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Resumen

La importancia de la Epo como hormona central en los procesos de ambientacién a la altura
es clara dado su efecto estimulante sobre la produccion eritrocitaria. Su naturaleza hormonal ha
llevado a que algunas investigaciones evalGien su circadianidad con reportes no contundentes e
inclusive contradictorios al respecto.

Objetivo: Analizar la circadianidad de la Epo en sujetos que realizan entrenamiento aerébico en la
altura intermedia (2600 msnm) comparando diferencias entre hombres y mujeres.

Materiales y métodos: Se reclutaron residentes a la altura intermedia de por lo menos 18
meses, de ambos sexos y que tuvieran entrenamiento aerdbico al menos durante 8 meses previos
a la realizacién del estudio para medir su Epo cada 4 horas durante 24 horas y correlacionarla con
algunas variables fisiologicas y ambientales.

Resultados: Existe comportamiento circadiano en la Epo tanto para hombres como para
mujeres, con un mesor para hombres de 20:10 h y 16:33 h para mujeres. En cuanto a la
acrofase, esta se presenta hacia las 17:52 h para hombres y a las 15:50 h para las mujeres.
El analisis de diferencia de medias muestra una diferencia estadisticamente significativa entre
los dos grupos

Conclusion: Existe circadianidad diferencial entre hombres v mujeres en cuanto a sus niveles de
Epo, la cual es independiente de variables fisiol6gicas y ambientales.

Tema: Ritmo circadiano.

Subtema: Eritropoyetina.

Palabras claves: Ritmo circadiano, eritropoyetina, ambientacién, altura intermedia.
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SEX DEPENDENT AND PHYSIOLOGICALLY INDEPENDENT CIRCADIAN
VARIATION IN EPO IN YOUNG AMATEUR ATHLETES

Abstract

Erythropoietin Epo is the key hormone in the process of erythropoiesis and, therefore, essential
for acclimation to altitude. Although circadian variation in Epo levels has been reported before, the
results are often contradictory. Here, we tested the hypothesis that Epo levels follow a circadian
variation and that such variation depends on gender and standard physiological variables. We
evaluated circadian variation in Epo levels in amateur young athletes living at intermediate elevation
(Bogota, Colombia: 2600 m) and analyzed the potential association with physiological variables.
Materials and Methods: Six men and six women were included in the study assuring at least eight
months of aerobic regime before participation. We took blood samples every 4 h over 24 h to quantify
Epo levels and measured physiological variables (hear rate, blood pressure, oxygen saturation).
Results: Our results show a circadian variation in Epo levels (cosinor analysis p<0.05) and a
significant difference in mesor (men = 20:10 h, women = 16:33 h, p = 0.0001) and acrophase
between males and females (men = 17:52 h, women = 15:50 h). In contrast, we did not detect any
significant association with the physiological variables measured.

Conclusion: We conclude that there is a circadian variation in Epo levels and that such rhythmicity
is dependent on gender and independent of physiological variables. Ongoing research aims to
detect the controller of the oscillation detected in this project.

Themes: Circadian Rhythm.

Topics: Erythropoietin.

Keywords: Circadian Rhythm, Erythropoietin, Acclimation, Intermediate altitude.

EVIDENCIA DO COMPORTAMENTO CIRCADIANO DA EPO
COM DEPENDENCIA DO SEXO E INDEPENDENCIA DE PARAMETROS
FISIOLOGICOS EM JOVENS TREINADOS NA ALTURA MODERADA

Resumo

A importancia da Epo como hormona central nos processos de adaptagéo na altura & evidente
dado o efeito estimulante sobre a producéo eritrocitaria. Sua natureza hormonal tem levado a
pesquisa da circadianidade desta, com resultados ndo contundentes e inclusive contraditérios.
Objetivo: Analisar de forma comparativa a circadianidade da Epo em homens e mulheres que
fazem treinamento aerébico na altura intermedia (2600 msnm).

Materiais e Métodos: Foram incluidos residentes na altura intermedia, com uma idade minima
de 18 meses, ambos sexos, e treinamento aerébico durante pelo menos 8 meses prévios da
realizacdo da investigacdo. Na populacdo incluida, a Epo foi medida com intervalo de 4 horas
(durante 24 horas) com o fim de correlaciona-la com algumas variaveis fisiologicas e ambientais.
Resultados: Existe comportamento circadiano na Epo tanto em homens (mesor: 20:10 h) quanto
em mulheres (mesor: 16:33 h). A acrofase se apresentou as 17:52 h nos homens e as 15;50 h nas
mulheres. A andlise comparativa de medidas descreve uma diferenca estatisticamente significativa
entre os dois grupos avaliados.

