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GLOSARIO

GLOSARIO

Acrofase

Momento de mayor expresién de proteinas y genes que

se alcanza durante el ciclo diario de una variable.

Alimentacion

restringida en el

Estrategia dietética que consiste en ajustar las horas de

alimentacion en una unica franja horaria.

tiempo

Amplitud Diferencia entre el valor maximo (o minimo) de la
funcion coseno con respecto al mesor.

Cosinor Procedimiento para el analisis de ritmos bioldgicos

basado en la adaptacién de datos brutos a una onda

cosenoidal.

Cronodisrupcion

Estado de alteracion del ritmo circadiano afectando al

funcionamiento optimo del ciclo de 24 horas.

Genes reloj

Genes implicados en generar y mantener el ritmo

circadiano.

Jet lag social

Sindrome que ocurre cuando nuestros horarios sociales
no coinciden con el reloj biolégico de nuestro cuerpo. Se
calcula con la diferencia entre el promedio de suefo de
los dias no laborables y el promedio de los dias no
laborables (entre semana vy fines de semana). Cuando

esta diferencia es mayor a 2 h se considera que existe

jet lag social.

Lipdlisis Proceso bioquimico que consiste en la ruptura de
células de Triacilglicéridos en acidos grasos libres vy
glicerol, esto se traduce en movilizacion de grasa.

Mesor Valor medio del ritmo ajustado a una funcidén coseno que
por lo general coincide con la media de los datos.

Nucleo Llamado también reloj central, esta situado en el

supraquiasmatico

hipotdlamo, y se encarga de regular los ciclos
circadianos. Es el principal reloj bioldgico interno o

marcapasos en los mamiferos.

Ritmo circadiano

Procesos naturales que ocurren o funcionan en ciclos de

aproximadamente 24 horas.
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Sincronizador

Estimulo capaz de restablecer un marcapasos o

sincronizar una oscilacién con el medio ambiente.

Zeitgebers

Término aleman que procede del Zeit “tiempo” y geber
“‘dador”, hace referencia a sefiales ambientales capaces
de modificar la duracién del ciclo o periodo al que oscila

nuestro reloj endégeno.




l. INTRODUCCION







INTRODUCCION

1. OBESIDAD

1.1. Definicion de Ia obesidad

La obesidad se define como una acumulaciéon excesiva o anormal de tejido
adiposo (TA) que puede ser perjudicial para la salud [1]. Es un estado crénico de
alta prevalencia en Espafia y en la mayoria de los paises del mundo [2], por lo
que se considera como uno de los problemas mas relevantes en la salud publica
actual [3, 4].

1.2. Clasificacion de la obesidad

A mediados del siglo XIX, Adolphus Quetelet observé que el peso corporal era
proporcional al cuadrado de la altura en adultos con constitucion estandar
(kg/m?); desde entonces se viene usando el indice de Quetelet [5], mas conocido
como indice de masa corporal (IMC) para el diagnéstico de la obesidad.

Usandose tanto en la practica clinica como epidemioldgica.

Acorde al IMC, un individuo puede clasificarse en cualquiera de las

siguientes categorias [6] observadas en la siguiente tabla (Tabla 1).

Tabla 1. Percentil de clasificacion de IMC.

Clasificacion IMC (kg/m?)
Bajo peso <18,5
Normo peso 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9
Obesidad clase | 30-34,9
Obesidad clase Il 35-39,9
Obesidad clase llI 240
Tabla elaborada con los resultados obtenidos por WeirCB, et al.
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31082114/)

Esta es la medida mas usada para el diagnostico de la obesidad, aunque
sabemos que un diagndstico basado solo en el uso de IMC es impreciso para un
verdadero conocimiento de la composicion corporal. Esto se debe a que no
diferencia la masa grasa de la masa magra [7]; un ejemplo de ello lo podemos

encontrar en personas con un IMC elevado, categorizados como individuos con
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obesidad, pero que no reflejan signos de complicaciones metabdlicas. Aun asi,
el IMC es el método estandarizado y aceptado internacionalmente para la
clasificacion del grado de obesidad y el riesgo asociado a ella [6]. Por ello, hoy
en dia se complementa con otras técnicas para el analisis de composicién
corporal como lo son la: impedanciometria, plicometria, resonancia magnética,
etc.[8].

