Casi siempre

Las puntuaciones de ansiedad estado (A/E) y ansiedad rasgo (A/R) pueden variar
desde un minimo de O puntos hasta un maximo de 60 puntos, con matices diferentes en
cada uno de ellos. Hay que tener en cuenta que la version del STAI contiene items
directos que reflejan existencia de ansiedad, e items inversos que manifiestan ausencia
de la misma. Ambos tipos de elementos se han entremezclado para evitar en lo posible

el efecto de aquiescencia en las respuestas del sujeto.

En la escala A/E hay 10 items directos y 10 inversos, mientras que la escala A/R

contiene 13 elementos directos y 7 inversos.

Los elementos de la escala invertida en cada parte son los siguientes:

- Ansiedad estado (A/E): 1, 2,5, 8, 10, 11, 15, 16, 19 y 20.

- Ansiedad rasgo (A/R): 21, 26, 27, 30, 33, 36 y 39.

Una vez obtenida la puntuacién directa de la forma indicada, se transforman

estas puntuaciones en centiles, teniendo en cuenta el sexo y edad del sujeto con los
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baremos pertinentes. La puntuacion centil indica el tanto por cien del grupo normativo

al que un sujeto determinado es superior en la variable apreciada por el test.

La calificacion directa se hace utilizando plantillas ya estructuradas, que se
colocan sobre el protocolo de preguntas y respuestas, para después hacer la sumatoria en
cada una de las columnas de respuestas; y aplicar una formula ya establecida, que
permite hacer una conversion en cada uno de los reactivos, y obtener un puntaje bruto
que debera ubicarse dentro de una escala de baremos estructurada segin sexo y edad,
para finalmente obtener la puntuacién directa y darle la interpretacion que corresponda
dentro de una escala de decatipos y/o centiles (la puntuacion centil indica el tanto por
cien del grupo normativo al que un sujeto determinado es superior en la variable
apreciada por el test) en la cual se entenderd como valor significativo arriba de la media,

y debajo de la media, no significativo.

3.7.2. TEST DE DEPRESION DE BECR,

El Inventario de Depresion de Beck (Anexo 7) se presentd en la siguiente
publicacion: Beck, A. y cols., “An inventory for measuring depression. Archives of

General Psychiatry” 1961; 4:561-71.

En 1971 el texto fue revisado ligeramente, en una versién conocida como BDI-
IA, y que es la usada en esta pagina. Existe una version mas reciente, publicada en 1996
y conocida como BDI-II, que s6lo esta disponible comercialmente. El Inventario de
Depresion de Beck-I1 (BDI-11) es un autoinforme de lapiz y papel compuesto por 21
items de tipo Likert. El inventario inicialmente propuesto por Beck y sus versiones
posteriores han sido los instrumentos mas utilizados para detectar y evaluar la gravedad
de la depresién. De hecho, es el quinto test mas utilizado por los psiclogos espafioles
(Muhiz y Fernandez-Hermida, 2010). Sus items no se derivan de ninguna teoria

-95-



Tesis Doctoral Materiales y Métodos
Sergio Matito Celaya

concreta acerca del constructo medido, sino que describen los sintomas clinicos mas

frecuentes de los pacientes psiquiatricos con depresion.

El BDI-1I ha experimentado algunas modificaciones respecto a las versiones
anteriores para representar mejor los criterios para el diagnostico de los trastornos
depresivos recogidos en el DSM-1V (Manual diagndstico y estadistico de los trastornos
mentales, cuarta edicién, American Psychiatric Association, 1994) y CIE-10
(Clasificacion estadistica internacional de enfermedades y problemas relacionados con
la salud, Organizacion Mundial de la Salud, 1993). La prueba ha de ser destinada
preferentemente para un uso clinico, como un medio para evaluar la gravedad de la

depresion en pacientes adultos y adolescentes.

El BDI-11 es un autoinforme que proporciona una medida de la presencia y de la
gravedad de la depresion en adultos y adolescentes de 13 afios 0 mas. Se compone de 21
items indicativos de sintomas tales como tristeza, llanto, pérdida de placer, sentimientos

de fracaso y de culpa, pensamientos o deseos de suicidio, pesimismo,

El cuestionario ha sido traducido directamente de su fuente original. En relacién
al género, cuando ha sido posible se ha optado por expresiones neutras como "alguien”
0 "algunas personas". En las deméas ocasiones se ha optado por utilizar el masculino
como genérico, evitando asi la férmula "o/a", "él/ella" que tanta naturalidad resta al

lenguaje y suponiendo en el lector la elemental capacidad de interpretacion.

El BDI-II es facil de utilizar. Se puede aplicar de forma individual o colectiva,
con formato de papel y lapiz o de forma oral. En general, requiere entre 5 y 10 minutos

para ser completado.
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Evalia fundamentalmente los pensamientos intrusivos de la depresion y
sintomas clinicos de la misma, evitando los relacionados con ansiedad y sintomas

motores.

El cuestionario consta de 21 preguntas, proporcionando cada pregunta una
puntuacion entre 0 y 3. La puntuacion maxima posible es por tanto 63. Los puntos de

corte sugeridos para interpretar el resultado obtenido son los siguientes:

00-10 Considerado normal

11-16 Ligero trastorno emocional
17-20 Depresion clinica borderline
21-30 Depresion moderada

31-40 Depresion severa

mas de 40 Depresion extrema
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A continuacion se exponen en sucesivas figuras los resultados obtenidos de los
estudios de actimetria y estado de animo, asi como del resto de parametros

analizados en orina.

4.1. CUANTIFICACION ACTIVIDAD/INACTIVIDAD
COMO VALORACION DEL SUENO/VIGILIA.

Tras retirar los actiwacht de las mufiecas de los individuos en estudio y analizar
los pardmetros obtenidos realizamos unas graficas donde representamos los resultados

del suefio de cada persona.

4.1.1. TIEMPO EN CAMA.

Este valor viene determinado a partir del marcador de acontecimientos que
deben realizar los individuos pulsando el botdén que presenta el Actiwatch©, o de la

agenda de suefio si los sujetos olvidaban pulsar el boton.

Tal como aparece en la Figura 21, en las tres semanas que durd el estudio no
hubo diferencias significativas en el tiempo total que los sujetos experimentales pasaron

en la cama.
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Figura 21: Tiempo nocturno total, expresados en minutos, que los individuos pasaron en la
cama a lo largo de todo el estudio: Los valores se expresan con respecto a la media del control
(expresada y normalizada a 1). Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de Tript6fano tanto en el
desayuno como en la cena); Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de Tript6fano tanto en el

desayuno como en la cena); Post-Tratamiento: dieta habitual. *Relativizados a su propio control.

4.1.2. SUENO _ASUMIDO.

Este valor representa el dato obtenido a través de la diferencia entre el final y el
principio del suefio.

Al igual que con el tiempo en la cama, los individuos que participaron en el
estudio no reflejaron cambios en su suefio asumido, el cual, representa la cantidad de
tiempo que los sujetos experimentales pasan desde que se duermen hasta el que se

despiertan incluyendo el nimero de despertares a lo largo de la noche (Figura 22).
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Figura 22: Tiempo de suefio asumido, expresados en minutos, que los individuos pasaron en la
cama a lo largo de todo el estudio. Los valores se expresan con respecto a la media del control
(expresada y normalizada a 1. Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de Triptéfano tanto en el
desayuno como en la cena); Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de Tript6fano tanto en el

desayuno como en la cena); Post-Tratamiento: dieta habitual.

4.1.3. SUENO REAL.

Parametro, determinado por algoritmos, que recoge la informacién determinada
en minutos, medida a través de actimetria y es equivalente al tiempo de suefio asumido

menos el tiempo de vigilia intrasuefio.