Conclusao: Existe circadianidade diferencial entre homens e mulheres nos niveis da Epo, sendo
independente das variaveis fisiolbgicas e ambientais.

Tépico: Ritmo circadiano

Subtépico: Eritropoietina

Palavras-chave: Ritmo circadiano, eritropoietina, adaptacéo, altura intermedia.

38




REVISTA Wled 2014;22(2): 37-48

Introduccion

Historia: En 1890 el anatomista francés Francois- Gilbert
Viault describié por primera vez la relacién entre el con-
tenido de O, de la sangre y la eritropoyesis al observar
un aumento en el nimero de glbbulos rojos al ascender al
cerro Morococha en Pert (aprox. 4500 msnm). Luego de
permanecer 23 dias en este sitio encontré que el nimero de
eritrocitos habia aumentado de 5 a 8 millones por litro de
sangre!. Desde entonces varios investigadores han plateado
mecanismos que explican este comportamiento como por
ejemplo Friedrich Miescher en 1893 quien propuso que
una disminucién en la presion de oxigeno en la médula 6sea
proporcionaba un estimulo directo a las células eritroides,
teoria que fue refutada medio siglo luego que se midi6 la sat-
uracién de oxigeno en muestras de médula 6sea de pacien-
tes con eritrocitosis tanto primaria como secundaria?. Solo
hasta 1906 Carnot y Deflandre plantearon un mecanismo
alternativo para la induccién hipéxica de la eritropoyesis. El-
los observaron un aumento en los recuentos de células rojas
de la sangre después de la infusion de conejos normales con
suero de animales anémicos v llegaron a la conclusién de
que la eritropoyesis era regulada por un “factor “ humoral
en el plasma. Los intentos de reproducir este experimento
en las décadas siguientes dieron resultados dudosos o neg-
ativos, lo que le hizo perder credibilidad a esta hipotesis.
Sin embargo, en la mitad del siglo XX, Krumdieck y Erslev
modificaron el disefio experimental de Carnot y Deflandre
mediante la realizaciébn de mediciones precisas de reticu-
locitos, demostrando la induccién de nueva produccion de
globulos rojos dentro de 3 - 6 dias después de la inyeccion
del suero procedente de los conejos anémicos, por lo que
concluyeron que el plasma de estos especimenes contenia
un factor capaz de estimular la produccién de glébulos ro-
jos®, demostrandose de esta manera la existencia de la que
en el futuro se denominaria la eritropoyetina (Epo).

La Epo es una glicoproteina acida de aproximadamente
30 kDa y comprende 165 aminoécidos vy cuatro glicanos.
La Epo circulante presenta varias isoformas que difieren
en la carga eléctrica v la actividad biolégica. Las canti-
dades de Epo se expresan en unidades internacionales
(UI). Una unidad de Epo (U) se ha definido como la do-
sis que produce la misma respuesta estimulante de la er-
itropoyesis que la inyeccién de 5 pimol de cloruro de cobal-
to en animales de experimentacién.! La Epo circula en el
plasma con una vida media de 7-8 h, y se une con una alta
afinidad a los receptores presentes, en cantidades relativa-
mente pequenas (aprox. 1000/célula), sobre la superficie
de las ceélulas progenitoras eritroides en la médula 6sea. El
receptor experimenta un cambio conformacional frente a
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la unién de la Epo lo que permite la fosforilaciéon cruzada a
través de la unién de la quinasa JAK2 v la iniciacion de la
cascada de transduccién de sefiales que induce la diferen-
ciacién y proliferacion de las células de la linea eritroide®.

En los seres humanos y otros mamiferos, la eritropoyesis
normalmente se realiza a una tasa basal baja, de manera
que haya una sustitucién de los globulos rojos senescentes
con reticulocitos jovenes. De otra parte, la produccion de
glébulos rojos en los seres humanos se incrementa hasta
en ocho veces respecto a la produccién basal frente a situ-
aciones clinicas como la hemorragia, la hemolisis y otros
tipos de estrés que deterioran la oxigenacion de la sangre
arterial o la entrega de oxigeno a los tejidos®.