1.3. Breve origen e historia de la obesidad

La postura sobre la obesidad no siempre ha sido la misma. Aunque nuestros
inicios fueron de caracter nébmada cazador-recolector con una vida muy activa
en el paleolitico; el hallazgo de diversas esculturas paleoliticas como la venus de
Willendorf o de Hohle Fels [9, 10] mostraron un reflejo de la posible constitucion
humana (Figura 1). Sin embargo, la obesidad de décadas pasadas era
probablemente una excepcion, debido a la escasez de alimentos y a la
desnutricion cronica, que ha sido la norma la mayor parte de nuestra historia, por
lo que los cuerpos voluminosos se vinculaban al bienestar social y econdémico
[11]. No fue hasta la época de la antigua Grecia cuando diferentes pensadores
como Hipdcrates y Platdén asociaron el aspecto orondo con una disminucion de

la esperanza de vida y, por tanto, con una muerte prematura [12].

El término “obeso” fue usado por primera vez en 1920, por el médico

britanico Tobias Venner [13], para describir a personas que tenian sobrepeso.

En la actualidad, el desarrollo de la industria alimentaria, que es continuo
e incesante, el facil acceso a alimentos de elevada densidad energética, el
aumento del tamafio de las raciones y la disminucion de la actividad fisica; junto
con la presencia de otros factores ambientales, metabdlicos, hormonales y
genéticos propios del hombre moderno, que presentan un impacto sobre la
obesidad, ha supuesto que, desde hace unas décadas, la incidencia de obesidad
haya aumentado de manera vertiginosa y que ultimamente se considere una

epidemia global [14, 15].
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Figura 1. Representaciones femeninas humanas: A) Venus
de Willendoft y B) venus de Hohle Fels [9, 10].

1.4. Estado actual de la obesidad

A pesar de la gran informacién que dispone la sociedad sobre las consecuencias
que conlleva el aumento de peso, la situacion actual no es muy prometedora. Se
estima que para el aino 2030 un billébn de la poblacidn mundial padecera
obesidad, segun los datos de la IOTF (“International Obesity Taskforce”, segun

sus siglas en inglés) [2] (Tabla 2).

Hace 14 afos (en el afio 2010), los datos eran preocupantes, como
podemos observar en la Tabla 2, pero el prondstico en los proximos 6 afos

parece ser aun peor.

A pesar de estas previsiones, la sociedad actual sigue normalizando y

banalizando la obesidad.
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Tabla 2. Estimacién global sobre la prevalencia y numero de adultos viviendo con obesidad en 2010-2030.

2010 2025 2030

Prevalencia

de N.° N.° N.°

] Porcentaje | Porcentaje | Porcentaje |
obesidad millones millones millones

(IMC kg/m?)

230 11 511 15 892 18 1,025

235 3 143 5 284 6 333

240 1 42 2 93 2 111

Informacién procedente de NCD Risk Factor Collaboration (NCD-Risk).
(https://www.worldobesityday.org/resources/entry/world-obesity-atlas-2022)

En Espafia, segun el instituto nacional de estadistica (INE), en el 2020 el
grado de obesidad y sobrepeso era superior en hombres (16,5% de obesidad)
que en mujeres (15,5% de obesidad). Y el porcentaje de individuos que padecen
sobrepeso es también superior en hombres (44,9% de sobrepeso) que en

mujeres (30,6% de sobrepeso) (Figura 2).

indice de masa corporal 2020

. s 2 Mujeres
< —
Peso insuficiente (<18,5 kg/m ) . , mm Hombres
Normopeso (18,5-24,9 kg/m 2)—_- 5
, .
Sobrepeso (25,0-29,9 kg/m 2)__, ;
Obesidad (>=30 kg/m?)-
T T i
0 20 40 60

% de masa corporal

Figura 2. indice de masa corporal 2020. Informacién obtenida del Instituto Nacional de
Estadistica (https://www.ine.es/ss/Satellite?L=es ES&c=INESeccion C&cid=1259926457058&
p=%5C&pagename=ProductosYServicios%2FPY SLayout).

28


https://www.ine.es/ss/Satellite?L=es_ES&c=INESeccion_C&cid=1259926457058&p=%5C&pagename=ProductosYServicios%2FPYSLayout
https://www.ine.es/ss/Satellite?L=es_ES&c=INESeccion_C&cid=1259926457058&p=%5C&pagename=ProductosYServicios%2FPYSLayout

INTRODUCCION

La obesidad severa es una condicibn que aumenta exponencialmente el
riesgo de complicaciones relacionadas con la misma obesidad debida a su
excesiva cantidad de TA [16]. Como podemos observar en la Tabla 2 la
proporcion estimada de obesidad severa para 2030 supera con respecto a la
registrada en 2010 [2]. Los tratamientos mas usados para el control de la
obesidad severa van desde la terapia de modificacién del estilo de vida, pasando
por la cirugia bariatrica tanto en adultos como en nifios [17, 18], hasta la
farmacoterapia, con los ultimos avances demostrados en el uso de los analogos
de GLP1, como Ozempic o Adlyxin, que estan demostrando una eficacia

considerable en el tratamiento de la obesidad [19].