Como se puede apreciar en la figura 23, durante la semana en la que los
voluntarios tomaron cereales enriquecidos en Triptéfano se produjo un aumento

significativo del suefio real con respecto al cereal control.
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Figura 23: Tiempo de Suefio Real en minutos, que los voluntarios presentaron a lo largo de todo
el estudio. Los resultados se expresan sobre la media del control (normalizada y expresada como 1.
Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de Triptéfano tanto en el desayuno como en la cena);
Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de Tript6fano tanto en el desayuno como en la cena);
Post-Tratamiento: dieta habitual. ** p<0,01 Control vs. Tratamiento.

4.1.4. CATENCIA DE SUENO.

Representa el tiempo que transcurre desde que el individuo se acuesta hasta que
comienza el suefio. Este parametro nos indica el tiempo que tarda el individuo en

dormirse.

La toma de cereales enriquecidos en Triptéfano produjo una disminucion de la
latencia de suefio con respecto a la primera semana del estudio tal y como se expresa en

la figura 24.

- 104 -



Tesis Doctoral Resultados
Sergio Matito Celaya

1.5+ LATENCIA DE SUENO
M
| I
N  1.04
u
T
o
$ 0.5-1
0.0

Control Tratamiento 2o0st-Treatmientc

SEMANAS EXPERIMENTALES

Figura 24: Tiempo de la latencia de suefio que los individuos presentaron a lo largo de las 3
semanas del estudio. Los resultados se expresan sobre la media del control (normalizada y expresada
como 1. Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de Tript6fano tanto en el desayuno como en la
cena); Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de Triptéfano tanto en el desayuno como en la

cena); Post-Tratamiento: dieta habitual. **P<0,01 Control vs. Tratamiento.

4.1.5. EFICIENCIA DE SUENO.

Este parametro expresa el porcentaje de tiempo de suefio mientras el sujeto
permanece en la cama. Es decir, de todo el tiempo que el individuo permanece acostado,
cuanto suefio ha realizado. La eficiencia de suefio se determino al hallar el cociente
entre las horas de suefio nocturno y el periodo de tiempo que el paciente permanecio en

la cama, expresandose dichos parametros en porcentaje de suefio.

Como se refleja en la figura 25 la eficiencia de suefio se vio incrementada tras
una semana de ingesta de cereales enriquecidos en Triptofano tanto en el desayuno

como en la cena.
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Figura 25: Eficiencia de suefio, expresado en porcentajes, que los sujetos experimentales
mostraron a lo largo del estudio. Los valores se expresan sobre el valor medio del control (expresado y
normalizado como 1. Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de Tript6fano tanto en el desayuno
como en la cena); Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de Triptéfano tanto en el desayuno

como en la cena); Post-Tratamiento: dieta habitual. *** p<0,001 Control vs. Tratamiento.

4.1.6. TIEMPO DE INMOVILIDAD.

El software de analisis de suefio presenta este valor como el numero total de

minutos en los que el sujeto tiene una movilidad cero, hecho que se asume como suefio.

La ingesta de cereales enriquecidos en Triptéfano produjo un aumento
significativo respecto al cereal control. Asimismo, al término de la ingesta de los
cereales, es decir, cuando los sujetos volvieron a su dieta habitual, el tiempo de

inmovilidad disminuy6 con respecto al tratamiento y fue similar al control (Figura 26).
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Figura 26: Tiempo de inmovilidad que los sujetos mostraron en las distintas semanas del
estudio. Los valores se expresan sobre el valor medio (expresado y normalizado como 1). Control:
primera semana (ingesta de 22,5 mg de Triptdfano tanto en el desayuno como en la cena); Tratamiento:
segunda semana (ingesta de 60 mg de Triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Post-
Tratamiento: dieta habitual. *p<0.05 Control vs. Tratamiento; +p<0,05 Tratamiento vs. Post-

Tratamiento.

4.1.7. DESPERTARES.

El nimero de despertares o Fase D obtenidos mediante actimetria representa el

namero de episodios de vigilia a lo largo de las noches.

Durante la toma de cereales enriquecidos en Triptéfano en nuestra poblacion de
estudio, se observd una disminucién en el nimero de episodios de movimiento, con
respecto al cereal control, la semana en que las personas mayores tomaron estos cereales

enriquecidos en triptéfano (Figura 27).
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Figura 27: Numero de despertares por noche que los individuos presentaron durante las tres
semanas del estudio. Los valores se expresan sobre el valor medio (normalizado y expresado como 1).
Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de Triptéfano tanto en el desayuno como en la cena);
Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de Tript6fano tanto en el desayuno como en la cena);

Post-Tratamiento: dieta habitual.*p<0,05 Control vs. Tratamiento.

4.1.8. ACTIVIDAD TOTAL.

El nimero total de movimientos realizados durante el suefio, recogidos mediante
el actiwatch de mufieca, representa la actividad total durante el periodo nocturno. Es la
medida de la intensidad, cantidad y duracion del movimiento en todas las direcciones
del espacio registradas durante el suefio. Cuanto mayor sea la actividad menor sera la

calidad de suefo

Tal y como se muestra en la figura 28, la semana de ingesta de cereales
enriquecidos en Triptéfano produjo un descenso en la actividad nocturna total con
respecto al cereal control. Al término del estudio, la actividad nocturna se vio

incrementada con respecto a la toma de cereales.
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Figura 28: Actividad total que los voluntarios presentaron durante el estudio. Los valores se
expresan con respecto al valor medio del control (normalizado y expresado como 1). Control: primera
semana (ingesta de 22,5 mg de Tript6fano tanto en el desayuno como en la cena); Tratamiento: segunda
semana (ingesta de 60 mg de Triptdfano tanto en el desayuno como en la cena); Post-Tratamiento: dieta
habitual. **p<0,01 Control vs. Tratamiento; *p<0,05 Tratamiento vs. Post-Tratamiento.

4.1.9. INDICE DE FRAGMENTACION DEL SUENO.

Este pardmetro representa el resultado de sumar el tiempo de movilidad vy el

porcentaje de fases de inmovilidad de 1 minuto.

Es un indicador de la calidad del descanso. Tras una semana de ingesta de
cereales enriquecidos en Triptofano se observd una reduccion del indice de

Fragmentacion en nuestra poblacion de estudio (Figura 29).
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Figura 29: Indice de fragmentacion de los sujetos experimentales a lo largo del estudio. Los
valores se expresan sobre el valor medio del control (expresado y normalizado como 1). Control:
primera semana (ingesta de 22,5 mg de Triptdfano tanto en el desayuno como en la cena); Tratamiento:
segunda semana (ingesta de 60 mg de Triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Post-

Tratamiento: dieta habitual. ***p<0,001 Control vs. Tratamiento.
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4.2. NIVELES DE MELATONINA A
TRAVMES DOE SU METABOLITO DE
EXCRECION URINARIA
6-SULFATOXIMNELATONINA.

Parte de la melatonina producida por la glandula pineal se metaboliza en higado
pasando a 6-hidroximelatonina y posteriormente a 6- sulfatoximelatonina que es

excretada por la orina.

Administrando su precursor en un formato de cereales enriquecidos en
Triptéfano el objetivo del estudio fue aumentar los niveles de dicho indol en personas
mayores. Este estudio se llevo a cabo para valorar si podria incrementar los niveles de
Melatonina circulantes a través de los niveles de 6-sultatoximelatonina, metabolito de
excrecion de la Melatonina tras la ingesta de cereales enriquecidos en Triptofano en

personas mayores.