La Epo es la principal, y probablemente la tinica mediadora
central de la induccion hipéxica de la eritropoyesis. Durante el
desarrollo fetal, la Epo se produce principalmente en el higado;
sin embargo, después del nacimiento, el rifibn genera aproxi-
madamente el 80% de su produccion. Erslev propuso al tibulo
proximal como el lugar ideal para la produccién de Epo’. De
hecho, los estudios de hibridacion in sifu han demostrado que
la expresiéon de ARNm de la Epo en el rifién se localiza en
un subconjunto de los fibroblastos peritubulares en la corteza
en cercania a la médula®. En el higado la Epo se produce
tanto en los hepatocitos como en las células intersticiales. De
otra parte, la hipoxia induce un aumento de la produccion de
la hormona Epo en el rifién, que luego circula en el plasma
y se une a los receptores abundantemente expresados en las
células progenitoras eritroides, promoviendo asi la viabilidad,
proliferacion y diferenciacion de los precursores de los globulos
rojos. Esto permite optimizar el aporte de oxigeno (DO,) al
rifién, completando asi el arco de realimentacion que regula la
expresion de la Epo. La induccién hipédxica de la Epo depende
en gran parte del factor de transcripcién HIF el cual se activa
en practicamente todas las células por la exposicion a la hipox-
ia, asi como por los quelantes del cobalto o el hierro’.

Variacién circadiana de la funcién renal v de la
sintesis de Epo

Una buena parte de los procesos fisioldgicos funcionan
con una periodicidad de aproximadamente 24 h. La lon-
gitud aproximada de este periodo dio lugar al nombre cir-
cadiano, que se compone de dos palabras latinas: circa
(aproximadamente) y dlies (dias). Funcionalmente, se cree
que los ritmos circadianos proporcionan una ventaja im-
portante al permitir al organismo anticipar los cambios
ambientales rutinarios. La base molecular de los ritmos
circadianos en los mamiferos fue descrita a finales del siglo
XX. Desde entonces se demostr6é que el reloj circadiano
de mamiferos es un sistema jerarquicamente organizado
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de osciladores celulares individuales orquestados por un
marcapasos central que reside en el nlcleo supraquias-
matico (SCN) del hipotadlamo®. El marcapaso del SCN se
sincroniza con el mundo exterior, principalmente por el ci-
clo de luz/oscuridad. Las oscilaciones circadianas pueden
modificar la trascripcién génica, lo que lleva a oscilaciones
funcionales a nivel tisular. Las estimaciones actuales in-
dican que hasta un 10% de todos los genes estan bajo el
control de los factores transcripcionales circadianos!!.

Los ritmos circadianos en la funcién renal se han estu-
diado desde mediados del siglo XIX. En 1861, Edward
Smith, uno de los pioneros en la fisiologia circadiana, pu-
blico la primera evidencia documentada de la existencia de
oscilaciones circadianas en la excrecién renal de la urea y
el agua'?. Este patrén de excrecién también se ha encon-
trado para el sodio, el potasio, el cloro y otros electroli-
tos!®. Dado que la mayoria de los ritmos de excrecién se
mantienen en pacientes con trasplante renal'®, se conclu-
ye que tanto factores humorales como renales intrinsecos
-atn desconocidos- estan involucrados en su generacion.
La evidencia de la existencia de un mecanismo renal in-
trinseco ha sido dificil de estudiar debido a la dificultad
de disociar este mecanismo de los efectos de los factores
neuroendocrinos circadianos. De tal manera, se ha pro-
puesto que el rifién posea un reloj circadiano intrinseco
potencialmente implicado en el control transcripcional /
traduccional de miles de genes del transcriptoma renal'®.

Los estudios sobre el ritmo circadiano de la Epo son escasos
a la fecha vy, en principio, no concluyentes. Algunas investi-
gaciones anteriores!'®171® han detectado ritmos circadianos
importantes en la Epo, mientras que otros, s6lo cambios me-
nores durante el dia!®, o incluso, ausencia de fluctuaciones®.
El estudio de Klausen y cols®® se realizd6 con nueve sujetos,
no sblo a nivel del mar, sino también a una altitud de 4350
msnm durante 4 dias. Al nivel del mar, asi como en la altura,
la Epo mostré un marcado ritmo circadiano con un nadir en-
tre las 08:00-16:00 h. Los resultados también sugieren que
la produccion de Epo en la altura es afectada por los cambios
en el pH y la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. Una
explicacion preliminar de los resultados tan disimiles podria
ser las diferentes configuraciones de las investigaciones. Klau-
sen'8, por ejemplo, permiti6é que los sujetos se movilizaran
durante el dia, mientras que en la investigacion de Gunga
y cols. los sujetos fueron completamente restringidos a una
posicién supina durante las 24 h?!, lo que podria acarrear
diferencias en el patron de secrecién a consecuencia de los
cambios en la distribucion de la volemia a lo largo del eje cor-
poral. Esto tltimo se ha demostrado que modifica de manera
importante la presion venosa central.
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La determinaciéon de la actividad de Epo en hombres y
mujeres con distintos niveles de entrenamiento y altura
de procedencia no ha demostrado la esperada correla-
cién positiva con variables sanguineas como la masa de
hemoglobina?2. Dos hipétesis pueden explicar la falta de
correlacion entre las variables: por un lado, la variacion
circadiana en la secrecién de Epo que podria afectar los
andlisis de muestras tomadas en distintas horas del dia y
por otra parte, la minima y no significativa diferencia en la
actividad de Epo registrada entre nativos de tierras bajas
y de la altura moderada seria suficiente para generar las
notables diferencias en hemoglobina total (HbT).