2. FISIOLOGIA DEL TEJIDO ADIPOSO

2.1. Funcién y clasificacién del tejido adiposo

El exceso TA es la caracteristica principal en la obesidad y, en especial, en la
obesidad severa. Durante muchos anos se ha pensado que la funcién mas
destacada del TA era actuar como almacén de reserva y liberacion de energia.
Lejos de la realidad, en la actualidad el TA es considerado el mayor 6rgano
endocrino implicado en la secrecidon de hormonas peptidicas y mediadores
inmunoldgicos e inflamatorios como las citoquinas y adipoquinas. Es por ello,
que el TA juega un papel importante en la regulacion de la homeostasis general
del cuerpo [20, 21].

El adipocito se considera la unidad basica funcional del TA, pero ademas
este tejido, también esta compuesto por células no grasas como los macrofagos,

los fibroblastos, células inmunes, tejido conectivo y vascular [22].

Hasta el momento, se han descrito tres subclases de tejido adiposo: el
tejido adiposo blanco, WAT (“White Adipose Tissue” por sus siglas en inglés), el
tejido adiposo marrén, BAT (“Brown Adipose Tissue” por sus siglas en inglés) y
el tejido adiposo beige o brite (“Brown in whiTe” por sus siglas en inglés). El WAT
es el mas abundante dentro del TA, y encargado principalmente de la reserva
general de energia en forma de triacilglicéridos (TAG). En este tejido WAT, el 90-
95% del volumen de sus células (adipocito blanco) esta ocupado por una gran
gota lipidica y alguna mitocondria [23]. EI BAT, se encuentra en mucha menor
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proporcion que el WAT en humanos y su funcion es la termorregulacion, es decir,
la de producir calor. Esto se debe a que posee grandes cantidades de
mitocondrias y numerosas gotas lipidicas de pequefio tamafio en su interior [23].
Por ultimo, el tercer tipo de tejido adiposo es el denominado “beige” o “brite™.
Estos adipocitos tienen morfologia y propiedades termogénicas similares a los
adipocitos marrones, pero distinta localizacion anatomica. El origen de este
nuevo tipo sigue siendo cuestionado, se ha propuesto que el TA beige procede
de la diferenciacion de los adipocitos blancos maduros, lo que se conoce como
‘pardeamiento de tejido adiposo blanco” o que directamente el tejido beige

proviene de un precursor propio [23, 24].

2.2. Tamano y localizacién del tejido adiposo blanco

En funcién de la localizacion del WAT podemos encontrar: tejido adiposo
subcutaneo (TAS), que en el humano abunda debajo de la piel y predomina en
los extremos superiores e inferiores del cuerpo; este tejido adiposo subcutaneo
constituye aproximadamente el 80% del WAT, mientras que el tejido adiposo
visceral (TAV) conforma el resto de WAT en un (20%), y corresponde a la grasa

omental y mesentérica, predominando en la cavidad abdominal [25].

Actualmente sabemos que no soélo la cantidad de tejido adiposo
acumulado, sino la distribucion de los depésitos de grasa es relevante en las
alteraciones metabdlicas asociadas con la obesidad [26]. EI TAS y el TAV,
presentan patrones diferentes de secrecion hormonal, lo que hace que la
localizacion juegue un papel importante en la salud del individuo. Si bien el TAV
se localiza en el abdomen alrededor de las visceras (localizacién central), y es
por tanto el responsable de |la obesidad central, es el que menos espacio ocupa
en el organismo en comparacion con el TAS. Varios estudios han podido
observar que un mayor acumulo de adiposidad central esta ligado al riesgo de
desarrollar diabetes y trastornos cardiovasculares, lo que viene dando lugar a un
cuadro de sindrome metabdlico (SMet) [27-29]. En la Tabla 3 se presentan los
factores que contribuyen al desarrollo del SMet basadas en la definicion aportada
por ATP-III, del inglés Adult Treatment Panel Il [30].
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Tabla 3. Factores de Riesgo de Sindrome Metabdlico.
Factor de riesgo Definicién

Circunferencia de la cintura
Obesidad abdominal > 102 cm en hombres

> 88 cm en mujeres

Triglicéridos altos 2 150 mg/dL o =2 1,7 mmol/L

<40 mg/dL o < 0,9 mmol/L en hombres
Colesterol HDL bajo
<50 mg/dL o < 1,1 mmol/L en mujeres