Los resultados obtenidos (Fig. 30) indican que en la fase aguda de la ingesta de
cereales enriquecidos en Triptéfano (60 mg de Tript6fano tanto en el desayuno como en la
cena) no parece haber cambios en la secrecion de Melatonina. Sin embargo, tras 7 dias de
ingesta de estos cereales se produce un incremento significativo en los niveles urinarios de
6-sulfatoximelatonina en los sujetos de estudio con respecto a los niveles obtenidos en la
orina correspondientes a la semana control (22,5 mg de Triptéfano ingeridos tanto en el
desayuno como en la cena). Esta medida indirecta evidencia una subida de los niveles
plasmaticos del indol Melatonina en el organismo. Es decir, hemos conseguido que a traves
de la ingesta de cereales con Triptdfano aparezca un incremento de Melatonina en personas

mayores.
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Figura 30: Niveles de 6-sulfatoximelatonina en (pg/mg)/(mg/ml) Cr. (metabolito urinario de la
Melatonina) calculados como el ratio de los niveles del metabolito de excrecion entre la cantidad de
creatinina y expresados sobre la concentracion control (normalizada y expresada con respecto a 1) en
las primeras orinas de la mafiana. Cada valor representa la media + la desviacion estandar de un
numero de diez determinaciones realizado por duplicado. Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg
de Triptofano tanto en el desayuno como en la cena); Agudo: primer dia de la semana de tratamiento
(ingesta de 60 mg de Triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Tratamiento: segunda semana
(ingesta de 60 mg de Triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Post-Tratamiento: dieta

habitual. * p< 0,05 Control vs. Tratamiento.
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4.3. NTVELES DE SEROTONINA A TRAVES
DE SU METABOLITO DE EXCRECION
URINARIO ACIDO 5 HIDROXINDOLACETICO
(5-HIAA)

La Serotonina es un neurotransmisor que interviene en gran cantidad de procesos
biolégicos. Debido al envejecimiento se produce una menor cantidad de este
neurotransmisor, con lo cual aparecen trastornos asociados a la edad en la conducta
alimentaria, estado de animo, la actividad motora, en procesos perceptivos y cognitivos
e incluso alteraciones del reloj interno. Con la ingesta de cereales ricos en Triptéfano
quisimos valorar si los niveles de Serotonina podian incrementarse en personas
mayores. Para ello se llevd a cabo su cuantificacion mediante su metabolito de

excrecion en orina: el &cido 5-hidroxindolacético (5-HIAA).

La toma de cereales enriquecidos en Triptdfano produjo un incremento desde el
primer dia de toma en el metabolito urinario de Serotonina. Tras una semana de ingesta
de los mismos los voluntarios muestran una subida con respecto a la primera semana. A
través de este metabolito se pone de manifiesto un aumento de los niveles de Serotonina

en personas mayores que consumieron los cereales con Triptéfano (Figura 31).
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Figura 31. Niveles de 5-HIAA (acido 5-hidroxindolacético) en (pg/mg)/(mg/ml) Cr. Calculados
como el ratio de los niveles del metabolito de excrecion entre la cantidad de creatinina y expresados
sobre la concentracion control (normalizada y expresada respecto a 1) en muestras de orina recogidas a
Gltima hora de la tarde. Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de Tript6fano tanto en el desayuno
como en la cena); Agudo: primer dia de la semana de tratamiento (ingesta de 60 mg de Triptéfano tanto
en el desayuno como en la cena); Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de Triptéfano tanto en

el desayuno como en la cena); Post-Tratamiento: dieta habitual. *p< 0,05 Control vs. Tratamiento.

4.4. ANALISIS DOE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE  TOTAL EN  LAS
MUESTRAS DE ORJNA.

Con el avance de la edad se producen en el organismo cada vez una mayor
produccion de radicales libres causantes, entre otros factores, del envejecimiento. La
actividad de dichos radicales se ve aumentada por una disminucion en la capacidad de

neutralizacion debido a la pérdida de secuestradores de radicales libres

La suma de los antioxidantes enddgenos, mas los de la dieta, representan el total

de la actividad antioxidante del sistema. La cooperacion entre los diferentes
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antioxidantes produce una gran proteccion frente a los ataques del oxigeno activo o el
nitrogeno de las especies, mucho mas que si lo hiciera uno solo. Asi, la capacidad
antioxidante general puede proporcionar informacién biolégica mas pertinente
comparada con la obtenida por la medida de un componente individual, por lo que
consideraremos la accion de todos los antioxidantes presentes en el plasma y en los

fluidos corporales.

La melatonina, indol con una potente accién anti-radical libre, incrementa sus
niveles en el organismo tras la ingesta de triptéfano. Por dicho motivo quisimos valorar
si cereales enriquecidos con este aminoacido esencial podrian provocar un incremento

de la capacidad antioxidante en los voluntarios participantes en el estudio.

Tal como se muestra en la Figura 32, la capacidad antioxidante aumenta
significativamente tras una semana de consumo de cereales enriquecidos en triptofano.
Se pone de manifiesto en nuestro ensayo, el papel antioxidante del indol melatonina a
través de las muestras de orina recogidas a los voluntarios que participaron en nuestro

estudio.
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Figura 32. Niveles de capacidad antioxidante total en orina relativizados a la capacidad control
(expresada y normalizada a 1) en la primera orina de la mafiana. Control: primera semana (ingesta de
22.5 mg de triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Agudo: primer dia de la semana de
tratamiento (ingesta de 60 mg de triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Tratamiento:
segunda semana (ingesta de 60 mg de triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Post-
Tratamiento: dieta habitual. *p< 0.05 Control vs. Tratamiento.

4.5. NIVELES DE CORIISOL EN ORINA.

El estrés cronico modifica el biorritmo del cortisol, manteniendo valores altos
durante la noche, lo que a su vez altera el biorritmo de la melatonina la cual, con su pico
maximo entre las 2y las 3 de la madrugada aproximadamente, induce la fase REM del
suefio. La fase REM es la fase del suefio més profundo donde se “desconecta” y se
produce la accion reparadora sobre el cansancio. En consecuencia, la alteracion del
biorritmo del cortisol que se produce con el estrés, con su asincronia y a través de su

accion sobre el biorritmo de la melatonina, modifica el suefio y sobre todo la fase REM
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del mismo, que afecta a su calidad y a su accion reparadora sobre el cansancio

acumulado durante la jornada de trabajo.

Quisimos comprobar (Figura 33) si el aumento de melatonina nocturna y
serotonina diurna, tras la ingesta de cereales enriquecidos con triptéfano actuaban sobre
la concentracion de cortisol. Observamos como en la semana en la que no se ingeria
ninguna concentracion de triptéfano (semana post-tratamiento) el cortisol se elevaba
muy significativamente en relacién con la semana de de tratamiento, donde se ingeria la
mayor concentracion de triptéfano en nuestro estudio de manera muy significativa.
Apreciamos también que durante la semana de tratamiento disminuia la concentracion
de cortisol matutino de manera significativa en comparacién con la muestra de orina de
la semana de control, donde aun a pesar de que se ingeria triptofano en escasa cantidad,
disminuia la concentracion de cortisol diurno. Se prueba asi que la ingesta de triptéfano
aumenta la concentracion de melatonina nocturna disminuyendo el cortisol matutino
elevado por el estrés con el que se inicia el dia. También evidenciamos en el estudio que
desde el primer dia en el que se ingiere Triptofano (Orinas de Fase aguda) ya

disminuyeron las concentraciones de cortisol.
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Figura 33: Niveles de concentracion de cortisol relativizados a la primera orina de la mafiana
de la semana control (expresaday normalizada a 1). Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de
triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Agudo: primer dia del aumento de la ingesta de
triptéfano; Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de tript6fano tanto en el desayuno como en
la cena); Post-Tratamiento: dieta habitual. *p < 0,05 Agudo vs Post-Tratamiento **p<0,01 control vs

tratamiento y ***p<0,001 Tratamiento vs Post-Tratamiento.