Este estudio establece la magnitud en que la SaO, y la Epo
se correlacionan en hombres y mujeres que realizan entre-
namiento aerébico en la altura intermedia en un dia de acti-
vidad cotidiana sin entrenamiento, lo cual hasta ahora no se
ha investigado y permite avanzar en el entendimiento de la
respuesta fisiolégica a condiciones ambientales y de estrés
comparando adicionalmente la respuesta diferencial entre
los sexos. Para este propésito se realiz6 una evaluacion de
diferentes parametros fisioldgicos v mediciones secuencia-
les de la Epo durante el dia, las cuales se trataron median-
te el anélisis de cosinor. Dicho método fue desarrollado a
principios de 1960 y basado en la premisa que los ritmos
circadianos responden a un comportamiento periddico con
pequenas variaciones aleatorias que pueden ser descritas
ajustando las observaciones a funciones cosinusoidales (o
sinusoidales) por medio de minimos cuadrados y en los que
cada observacion es una funcion del estimador estadistico
de la linea media del ritmo®. La prueba se basa en la pro-
yeccion del vector obtenido a partir de la amplitud de la
funcién y el angulo definido por la acrofase, de modo que
si dicho vector se superpone con la regién de aceptacion
(p<0,05) se rechaza la hipétesis nula de no circadianidad.

Materiales y métodos
Sujetos

Este estudio incluyd 6 hombres y 6 mujeres (Tabla 1). Se
consideraron como criterios de exclusion la presencia de
enfermedades renales, cardiacas, hematoldgicas o pulmo-
nares, y ser fumador o sedentario. Se consideraron como
criterios de inclusion ser residente a la altura intermedia
(2600 msnm) por lo menos durante 18 meses y haber
realizado entrenamiento aerébico minimo 10 horas por
semana durante los tltimos 8 meses. Todos los individuos
firmaron el consentimiento informado siendo el protocolo
aprobado por el Comité de Investigaciones de la Universi-
dad Militar Nueva Granada.
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Tabla 1. Comparacién de datos antropométricos y hemograma entre hombres y mujeres. BMI: Indice de masa corporal,
RBC: conteo de eritrocitos, HB: Hemoglobina, MCV: Volumen corpuscular medio, MHC: Hemoglobina corpuscular media, HT:
Hematocrito, MCHC: Concentracién de la hemoglobina corpuscular media, RDW: Ancho de distribucién eritrocitaria, X: Promedio,

SD: Desviacién estdndar.

< Hombres < x Mujeres < Unidades »
EDAD 20,2 1,72 19,8 0,75 Afios 0,68
MASA 70,6 7,27 53,2 3,44 kg <0,01
TALLA 1,8 0,04 1,6 0,06 m <0,01
BMI 22,8 1,72 20,7 0,82 kg/m? 0,03
RBC 5,2 0,31 5 0,26 X10%el/uL 0,14
HB 16,4 0,92 154 — 0,83 g/dL 0,02
HT 48,6 2,48 453 1,45 % 0,07
MCV 93,2 1,48 91,5 3,25 fL 0,28
MCH 31,5 0,79 31 0,88 jaled 0,41
MCHC 33,7 0,39 33,9 0,77 g/dL 0,57
RDW 12,9 0,47 12,7 0,39 % 0,41

Mediciones hematolégicas

La sangre fue colectada de la vena del antebrazo con un
tubo de plastico al vacio Vacuette® que contenia 1,2-2 mg
de K3-EDTA. Cada 4 horas se realiz6 la extraccion de 3 a
4 mL de sangre, siendo la muestra inicial tomada al medio
dia del dia 1 de investigacién. Esa primera muestra también
sirvi6 para la medicion de las variables hematolédgicas del
cuadro hematico estandar. Durante las 24 horas que se
evalud, y por lo menos las 8 horas previas, los individuos
no realizaron ningun tipo de entrenamiento fisico.