Hipertension arterial = 130/ 85 mmHg

Hiperglucemia en ayunas 2100mg/dL o 25,5 mmol/L

Datos obtenidos de ATP-III [30]

El paso de un fenotipo delgado a uno obeso viene acompafado de la
expansion del TA, ya sea en tamano y/o numero de adipocitos. Si lo que
predomina es el aumento del numero de adipocitos, estaremos hablando de
hiperplasia, que se caracteriza por un estado en el que hay muchos adipocitos
de tamafio pequeno; mientras que el aumento en tamafo de los adipocitos se
llamara hipertrofia, caracterizado por un estado en el que hay pocos adipocitos,

pero de gran tamanio [31].

Durante mucho tiempo se creyd que el numero de adipocitos formados
durante la infancia era predictor para saber si un individuo iba a ser delgado u
obeso de mayor [32]; sin embargo, a dia de hoy sabemos, gracias al uso de la
técnica del carbono-14, que durante la vida adulta se produce una renovacion
anual del 10% de los adipocitos [33]. Varios estudios transversales asocian la
hipertrofia del adipocito con una peor salud metabdlica [34, 35], dado que en
sujetos con obesidad y sin obesidad con SMet, se observdé un tamafo de
adipocitos mayor que en sujetos de peso normal [36, 37]. Por otro lado, nos
encontramos que, una vez alcanzado el limite de 200um de diametro, los lipidos
se depositan en otros érganos no destinados al acumulo de grasa, como el
higado, el corazén, etc., provocando lo que se conoce como lipotoxicidad y

dando como resultado el desarrollo de complicaciones metabdlicas [38].
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También se ha visto que los adipocitos de mayor tamafo liberan una mayor
cantidad de citoquinas inflamatorias y tienen un ratio de lipdlisis aumentado
respecto a los adipocitos mas pequenos [28, 39], siendo esto un factor de

desarrollo de problemas metabdlicos.

2.2.1. Diferencias entre tejido adiposo visceral y subcutaneo

Las diferencias anatdmicas, fisioldgicas y bioquimicas entre TAV y TAS juegan
un papel importante en cuanto a sensibilidad a la insulina, actividad lipolitica y
liberacidn de proteinas inflamatorias, por lo que puede explicar por qué el tejido
adiposo visceral se asocia mas con problemas metabdlicos que el tejido adiposo

subcutaneo [40].

La vascularizacion de ambos tejidos también muestra diferencias, el
drenaje venoso del TAS es sistémico [25], mientras que el sistema de drenaje
venoso del TAV tiene como objetivo principal el higado, lo que puede aumentar

el riesgo de enfermedad hepatica y disfuncion metabdlica [40].

Dentro de las diferencias moleculares, se ha observado que el TAV tiene
grandes cantidades de macréfagos [41], siendo estos una fuente de TNF-a e IL-
6, lo que da lugar a una mayor respuesta inflamatoria que en TAS [42, 43].
Ademas, la actividad inflamatoria esta asociada al proceso de envejecimiento y
alteracion en la capacidad de replicarse de los adipocitos, a lo que se le conoce

como senescencia [44].

La ratio de lipdlisis, es decir la proporcion de la tasa de descomposicion
de los Triacilglicéridos (TAG) en acidos grasos libres y glicerol, también presenta
diferencias entre subtipos de TA. En varios estudios in vitro se ha observado una
alta actividad lipolitica en adipocitos viscerales [25]. Uno de los 6érganos mas
afectados por el aumento de liberacion de acidos grasos libres (AGL) es el
higado, y varios estudios han observado un aumento de las concentraciones de
IL-6 en vena porta durante la lipdlisis [45, 46]. Por otro lado, la disminucion de
grasa visceral se asocio a la reduccion del estado inflamatorio en pacientes con
SMet [47]. Estos y otros multiples estudios sefalan al tejido visceral como un

tejido metabdlicamente mas activo que el subcutaneo.
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2.3. Lipélisis