4.6. ANALISIS DEL ESTADO PSICOLOGICO
DE LOS VOLUNTARIOS DURANTE (A
REALIZACION DEL ESTUDIO.

A medida que vamos envejeciendo nuestro organismo va perdiendo la capacidad
de seguir adaptandose al entorno de una manera efectiva, ya que van mermando
funciones fisioldgicas basicas como es el suefio, la actividad motora, la funcidn
autoinmune, la secrecién de melatonina, la sensacion de sed. Todo ello hace que

estemos mas predispuestos a padecer no solo enfermedades fisicas si no psicoldgicas
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como la depresion, la ansiedad, la distimia, patologias que estan muy influenciadas
tanto por factores externos como internos.

En nuestro estudio quisimos valorar de una manera objetiva si la mejoria del
suefio con una dieta rica en triptofano mejora a su vez el estado de animo. Para ello
realizamos unos cuestionarios psicolégicos y los resultados obtenidos fueros los

siguientes.

4.6.1. VALORACION DE LA ANSIEDAD DE LOS
SUJETOS.

El estudio psicoldgico de la ansiedad en los sujetos voluntarios que participaron
en nuestro estudio revela en primer lugar que los participantes comenzaron el ensayo
con un nivel de ansiedad inferior al percentil 50, con lo cual, su nivel de ansiedad no era
considerado negativo pero si alto para el estado de ansiedad de los pacientes. Tras una
semana de ingesta de cereales enriquecidos en triptéfano, el nuestros resultados
demuestran una disminucion de la ansiedad como hecho subjetivo de percepcion de los
acontecimientos en ese momento con respecto al momento antes de empezar a realizar

el ensayo, es decir la ansiedad disminuyo tras la toma de cereales (Figura 34).
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Figura 34. Puntuacion obtenida en el test de ansiedad STAI para la ansiedad estado, relativizadas a los
percentiles para la poblacién espafiola. Basal: dia antes de empezar el estudio. Control: primera semana
(ingesta de 22,5 mg de triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Agudo: primer dia de la semana
de tratamiento; Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de tript6fano tanto en el desayuno como

en la cena); Post-Tratamiento: dieta habitual. *p< 0,05 Basal vs. Tratamiento.

Con respecto al rasgo de ansiedad nuestros resultados muestran una mejora en
las puntuaciones, pero no variaron significativamente. Es decir, disminuyd su tendencia
a percibir las situaciones como amenazantes y a responder a esto con elevaciones en su
estado de ansiedad durante la toma de cereales con respecto a su estado basal y a la

semana post-tratamiento (Figura 34).
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Figura 35. Puntuacion obtenida en el test de ansiedad STAI para la ansiedad rasgo,
relativizadas a los percentiles para la poblacion espafiola. Basal: dia antes de empezar el estudio.
Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de triptéfano tanto en el desayuno como en la cena);
Agudo: primer dia de la semana de tratamiento; Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg de

triptéfano tanto en el desayuno como en la cena); Post-Tratamiento: dieta habitual.

4.6.2. VALORACION DEL ESTADO DEPRESIVO DE LOS
SUJETOS.

Tras una semana de ingesta de cereales enriquecidos en triptofano se produce
una bajada en la puntuacion para el Test de Depresion de Beck en nuestra poblacion de
personas mayores con respecto a los resultados obtenidos en el estado basal y el

tratamiento.

Este resultado (Figura 36) nos indica que la ingesta de los cereales mejoro el
estado deprimido de los sujetos durante el estudio de investigacion. Observamos

también que este efecto de mejoria del estado de animo permanecio tras terminar la
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ingesta de los cereales, aunque no de manera significativa con respecto al estado basal.
Pudiera ser que el efecto serotoninérgico, o simplemente el efecto de bien estar durante

la toma de cereales, permanezcan en la psique del individuo aun dejando de ingerir los

cereales.
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Figura 36. Puntuacion obtenida en el Test de Depresion de Beck. Basal: dia antes de empezar el
estudio. Control: primera semana (ingesta de 22,5 mg de triptéfano tanto en el desayuno como en la
cena); Agudo: primer dia de la semana de tratamiento; Tratamiento: segunda semana (ingesta de 60 mg
de triptofano tanto en el desayuno como en la cena); Post-Tratamiento: dieta habitual. *p< 0,05 Basal
vs. Tratamiento.
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Resulta sorprendente como el hombre se ha adaptado al medio que nos rodea
tan eficazmente. Hemos creado ritmos bioldgicos para acomodarnos a los cambios de
luz/oscuridad, a los ciclos lunares, a los cambios climaticos. En definitiva a todos los
cambios externos que nos rodean. Pero si son incuestionables y admirables por parte de
nuestro entendimiento estas adaptaciones al medio externo, mas aun lo son la capacidad
de nuestro medio interno de utilizar los nutrientes segin el momento del dia, segun la
estacion del afio, para mejorar el sistema inmune, reparar y proteger, eliminar materiales
toxicos (radicales libres), consolidar la memoria y mejorar la inteligencia y el
aprendizaje, liberar hormonas como Melatonina o Serotonina segln necesitemos,

realizar reposo de todos los procesos metabolicos.

Para ello nuestra fisiologia tiene que tener momentos de actividad y momentos
de reposo o recuperacion, lo que se produce durante la fase nocturna en los humanos y
los cuales son esenciales para que las funciones propias de la fase diurna se lleven a
cabo eficientemente y tener unos ritmos circadianos que refuercen el estado de salud en

el organismo (Barriga y cols., 2005; Madrid y Rol de Lama, 2006).

No obstante todos estos procesos tiene un fin, es decir, que a medida gque van
pasando los afios nuestro entorno permanece, pero nuestros mecanismos fisioldgicos
van deteriorandose por lo que empezaran a ser defectuosos y decrecera la calidad de los
ritmos circadianos en la tercera edad (Gilliam, 2009; Monjan, 2010), debido a una
menor amplitud y un adelanto de fase de los mismos (Van Someren, 2000). No por ello
el envejecimiento, al que todos los animales estamos sometidos, debe ser tedioso y lleno
de incertidumbre, sino que podemos intentar mejorar nuestra senectud adaptando

nuestra alimentacion a ese imparable proceso.
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Una de las hormonas que durante el envejecimiento se va perdiendo es la
melatonina, de hecho, cambia su produccién a lo largo de la vida, presentando sus
niveles mas bajos en la vejez. Este fendmeno, en gran parte, responsable de la aparicion
de la cronosenescencia, definida como el empeoramiento de los ritmos bioldgicos
asociado al envejecimiento (Sanchez-Barceld y cols., 2010). Muchos de los problemas
del envejecimiento se han corregido a través de la crononutricion. De hecho estudios
previos han mostrado evidencias de que el aminodcido triptéfano, precursor del
neurotransmisor serotonina y del indol melatonina, han resultado satisfactorios a la hora
de tratar alteraciones en ritmos circadianos como son el ritmo suefio/vigilia, la
capacidad fagocitica, la disminucién en los niveles de radicales libres y una mejor
viabilidad frente al estrés oxidativo tal y como se ha comprobado en aves, roedores y
humanos como consecuencia de la ingesta de triptéfano o melatonina (Delgado y cols.,
2013). Ademas la melatonina presenta una accién antitumoral en células leucémicas
cultivadas in vitro (Bejarano y cols., 2009) consolidando ain mas la importancia de este
indol para la salud (Cubero y cols., 2007; Sanchez y cols., 2008; Paredes y cols., 2009).
Por lo tanto y viendo el ritmo de envejecimiento de la poblacion y las condiciones en las
que muchas veces se llega, surgioé de nuestro departamento la idea de evidenciar como
con una ingesta de aminoacido triptéfano a una concentracién éptima y a horas
determinadas del dia, podiamos mejorar de una u otra manera nuestro medio interno y

actuan sobre él.