Meétodo para la medicién de la Epo

Una vez obtenidas las muestras de sangre, fueron separados
los plasmas de las fases celulares por sedimentacion y
almacenados a 4°C. Una vez colectadas todas las muestras,
fueron liofilizadas y resuspendidas en agua destilada para
realizar la medicién de eritropoyetina con el EPO-ELISA kit
(Roche® Diagnostics GmbH). Las muestras, los controles y
los estandares fueron dispuestos en sendos pozos de una
placa de dilucién a la cual fue agregado el buffer del kit. Una
vez estabilizadas las soluciones, estas fueron servidas en
microplatos con pozos cubiertos por anti-EPO policlonal de
conejo. Los microplatos fueron dispuestos en una incubadora
de CO, VWR® a 37°C sobre un mezclador ShakerDuo Max
1030 Heidolph® a 300 cpm siguiendo el protocolo del Kit.
Una vez terminada la fase de reaccion se realiz6 la medicion
de absorbancia a 450 nm con un lector de placas (Pioway®
MB1008056).Los valores de absorbancia fueron tabulados
y analizados en Microsoft Excel® (2013, Redmond, WA) en
el cual se realizb6 una interpolacion usando una regresion
potencial para obtener la curva de calibracién y determinar
las concentraciones.

Mediciones ambientales

Dada las implicaciones de los fenémenos ambientales sobre
los procesos fisiologicos evaluados durante este estudio se
realiz6 una monitorizacion periddica de las siguientes varia-
bles: punto rocio (DP), presién barométrica (BP), humedad
(H), indice de calor (HI) y temperatura (T). Las mediciones
se realizaron con el Kestrel® 4500 Pocket Weather Tracker
en Bogoté a 2625 msnm y en las coordenadas 4° 35’ 56”
N, 74° 4’ 517 W.

Mediciones fisiolégicas

Cada 4 horas se realiz6 una medicién digital de signos
vitales (PROPAQ CS WelchAllyn® modelo 242) que
incluyb presion arterial sistélica (PAS), presiéon arterial
diastélica (PAD), frecuencia cardiaca (FC) y saturaciéon
arterial de oxigeno (SaO,). Adicionalmente, y durante el
periodo de suefio, se realiz6 monitorizacién permanente
de la SaO, utilizando el pulsoximetro MLT321
(ADInstruments®, Dunedin New Zealand) cuyos datos
fueron tabulados en el programa LabChart®.

Representacién grdfica y métodos estadisticos:

Para el andlisis inicial de los datos y algunas de las repre-
sentaciones gréaficas se utiliz6 el programa OriginPro®
(OriginLab, Northampton, MA), mostrando el promedio
(X) v su desviacion estandar (SD), a menos que sea ex-
presado lo contrario. La determinacion de normalidad
se realiz6 utilizando la prueba de Shapiro-Wilk los re-
sultados con p<0,05 fueron analizados con la prueba de
Friedman mientras que si la p>0,05 se utilizo6 el ANOVA
de medidas repetidas.
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Con el propésito de comprobar si existe un comportamien-
to circadiano se realiz6 un andlisis de cosinor sobre los
valores obtenidos de la Epo usando el paquete “psych”?*
para R% (version 3.0.2). Para verificar si la distribucion de
la variable Epo corresponde a una distribucién circular de
Von Mises, se realizé un test de Watson?® sobre los valores
de la Epo. Esta prueba se realiz6 usando el paquete “circu-
lar"?’para R. Los valores de MESOR, amplitud, acrofase y
la varianza circular fueron obtenidos para cada sexo. Us-
ando el programa PAST? y los datos de MESOR v varian-
za circular obtenidos con “psych”, se realiz6 una prueba
T entre las fases de ambos grupos y una prueba F para
evaluar diferencias entre sus varianzas circulares siguiendo
la metodologia de Atkinson y cols®.

El comportamiento diario de la Epo fue graficado para
hombres y mujeres por medio de diagramas de cajas y
bigotes para cada sexo ademas de un diagrama conjunto
utilizando R. Adicionalmente generamos gréficas de distri-
bucién circular de los valores de eritropoyetina medidos en
hombres y mujeres usando los paquetes “plotrix”, “glm”,
“circular” v “ggplot” para R.