La administracion de triptéfano para mejorar la concentracion de serotonina y
melatonina en sangre ha sido mostrada en numerosos estudios llevados a cabo en suero,
plasma y orina. Esto se evidencia de manera indirecta por el incremento en los niveles
de los metabolitos urinarios de ambas aminas bidgenas tras una semana de consumo de

cereales enriquecidos en triptofano tal y como se ha comprobado en investigaciones
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anteriores con resultados similares (Delgado y cols., 2012; Gonzalez-Flores y cols.,
2012). Asimismo, se ha observado que la eliminacion del triptéfano en la dieta deriva
en alteraciones del suefio incrementando el periodo de latencia y la fragmentacion del
mismo (Arnulf y cols., 2002). Concretamente, las dietas enriquecidas en triptéfano han
sido capaces de incrementar la cantidad y la calidad del suefio en recién nacidos (0-6
meses) que padecian problemas de suefio (mas de 3 despertares nocturnos en una
noche). Asi, nuestro grupo de investigacion observé que la concentracion de Triptéfano
dada era exitosa para actuar en las alteraciones del suefio nocturno (Cubero y cols.,
2009). Por ello, el desarrollo del presente trabajo se llevo a cabo para valorar si la
administracion de cereales enriquecidos en triptéfano tanto en el desayuno como en la
cena a personas mayores (62+4,1 afios) con problemas de conciliacién y de
consolidacién del suefio podria actuar aumentando la calidad de suefio nocturno y asi

mejorar el periodo de vigilia.

Para observar la mejoria del suefio nocturno, en nuestra poblacion utilizamos la
actimetria que es una técnica no invasiva que permite trabajar con una muestra grande
en este tipo de ensayos, dando informacién suficiente para evaluar si una dieta mejora el
ritmo circadiano actividad/inactividad (Ancoli-Israel y cols., 2003; Adamec y cols.,
2010). Es una técnica validada y aceptada que permite estudiar el suefio nocturno y que
estd ampliamente referenciada (Martin y Hakim, 2011). Este método ha sido muy
utilizado para determinar alteraciones en el suefio real, eficiencia de suefio, latencia de
suefio, despertares y fragmentacion del suefio en personas mayores (Huang y cols.,

2002).
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La mayoria de los parametros nocturnos evaluados por actimetria mejoraron en
los sujetos experimentales aquejados de problemas de suefio, incluidos aquellos que ya
habian sido descritos con anterioridad como alteraciones propias de la vejez (Huang y
cols., 2002). Este hecho es debido a que al introducir una pequefia cantidad de
triptéfano en la dieta habitual de los sujetos los niveles de serotonina diurnos y
melatonina nocturnos mejoraron la vigilia y el suefio respectivamente siendo este mas
placentero y reparador. Asi mismo se observa una disminucion de la latencia de suefio,
periodo en el cual se producen o inician muchas alteraciones en las demas fases del
suefio. La mejoria del suefio recogida en nuestro estudio puede deberse al incremento de
los niveles de serotonina y melatonina en el cerebro. De hecho, cuando se midieron en
la orina los metabolitos de la serotonina (5-HIAA) y de la melatonina (6-
sulfatoximelatonina), éstos aparecieron incrementados tras la ingesta de triptfano tanto

en el desayuno como en la cena.

No obstante, sumamos la positividad para nuestro organismo de la ingesta de
concentraciones de triptéfano cuantificando en orina la concentracion de antioxidantes,
dandonos unos resultados mas que esperanzadores en cuanto a la posibilidad de
detoxificar el organismo de radicales libres que tan nocivos son para nosotros. La
melatonina funciona a través de numerosas vias para reducir el estrés oxidativo. Las
evidencias experimentales apoyan sus acciones como secuestrador directo de radicales
libres (Hardeland y cols., 1993; Alegra y cols., 2003), como un antioxidante indirecto
cuando estimula las enzimas antioxidantes (Reiter y cols., 2000; Rodriguez y cols.,
2004), su estimulacion de la sintesis de glutation (Urata y cols., 1999) (un antioxidante
intracelular esencial), su habilidad para aumentar la actividad de otros antioxidantes (o
viceversa) (Gitto y cols., 2001), su proteccion de enzimas antioxidante del dafio

oxidativo (Mayo y cols., 2002; 2003 a, b) y su habilidad para incrementar la eficacia en
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la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Acufia-Castroviejo y cols., 2002;

Okatani y cols., 2003).

Sumamos también a esta tesis el estudio del cortisol en orina para investigar con
objetividad, si disminuye su concentracion en orina tras la ingesta de triptofano. De esta
forma intentamos evidenciar si una dieta rica en este aminoacido, y mas concretamente
adecuando su ingesta al ciclo de luz/oscuridad, pueden mejorar la concentracion de
cortisol, actuando asi sobre el estado de animo que produce el estrés en toda su
extension. La concentracidn de cortisol no vale de nada si no sabemos a que hora del dia
se recoge la muestra. En nuestro estudio las muestras de orina se recogieron a primera
hora de la mafiana y eran siempre las primera orina al levantarse. A pesar de que la
mejor manera de saber si el estrés, la ansiedad o la depresion estan influenciadas por el
cortisol pudiera ser la medida del cortisol durante 24h., nosotros recogimos solo la
primera orina de la mafana, para intentar demostrar que realmente un suefio, tras
ingesta de triptéfano nocturno, mejora la concentracién de cortisol matutino,

disminuyendo asi el estrés que el insomnio pueda producir.

La melatonina inhibe la expresion de genes circadianos en la glandula
suprarrenal de ratas y primates adultos (Valenzuela y cols., 2008) y también la
produccién de cortisol estimulada por ACTH (Torres-Farfan y cols., 2004). Este efecto
inhibitorio de melatonina sobre la produccion de cortisol estimulada por ACTH
también estd presente en la suprarrenal humana (Campino y cols., 2008, Campino y
cols., 2011). En humanos, los ritmos circadianos de melatonina y de cortisol en plasma
tienen fases opuestas, es decir el alza nocturna de melatonina coincide con los valores
bajos del ritmo de cortisol y viceversa (Weibel y Brandenberger, 2002), Por otra parte,

la supresion aguda de melatonina producida por una breve exposicion a luz brillante al
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final de la noche se asocia con un alza brusca del cortisol plasmatico y salival (Leproult
y cols., 2001), por lo tanto los investigadores concluyeron tras largos experimentos que
la glandula suprarrenal humana expresa el receptor MT1 y un efecto agudo de la
melatonina disminuye la produccion de cortisol estimulada por ACTH (Campinola y

cols., 2008).

El biorritmo normal del cortisol tiene un méximo de secrecion a las 8-9 de la
mafiana. Es precisamente este pico el que nos despierta. A partir de este momento cae
bruscamente, de forma que a las 12 del mediodia ya se encuentra a unos niveles por
debajo de la mitad del basal y a las 11-12 de la noche tiene unos valores muy bajos del
orden 1/10- 1/20 de los valores maximos de la mafiana, siendo precisamente estos
niveles bajos los que contribuyen a la secrecion de Melatonina y a la aparicion del
suefio. El estrés cronico modifica el biorritmo del cortisol, manteniendo valores altos
durante la noche, lo que a su vez, altera el biorritmo de Melatonina la cual, con su pico
méaximo entre las 2 y las 3 h de la madrugada aproximadamente, induce la fase REM del
suefio. La fase REM es la fase del suefio més profundo donde se “desconecta” y se
produce la accién reparadora sobre el cansancio. En consecuencia, la alteraciéon del
biorritmo del cortisol que se produce con el estrés, con su asincronia y a través de su
accion sobre el biorritmo de la melatonina, modifica el suefio y sobre todo la fase REM
del mismo, que afecta a su calidad y a su accion reparadora sobre el cansancio

acumulado durante la jornada de trabajo.