Resultados

Descripcién general de la poblacién. La tabla 1 resume
las principales variables antropométricas en las cuales se
aprecia X y SD en cada grupo v la prueba T con una signi-
ficancia estadistica de p<0,05 que analizé6 la diferencia en-
tre grupos. Se muestran también las principales variables
del cuadro hemético. Aunque se traté de grupos etarios
similares, hubo diferencias significativas para el peso, la
talla y el indice de masa corporal, lo cual se corresponde
con el dimorfismo sexual propio de la especie humana®.
En cuanto al cuadro hemético, es llamativo que solo pare-
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ce existir diferencia significativa entre los dos grupos para
la concentracién de hemoglobina, lo cual contrasta con es-
tudios poblacionales que analizan la diferencia entre sexos
3132 Aunque no son presentados los resultados de la linea
blanca y plaquetas, estos fueron tenidos en cuenta para
descartar procesos inflamatorios o alteraciones celulares
no inferidas por la historia clinica.

Condiciones ambientales. En la figura 1 se puede apre-
ciar el comportamiento de las principales variaciones de
los parametros ambientales de los dias de prueba. Dichos
valores fueron analizados estadisticamente utilizando
ANOVA de medidas repetidas después de verificar que co-
rrespondieran a una distribucién normal, encontrandose
que no hay diferencias significativas en el comportamiento
de los mismos a lo largo del dia (ver tabla 2). Se puede
apreciar entonces que las variables ambientales mostraron
un comportamiento relativamente estable a lo largo del
dia, por lo que se descarta su participacién como genera-
dores de la oscilacion en las mediciones de la [Epo].

Evaluacion fisiolégica. La figura 2 muestra los resulta-
dos obtenidos tras la evaluacion de las diferentes variables
fisiologicas consideradas en este estudio. Aunque existe
una leve oscilacién de cada variable de acuerdo a la hora
del dia, este patréon parece ajustarse mas a la rutina de
actividad fisica diaria, ya que los anélisis estadisticos no
mostraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar mediciones de las diferentes horas del dia. La
tabla 3 resume dichos hallazgos en los que, exceptuando
la SaO,m, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en dichas variables.

Evaluacién de la Eritropoyetina. El comportamiento
de la eritropoyetina presenta cambios importantes con
respecto a la hora del dia tanto para hombres como para

Tabla 2. Valores promedio para cada dia y promedio general de cada variable ambiental. Valores F y p provenientes
de ANOVA de medidas repetidas para la evaluacién de diferencias entre las variables ambientales para las mediciones
diarias en cada una de ellas. DP: Punto de rocio (°C), BP: Presién barométrica (mmHg), HI: Indice de calor (°C), H:

Humedad (%), T: Temperatura (°C)..

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Promedio Diferencias medidas
general diarias

F p valor
DP 9,78 9,25 9,97 10,77 9,94 1,859 0,231
BP 553 554 552 552 553 3,678 0,113
HI 20,9 18,3 19,3 19,1 19,4 5,67 0,063
50,8 52,7 52, 56, 52,9 8,437 0,034
T 21,1 19, 20,2 19,7 20, 3,976 0,103
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Figura 1. Valores medios * desviacién estdndar
para las variables ambientales. A. Punto de rocio DP.
B. Presién barométrica BARO. C. Sensacion térmica
HI. D. Humedad H. E. Temperatura T.

mujeres. La figura 3 muestra dicho comportamiento en
el que se puede apreciar un pico hacia las 16:00 h para
los dos grupos. El analisis de la diferencia en cada grupo
a lo largo del dia fue realizado con la prueba de Friedman
la cual arrojé un valor p menor a 0,01 tanto en el grupo
de hombres como en el grupo de mujeres. Para el analisis
post hoc se utilizé la prueba de Wilcoxon la cual arrojo

diferencias estadisticamente significativas con p=0,03 para
la mayoria de apareamientos entre las diferentes horas del
dia tanto en hombres como mujeres.

Para la evaluacién de circadianidad se realizé la prueba

de cosinor la cual demostr6 que la Epo tiene un
comportamiento circadiano (p<0,05). El test de Watson
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Tabla 3. Resultados de las pruebas estadisticas para las variables fisiolégicas. Exceptuando la PADh que no tuvo un comportamiento normal
v que fue analizada por la prueba de Friedman, todas las demds variables fueron analizadas con el ANOVA de medidas repetidas. Cuando
la prueba de Mauchly demuestra esfericidad se reportan los valores F y p en las columnas respectivas. Si se viola el supuesto de esfericidad
se muestra la correccién de Greenhouse-Geisser con su F y p respectivos. SaO,h: saturacion arterial de oxigeno en hombres, SaO,m:
saturacioén arterial de oxigeno en mujeres, PASh: presién arterial sistélica en hombres, PADh: presién arterial diastélica en hombres, PASm:
presion arterial sistélica en mujeres, PADm: presién arterial diastélica en mujeres, FCh: frecuencia cardiaca en hombres, FCm: frecuencia
cardiaca en mujeres.

F P
Prueba de F P Correccion de | Correccion de
Variable Shapiro- Prueba de Asumiendo Asumiendo | Greenhouse- | Greenhouse- p
fisiolégica Wilk Mauchly esfericidad esfericidad Geisser Geisser Friedman
Sa0,h 0,19 0,05 0,86 0,44
Sa0,m 0,08 0,78 2,70 0,04
PASh 0,80 0,40 1,20 0,34
PADh <0,01 0,06
PASm 0,87 0,29 2,22 0,08
PADm 0,90 0,02 1,92 0,20
FCh 0,83 0,72 2,50 0,06
FCm 0,30 0,45 1,56 0,21
A = Sath B = PASh
100 o | ® Satm ® PADh
1 - ] - 4 PASM
98 1 . - ¥ PADm
" - ? ! E . . E A o 2 ?
J [ ] 5 . : T F Y 4
ol ] - - . %0+
92 - - _
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B4
30 4
4
2]
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c . Figura 2. Comportamiento de las variables fisioldgicas
70 T ° s i 1 a lo largo del dia. A. Porcentaje de saturacion arterial
* [ L ® . de oxigeno (Sa0,). B. Presion arterial en mmHg (PA).
80 " | C. Frecuencia cardiaca en ciclos por minuto. SaO,h:
. saturacién arterial de oxigeno en hombres, SaO,m:
g saturacioén arterial de oxigeno en mujeres, PASh: presién
o, 10 arterial sistélica en hombres, PADh: presién arterial
=l diastélica en hombres, PASm: presion arterial sistélica
en mujeres, PADm: presién arterial diastélica en mujeres,
20 FCh: frecuencia cardiaca en hombres, FCm: frecuencia
16ic] cardiaca en mujeres.
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Figura 3. Grdficos de cajas y bigotes describiendo el
comportamiento general de la variable Epo en cada una de
las horas del dia en que se realizaron los registros. A. Variacion
en mujeres. B. Variacién en hombres. C. Grdfico comparativo
entre hombres (cajas grises) y mujeres (cajas blancas).

24:00

mostré que los datos no corresponden a una distribucion de
Von Mises (p<0,117), por lo que no se utilizaron pruebas
circulares. La prueba F mostré que no existen diferencias
significativas en términos del MESOR para hombres y
mujeres (F=2,2988; p=0,38), mientras que la prueba T
para dos muestras con igual varianza mostré que existe
una diferencia significativa entre los MESORES de ambos
grupos (T=6,1628; p<0,05). Se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la amplitud vy la acrofase para
ambos grupos. La figura 4 muestra el resumen de dicho
analisis v la representacion grafica de las diferencias en
amplitud y acrofase de ambos grupos.

Discusion

Este estudio evidencia la existencia de un ritmo circadia-
no en los niveles circulantes de la Epo en adultos jévenes
deportistas sanos que realizan actividades cotidianas du-
rante un dia sin entrenamiento, tanto en hombres como
en mujeres. Esto controvierte los hallazgos publicados
por Roberts y cols. en 1996 quien estudié a 26 hombres
sanos (edad 27+4 afos) que no estaban vinculados a un
programa de entrenamiento fisico?®. De igual manera, en
nuestro estudio se encontrd un patrén circadiano en su-

6:00

12:00
Parametros Difer_encia de Diferenf:ia
varianzas de medias
Acro- | Ampli-
Sexo | Mesor fase tud F P t P
Hombres | 20:10 h | 17:52 h | 15:24 h
2,2988| 0,38 6,16 | 0,0001
Mujeres | 16:33 h | 15:50 h | 16:33 h

Figura 4. A) Diagrama circular mostrando los valores de acrofase
media de hombres (Qh) y mujeres (Pm); La amplitud media de
hombres (Ah) y mujeres (Am) y los intervalos de confianza de
ambos valores para hombres (elipse gris) y mujeres (elipse blanco)
para Epo en un periodo de 24 horas. Pardmetros de las funciones
cosinor para hombres y mujeres; estadisticos de prueba F y t, y
valores p describiendo la existencia de diferencias significativas
entre hombres y mujeres.
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jetos sanos a diferencia de lo resultados de Miller y cols.
9quienes midieron los niveles de Epo cada 4 h durante 24
h en 17 sujetos hematolégicamente normales, asi como
en 30 sujetos con enfermedad pulmonar crénica. Estos in-
vestigadores encontraron que solo los pacientes con enfer-
medad pulmonar crénica mostraban una variacién diurna
con un cenit en la medianoche, sin variacién significativa
en los sujetos normales!®. Las diferencias pueden radicar
en el tipo de anédlisis estadistico utilizado ya que Roberts
y cols. utilizaron un anélisis multivariado para evaluar las
diferencias de los niveles de la Epo individualmente y entre
grupos, mientras que Miller y cols. publicaron sus resulta-
dos sin una clara demostraciéon estadistica de la ausencia
o presencia de cambios diurnos en las concentraciones de
Epo'. En el presente estudio ademas de encontrar dife-
rencias en los promedios de las concentraciones cada 4
horas por medio de pruebas no paramétricas, en ambos
sexos, se evidencio la presencia de un ritmo circadiano en
ambos grupos a través del andlisis de cosinor. Este método
es capaz de detectar la existencia de un ritmo circadiano
significativo y los parametros de dicho ritmo: mesor (nivel
promedio de ritmo), amplitud (longitud de MESOR a NA-
DIR) y acrofase (pico de ritmo)*3.