Nosotros hemos evidenciado como con, relativamente pequefias concentraciones
de triptofano, no solo aumenta la melatonina, si no que disminuye la concentracion de
cortisol matutino, por lo que hemos de pensar que el suefio ha sido reparador. Esta

consideracion es observable cuando vemos como durante la etapa de control, donde hay
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una pequefa cantidad de triptéfano ya existe una concentracion menor de cortisol con
respecto a la etapa de post tratamiento donde no hay ingesta de triptéfano. Esta bajada
de Cortisol se manifiesta mas en la etapa de tratamiento donde se hace mas evidente si

cabe, la disminucién de cortisol.

Por lo tanto podemos aseverar que una alimentacion rica en triptéfano mejora el
pico de secrecion matutino de cortisol, seguramente por la mejora de la calidad del
suefio y mas aun, si esta alimentacion rica en triptéfano la mantenemos durante el dia,
donde los niveles de serotonina aumentan. De esta manera mejoraremos la secrecion de

cortisol y evitaremos los efectos secundarios de un exceso de esta sustancia.

No obstante no nos quedamos en hechos meramente analiticos, sino que
queriamos saber que sentian y como se encontraban los voluntarios del estudio. Para
ello utilizamos dos test para determinar si el estado emocional de los individuos de
estudio variaba. Utilizamos el Test STAI de estado/rasgo para valoracion de la ansiedad
elaborado por Spielberger y colaboradores en 1970. Las propiedades psicométricas de
este test han sido extensamente analizadas en relacion con la consistencia interna, la
fiabilidad test-retest y la obtencion de diferentes evidencias de validez (Virella y cols.,
1994; Suzuki y cols., 2000; Vigneau y Cormier, 2008; Mystakidou y cols., 2009;
Vautier y Pohl, 2009; Bados y cols., 2010; Guillén-Riquelme y Buela-Casal, 2011) y el
Cuestionario de Beck para la Depresién (Beck y cols., 1961) el cual evalta
fundamentalmente los pensamientos intrusivos de la depresion y sintomas clinicos de la
misma, evitando los relacionados con ansiedad y sintomas motores, es un autoinforme
que proporciona una medida de la presencia y de la gravedad de la depresion en adultos
y adolescentes de 13 afios 0 méas. Nuestros resultados fueron muy gratificantes ya que

observamos como mejoraban la ansiedad y la depresion en la Ultima semana de
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tratamiento. Pudiera ser por la mejora subjetiva del suefio al elevar los niveles de
melatonina ademas de por el aumento de serotonina diurna que mejoraron el estado de

animo de la muestra de estudio

En resumen podemos decir que una dieta equilibrada, fundamentada en la
crononutricion, nos ayudard en cada momento de nuestra vida a mejorar los estados
carenciales que en cada momento puedan aparecer. De hecho nosotros hemos puesto de
manifiesto como ingiriendo cereales ricos en triptéfano se puede actuar sobre la
secrecion de melatonina, serotonina, cortisol, aumentar la secrecion de antioxidantes en

orina 'y mejorar el estado de animo.

Por lo tanto, nuestros datos apoyan la idea de que la ingesta de los alimentos
debe de estar en corcondancia con la cronobiologia, apoyando el concepto de
Crononutricion. Queremos insistir en el hecho de que la mejora en el suefio de los
individuos que tomaron los cereales fue obtenida por una ingesta de nutrientes

apropiados durante la noche y el dia y no por ningin componente farmacol4gico

Finalmente sefialar la apertura a nuevos mercados que presenta la ingesta de
estos cereales durante la noche y el dia, porque evidentemente hay muchos colectivos
que presentan problemas de suefio. De hecho, mujeres menopausicas, adultos en
situaciones de estrés, nifios y adultos con enfermedades neurodegenerativas o ancianos,
son poblaciones con graves problemas de suefio, existiendo ademas la peculiaridad en
estos colectivos de presentar un descenso en los niveles circulantes de serotonina y

melatonina.
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De la administracion de cereales enriquecidos con Triptofano (60 mg de
triptofano tanto en el desayuno como en la cena) a personas mayores podemos concluir

que:

1. Laingesta de cereales enriquecidos en Triptofano es capaz de modificar el suefio
nocturno, provocando un aumento del tiempo de suefio real, una mejoria en la
eficiencia del mismo y un incremento en el tiempo en que los individuos

permanecen inmoviles en la cama.

2. La latencia de suefio, los despertares nocturnos, la actividad total y la
fragmentacion del suefio disminuyen tras la ingesta de cereales enriquecidos en

Triptofano.

3. Los niveles diurnos del acido 5-hidroxindolacético, metabolito de excrecion del
neurotransmisor Serotonina, se vieron incrementados tras una semana de ingesta

de cereales enriquecidos en Triptéfano.

4. Tras una semana de ingerir los cereales enriquecidos en Triptofano se produce
un incremento en los niveles de 6-sulfatoximelatonina, metabolito de excrecién

del indol Melatonina.

5. Los niveles de la capacidad antioxidante total, medido en las muestras de orina

de nuestra poblacién de personas mayores, se vieron incrementados tras una

semana de ingesta de cereales enriquecidos en triptéfano.
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6. La ingesta del aminoacido Triptdéfano disminuyd la concentracion de cortisol

urinario vespertino.

7. Los cereales con un mayor contenido en triptofano mostraron un efecto
ansiolitico y antidepresivo sobre las personas que participaron en nuestro

estudio.

Los resultados aqui presentados apoyan la idea de que a través de la Crononutricion
podemos ejercer un efecto restaurador y reversible sobre los ritmos circadianos que se

encuentran alterados en la cronosenescencia.
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ANEXO 1

HISTORIAL

MEDICO

Nombre

Fecha de nacimiento:
Domicilio:

Teléfono particular:
Teléfono mavil:

Sexo:

Puesto de trabajo:
estado civil:

Caracteristicas de su suefiio

ées reponedor?:

Le cuesta conciliar el suefio
Se despierta por la noche:

Se siente usted estresado:

HEMOGRAMA Y BIOQUIMICA ORINA TENSION ARTERIAL Fecha

Medicacién actual Alergias Vacunaciones
INTERVENCIONES

ANTECEDENTES MEDICOS QUIRURGICAS

MUESTRAS DE ORINA Fecha OBSERVACIONES

EVOLUCION DE ACTIWACH Fecha
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ANEXO 2

DECLARACION DE CONSENTIMINETO INFORMADO

DD de ............. afos de edad y

Manifiesta:

1.- Que ha sido informado/a sobre el procedimiento de estudio de doctorado y proyecto
de investigacion que estad realizando D. Sergio Matito Celaya, medico colegiado en
Badajoz con D.N.I. 8872394-Y, el cual constara de la toma de muestra de orina y toma
de alimentos ricos en determinados aminoacidos y nucleétidos con el fin de conseguir
una mejor calidad de suefio.

2.- Haber sido informado/a de la toma de efectos secundarios que la toma de estos
alimentos podria tener.

3.- Haber sido informado de que mis datos personales seran protegidos e incluidos en un
fichero que debera estar sometido a y con las garantias de la ley 15/1999 de 13 de
Diciembre.