El patron circadiano en la Epo no se modifica con la edad.
Asi, en el estudio realizado por Pasqualetti y cols. a finales
del siglo XX3* no encontraron diferencias significativas en-
tre dos poblaciones, una con una edad promedio de 43,3
+ 8,3 afios y otra de 65,3 +6,4 afos. Los hallazgos de
Pasqualetti y cols. se complementan con los encontrados
en nuestro estudio ya que estudiamos una poblacién de
adultos jévenes con promedio de edad de 20,2 +1,7 afios.
Al igual que en el presente estudio, Pasqualetti y cols uti-
lizaron el anélisis de cosinor y también se encontré una
acrofase alrededor de las 18:00 h en hombres y 16:00 h
en mujeres. Aunque se han descrito diferencias de acuerdo
al método de medicién de la Epo,*® los hallazgos del pre-
sente estudio son consistentes con otros estudios en los
que utilizé el radioinmunoensayo??-%6:3457,

Aunque el principal estimulo para la produccion de la
Epo es la hipoxia, esta no explica el pico encontrado entre
las 16:00 y las 20:00 horas. De hecho, no se encontrd
relacion alguna entre la SatO, y la Epo como se ha des-
crito previamente®. Los mecanismos que explican este
patron circadiano atn son desconocidos, sin embargo se
ha encontrado que este patrén no es exclusivo para esta
molécula de origen renal, sino que también se encuentra
en otros procesos renales relacionados con el manejo tu-
bular de solutos.!>3 Adicionalmente, se ha planteado que
se debe considerar que las variaciones diurnas en el flujo
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sanguineo renal podrian explicar las fluctuaciones existen-
tes tanto en la tasa de secrecién como en el metabolismo
de la Epo!’.

Cabe destacar con respecto a otras publicaciones en el
&rea que aqui fueron tenidas en cuenta y analizadas las
variables ambientales. Las condiciones atmosféricas
ejercen efectos importantes sobre parametros fisiolo-
gicos que podrian estar implicados en la adaptacion a
la altura o que podrian convertirse en factores de con-
fusién para un analisis de circadianidad3®*°, especifi-
camente relacionados con la presién alveolar de oxige-
no y su impacto sobre la presiéon arterial de oxigeno.
Ademas de la altitud es necesario tener presentes fac-
tores como la latitud o la disposiciébn geografica ya
que pueden desencadenar cambios en variables como
la presién barométrica o la temperatura. Bogota, una
ciudad ubicada en los trépicos, no tiene los cambios
estacionales propios de las regiones boreales y austra-
les; sin embargo, su continentalidad v la influencia del
frente intertropical condicionan un clima voluble. En
el presente estudio el anélisis de algunas variables am-
bientales no demostré cambios significativos durante
el dia, lo que refuerza la idea que los cambios observa-
dos en la Epo deben ser explicados por un mecanismo
intrinseco (muy probablemente de origen renal) que
amerita nuevos estudios para su esclarecimiento. Esto
Gltimo, probablemente a través de estudios en modelo
animal donde se controle la regulacién neuroendocri-
na de la secrecion de la Epo o a través de las herra-
mientas genéticas que permitan la fenotipificacion de
los ritmos circadianos de origen renal!>#!.

Conclusion

Se ha mostrado evidencia de un comportamiento
diferencial de la Epo a lo largo del dia tanto para mujeres
como para hombres, siendo en estos ultimos mas
marcado el efecto. Se explica este comportamiento por
una circadianidad evidente por anélisis especifico y que
pone de manifiesto una acrofase del fenémeno alrededor
de las 18:00 horas. El oscilador responsable de dicho
comportamiento es motivo de futuras investigaciones que
buscaran determinar el papel del rifibn como controlador
local de un fenébmeno global.
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