Tomando ello en consideracion, otorgo mi consentimiento a que la toma de muestra de
orina tenga lugar asi como la toma del alimento citado y que los resultados sean
utilizados para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.

Y para que asi conste y en mis plenas aptitudes psicofisicas

Badajoza........ de ...ooooiiiiiil de..........

Fado:D/D2. ...,
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ANEXO 3

SEMANAT]

DIA1:

Commda: ... ...
Siestar ..o
Hora de acostarse. ...
Tenston: ...

DIA 2:

Comnda: ............... ...
S1EStAT L.
Hora de acostarse........._...
Tension: .........o.ooueeeen.

DIA 3:

Commda: ... ...
Siestar ...
Hora de acostarse........._...
Tenstén: .. ...,

(Recoger onna dela tarde; 21.00h)

DIiA 4:

Comada: ...
S1EStAT L.
Hora de acostarse. ...

Tensién: ...
(Recoger primera orina de la mafiana)

DIA 5

Comida: ...
Siestar
Hora de acostarse.............

DIA 6:

Comuda: ...
S1eSta .
Hora de acostarse. ...

DIA 7
Commda: ...
Stestar
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Anexos

ANEXO 4

SEMANA 2

Hora de acostarse. .. ...
Tenstén: .. ...

Hora de acostarse. ... ...
Tenson: .........

(Recoger primera orina de la mafiana)
(Recoger orina dela tarde; 21.00h)

DIA 3:

Comuda: ... ...
S1ESEAT ..
Hora de acostarse. ...
Tension: .........o.ooeeeenn..

DIA 4:
Comuda: ... .

Tenstén: .. ...

174 -

DIA 5:

Comuda: .......................
Siestar
Hora de acostarse.............

DIA 6:

Commuda: ...
S1ESTA .
Hora de acostarse. ... .

DIA 7T

Commda: ... .

Siestar ...
{Recoger primera orina de la mafiana)
(Recoger orina dela tarde; 21 00h)
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ANEXO 5

SEMANA 3

DIA1:
Comada: ...
Siestar ...
Hora de acostarse.............
Tensiom: .............oooooo. DIA 5:
Comuda: ...
S1ESEAT .o
Hora de acostarse. . ..........
Hora de acostarse ...
Tenston: .........coooeueeenno.. DIA 6:
Comuda: ...
Stestar ...
DIA 3: Cena:. ...
Comada: ... Hora de acostarse. ... .
Siestar ... Tensiom: .......................
Hora de acostarse............
Tension: ..o DIA 7:
Comada: ...
DIA 4: S1ESEAT .o
Comada: ... Tensiom: ... ..

Stestar ... {Recoger primera orina de la mafiana)
Cena:. ... (Recoger orina dela tarde; 21.00h)
Hora de acostarse.. ...

Tenston: ...
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ANEXO 6

STAI A/E [PD=30+ - =

AUTOEVALUACION A (E/R)

Apellidos y nombre... ... ... ... Hdad L Sexo... ...
Centro.. . s i Curso. . s . .. Hstado Civil
Otros datos... .. e Fecha...

A—E INSTRUCCIONES

A continuacion encontrara unas frases que se utilizan corrientemente para describirse uno a si mismo.

Lea cada frase y sefiale la puntuacion 0 a 3 que indique mejor como se SIENTE Vd. AHORA
MISMO, en este momento. No hay respuestas buenas ni malas. No emplee demasiado tiempo en cada
frase y conteste sefialando la respuesta que mejor describa su situacion presente

1. Mesiento calmado... oo e e

o o] Bastante

)

Estoy tenso... .

[¥]

Hstoy coOntrariado. .. ... oo

ook W
=

Me siento comodo (ES10Y & SUSIO ... ..o oiu it vor et vt e e e

W ow w ow w w| Mucho

I

Me siento alterado.

[SWRN VI V]

Estoy preocupado ahora por posibles desgracias futuras... .................... .. ..

Me siento decansado. .. ... ... .o e

oow N

Me siento angustiado. .. ... ..o i e e e

[

(=]
Wow W W

Me siento confortable... ...

[SFI S

Tengo conflanza en mi MISMO... .o oo ir e e e e e e e e e

o oo oo o oo o o o ofNada

—_
o= o

Me SIENTO NETVIOSO ... it ot it e e e e e e e e e e

—
I

[
W W W

Estoy desasosegado... ... .

]

Me siento muy “atado™ (como oprimido)... ... oo

wos
vl

Estoy relajado... ...

16, Me siento satisfecho... ... ... ..o

SR VI V]

17, EStoy preocupado... ... ooo oo ot e e e e e e

18, Me siento aturdido y sobreexcitado... ... ........o oo

[

19, Me SIento AlEBIe ... ... oou i e e

ml e e e e e e e e = e ] Algo

oo O O O O O
W W W W W W W

NS N

20, Me siento DISN... ... ..o

COMPRUEBE SI HA CONTESTADO A TODAS LAS FRASES CON UNA SOLA RESPUESTA

Ahora, vuelva la hoja y lea las Instrucciones antes de comenzar a contestar a las frases
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STAI A/R [PD: 30 + - =
AUTOEVALUACION A (E/R)

Apellidos y nombre... ... ..o e Bdad Sexo... ...

Centro.. .. .. .. . . v Cuwrso. L ... Estado Civil

OFFos datos ... ... ... ... ..o s e e Fecha.. ... ... ...

A'R INSTRUCCIONES

A continuacion encontrara unas frases que se utilizan corrientemente para describirse uno a si mismo.

Tea cada frase v sefiale la puntuacion 0 a 3 que indique mejor como se STENTE Vd. EN GENERAL,
en la mayoria de las ocasiones. No hay respuestas buenas ni malas. No emplee demasiado tiempo en cada
frase y conteste seflalando la respuesta que mejor describa como se siente Vd. generalemnte.

2 o
21, Me SIeNto DIBML.. .ooe o et vt vt it e e e e e e e e e e e | O T 23
22, Me canso rapidamente... ... ... ..ot e e e e e e | O T 23
23, Siento ganans de Horar... ... ........o i i e | O T 23
24, Me gustaria ser tan feliz como otros...............ooo o, | O 23
25, Pierdo oportunidades por no decidirme pronto...............ccocecee i v | 001203
26. Me siento descansado... ... ... ... o 1 2 3
27. Soy una persona tranquila, serena y sosegada... .................coociiin |01 203
28, Veo que las dificultades se amontonan y no puedo conellas................... |0 1 2 3
29, Me preocupo demasiado por cosas sin importancia...................cooco e | 01 23
30, Soyfeliz... ... e O T 23
31. Me suelo tomar las cosas demasiadoenserio............................... | O 1 2 3
32, Me falta confianza en mimismo............................. o 1 2 3
33, Me SIBNtO SBEUID... ... ..ot s o 1 2 3
34. No suelo afrontar las crisis o dificultades... ...................................... |0 1 2 3
35, Me siento triste (melancdlico)..... ..o | O] 2 3
36. Estoy satisfecho... ... O] 2 3
37. Me rondan y molestan pensamientos sin importancia... ... ....................... 0 1 2 3
38, Me afectan tanto los desengafios que no puedo olvidarlos....... ... .. 0 1 2 3
39, Soyuna personaestable... ... ... .. ..o | O] 2 3
40.  Cuando pienso sobre asuntos y preocupaciones actuales me pongo tenso y o 1 5 3

AZILACO. . L e e

COMPRUEBE SI HA CONTESTADO A TODAS LAS FRASES CON UNA SOLA RESPUESTA
Ahora, vuelva la hoja y lea las Instrucci antes de a contestar a las frases
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ANEXO 7

5.3. Inventario de Depresion de Beck 1
(Beck Depression Inventory, BDI)

Instrucdiones: A continuacion se expresan varias r?ustasarosiblesa cada uno de los21 apartados. Delante de cadafrase margue
con unacruz € cirailo gue mejor refleje su situacién actual.

1. Estado de animo
< Estatristeza me produce verdad erossufrimientos
o No me encuentro triste
< Mesiento algo triste y deprimido
< Ya no puedo soportar estapena
< Tengo siemprecemo unapenaendma queno mela puedo quitar

2. Pesimismo
< Mesiento desanimado cuandoe pienso en & future
< Creo guenunca me recuperaréde mispenas
< No soy especialmente pesimista, ni aeo que lascosas mevayan air mal
o No espero nadabueno dela vida
< No espero nada. Esto no tiene remedio

3. Sentimientos defracaso
<« He fra@sado totalmentecomo persena (padre, madre, marido, hijo, profesional, etc.)
© He tenido mas fracasos gue lamayoria dela gente
© Siento quehe hecho poscosas quevalgan |a pena
= No me wnsidero fracasado
< Veo mi vidallena defracasos

4. Insatisfacdén
< Yanada mellena
= Meencuentro insatisfecho conmigo mismo
< Yano medivierte lo que antesmedivertia
= No sstoy esped almente insatisfecho
© Estoy harto de todo

5. Sentimientos deculpa
O A veces mesiento reciabley mala persona
= Mesiento bastante culpable
o Mesiento practi@mentetodo d tiempo mala personay despreciable
© Mesiento muy infame (perverso, canalla) y despreciable
< No me siento culpable

6. Sentimientos decastigo
& Presiento quealgo malo me puede suceder
© Siento quemerezco ser castigado
& No pienso queestésiendo castigado
© Siento gue meestan castigande o me castigaran
© Quiero gue me castiguen

7. Odio asi mismo
o Estoy descontento conmigo mismo
< No me aprecio
o Meodio (medespredo)
© Estoy asqueado de mi
< Estoy satisfecho de mi mismo

8. Autoacusacién
> No aeo ser peor queotros
© Meacuse a mi mismo de todo lo queva mal
© Mesiento aulpablede todo lo malo gqueocurre
© Siento guetenge muchosy muy graves defectos
< Mecritico mucho acausade misdebilidadesy errores

9. Impulsos suicidas
< Tengo pensamientos de hacer me dafio, pero no llegaria a hacerlo
< Siento queestaria mejor muerto
< Siento quemi familia estaria mejor si yo muriera
© Tengo planesdecididosde suicidarme
© Mematariasi pudiera
< No tengo pensamientos de hacerme dafo

10. Periodosde llanto
< No llore masdelo habitual
< Antespodiallorar, ahorro no llore ni aun queriéndolo
< Ahoralloro continuamente. N o puedo evitarlo
< Ahoralloro mas de lo normal
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5.3.

Inventario de Depresion de Beck
(Beck Depression Inventory, BDI)

1.

Irritabilidad

© No estoy masirritable gue normalmente
< Meirrito con masfacilidad queantes

& Mesiento irritado todo & tiempo

< Yano meirritani lo queantes meirritaba

. Aidlamiento social

< Heperdido todo mi interéspor los demas y no me importan en absoluto

< Meintereso por lagente menosqueantes

< No he perdido mi interéspor los demés

© Heperdido casi todo miinterés por losdemas y apenas tengo sentimientoshaciaellos

. Indecisién

< Ahora estoy inseguro demi mismo y procuro evitar tomar decisiones
© Tomo misdecisionescomo siempre

© Ya no puedo tomar decisiones en absoluto

< Yano puedo tomar decisiones sin ayuda

14,

Imagen corporal

< Estoy preocupado porgue me veo mas vigjo y desmejorado

& Mesiento feo y repulsivo

© No me siento con peor aspecto que antes

< Siento guehay cambios en mi aspecto fisico quemehacen parecer desagradable (o menos atractivo)

. Capaddad laboral

< Puedo trabajar tan bien como antes

o Tengo queesforzarme mucho para hacer aualquier wsa
< No puedo trabajar en nada

© Necesito un esfuerzo extra paraempezar ahacer algo

< No trabajo tan bien como lo hada antes

. Trastornos del sueno

> Duermo tan bien como antes

© Me despierto mas @nsado por lamanana

< Me despierto unas 2 horas antesdelo normal y meresulta dificil volver a dormir
© Tarde 10 2 horas en dormirmepor la noche

< Me despierto sin motivo en mitad de la noche y tardo en volver ador mirme

© Me despierto temprano todos los diasy no duermo masde 5 horas

< Tardo mas de 2 horas en dormirmey no duermo masde 5 horas

< No logro dormir masde 3 o 4 horas seguidas

17.

Cansancio

© Me @nso mas facilmente que antes

< Cualquier msa que hago mefatiga

© No me canse masde lo normal

< Me @nso tanto queno puedo hacer nada

. Pérdida de apetito

< Heperdido totalmenteel apetito

© Mi apetito no estan bueno como antes
< Mi apetito esahora mucho menor

© Tengo & mismo apetito desiempre

. Pérdida de peso

= No he perdido peso Ultimamente
< Heperdido masde2 5 kg

© Heperdido masde5 kg

< Heperdido méasde75 kg

. Hipowndria

< Estoy tan preocupado por mi salud guemees dificil pensar en otras cosas

© Estoy preocupado por doloresy trasternos

< No me preocupa mi salud mas delo normal

© Estoy consantemente pendiente delo quemesucede y decdmo meenauentro

. Libido

© Estoy menos interesado por el sexo queantes

< Heperdido todo mi interéspor ¢l sexo

© Apenasme siento atraldo sexualmente

< No he notado ningln @mbio en mi atraccidn por d sexo
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1. CONGRESOS

1.1. Comunicaciones en formato poster.

e Bravo, R., Matito, S., Cubero, J., Sdnchez C.L., Paredes, S.D., Franco, L.,
Rodriguez, A.B., Rivero M. & Barriga, C. Assessment of the intake of
tryptophan-enriched cereal in the elderly and its influence on the circadian

rhythm. Anthropologie and Health: Trends for the next Decade; Coimbra, 2010.

e Bravo, R., Matito, S., Cubero, J., Franco, L., Paredes, S.D., Garrido, M.,
Rodriguez, A.B., Rivero, M. & Barriga, C. Improvement of total antioxidant
capacity, cortisol and anxiety levels in elderly individuals after
tryptophanenriched cereal ingestion. 11t European Nutrition Conference —
FENS; Madrid, 2011.

1.2. Comunicaciones orales.

e Bravo, R., Matito, S., Cubero, J., Franco, L., Paredes, S.D., Rodriguez, A.B.,
Rivero, M. & Barriga, C. Chrononutrition applied with tryptophan-enriched
cereals: Reconsolidation of the sleep/wake cycle increasing melatonin and
serotonin levels in the elderly. 11t European Nutrition Conference — FENS;
Madrid, 2011.

2. ARTICULOS PUBLICADOS

e Bravo, R., Matito, S., Cubero, J., Paredes, S.D., Franco, L., Rodriguez, A.B.,
Rivero, M. & Barriga, C. Tryptophan-enriched cereal intake improves nocturnal
sleep, melatonin, serotonin, and total antioxidant capacity levels and mood in
elderly humans. AGE, 35: 1277-1285. 2013.

e Bravo, R., Matito, S., Cubero, J., Sanchez C.L., Paredes, S.D., Franco,
L.,Rodriguez, A.B., Rivero M. & Barriga, C. Assessment of the intake of
tryptophan-enriched cereal in the elderly and its influence on the circadian
rhythm. Antropologia Portuguesa 29: 113-120. 2012.
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