La movilizacién de las reservas de energia se realiza mediante un proceso
denominado lipdlisis, caracterizado por la hidrolisis, es decir, la rotura de los TAG
en acidos grasos libres y glicerol [48]. Periodos de restriccion energética y
actividad fisica, ponen en marcha a los mayores reguladores de la lipolisis, como
son las catecolaminas y los péptidos natriuréticos. Tras la liberacion de
neurotransmisores, como la epinefrina y la norepinefrina, éstos se unen a sus
receptores adrenérgicos, AR (“adrenergic receptors”, por sus siglas en inglés)
localizados en el adipocito, en humanos. Los receptores de catecolaminas tienen
dos isoformas especificas (B1 y B2) que pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteina G, GPCR (“G protein-coupled receptors”, por sus siglas en
inglés); La union de las catecolaminas a estos receptores hace que la proteina
G interactue con la adenilil ciclasa (AC), activandola y convirtiendo el trifosfato
de adenosina (ATP) en adenosin monofosfato ciclico, CAMP (“Cyclic adenosine
monophosphate”, por sus siglas en inglés). El aumento de las concentraciones
de cAMP es el desencadenante de la activacion de la proteina quinasa A, PKA
(“Protein Kinase A”, por sus siglas en inglés), encargada de fosforilar la proteina
perilipina 1, PLIN1 (“lipid droplet-associated protein perilipin 17, por sus siglas en
inglés) que se encuentra rodeando a la gota de lipido, y a su vez a la lipasa
sensible a hormona (LSH) o HSL ("Hormone-Sensitive Lipase”, por sus siglas en
inglés). Al activarse la PLIN1 facilitara la lipolisis favoreciendo la accion de una
serie de enzimas fundamentales para la hidrélisis de TAG, entre ellas la

translocacion de la LSH a la gota lipidica [49, 50] (Figura 3).

Existen dos tipos de péptidos natriuréticos (PN): del tipo A (PNA) y del tipo
B (PNB). El tipo A (PNA) es capaz de unirse a su receptor que se encuentra en
el adipocito, el cual esta vinculado a la guanilil ciclasa (GC). La unién del PNA a
su receptor hara que la GC convierta el guanosin trifosfato (GTP) en guanosin
monofosfato ciclico, GMPc (“Cyclic guanosine monophosphate”, por sus siglas
en inglés). Esto da lugar a la activacion de la PKG (también conocida como
proteina quinasa) y, al igual que la PKA, esta quinasa activa la cascada lipolitica
mediante la fosforilacion de PLIN1 y de la LSH [48, 51]. Para romper los
triglicéridos en diacilglicéridos (DAG) es necesaria la activacion de la enzima

triglicérido adiposo lipasa (ATGL) que requiere una proteina coactivadora (CGl-
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58) y que se pone en marcha gracias a la fosforilacion de la PLIN1. La activacion
de esta enzima ATGL, se produce junto con la activacién de LSH para acelerar
el proceso de lipdlisis, siendo ATLG y LSH las encargadas de hidrolizar alrededor
del 95% del TAG [52]. La lipdlisis comienza gracias al inicio de esta cascada de
degradacion de los TAG descomponiéndose en diacilgliceridos (DAG). A
continuaciéon, mediante la actuaciéon unicamente de la enzima lipasa sensible a
hormona (LSH), se descompondra el DAG en monoacilglicerido (MAG) y, sobre
este ultimo, actuara la enzima monoglicérido lipasa (MGL), que sera la
encargada de terminar la hidrolisis dando lugar a los acido grasos libres y

glicerol, que viajaran a través del torrente sanguineo [52-54] (Figura 3).

De todas estas enzimas y factores implicados en la lipdlisis, la LSH se
considera la principal enzima reguladora ya que es de las primeras enzimas en

estar presente y la predominante en la cascada de lipdlisis [50, 55, 56].

La lipdlisis también se ve regulada por factores endocrinos, gracias a la
accion de diferentes hormonas como puede ser la leptina, la hormona de
crecimiento, la hormona tiroidea, el cortisol, la paratohormona [48], etc. El mayor
agente antilipolitico es la insulina, ya que inhibe la lipdlisis bloqueando la

activacion de PKA, como consecuencia de la disminucién de cAMP [51].
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Figura 3. Lipdlisis en los adipocitos. Adenil ciclasa (AC), Adenosin trifosfato (ATP),
Adenosin monofosfato ciclico (AMPc), Proteina quinasa A (PKA), Guanilil ciclasa (GC),
Guanosin trifosfato (GTP), Guanosin monofosfato ciclico (GMPc), proteina quinasa G
(PKG), triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DG), monoacilglicerol (MG), lipasa de
triglicéridos adiposos (ATGL), lipasa sensible a las hormonas (LSH), monoacilglicerol
lipasa (MGL). Creacioén propia mediante el uso del programa Biorender. Fuente [49, 50,
52].

3. OBESIDAD Y CRONODISRUPCION

3.1. Introduccién cronobiologia

Practicamente todos los mamiferos exhiben cambios fisioldgicos internos como
consecuencia de los cambios externos del medio ambiente. La importancia de
estos cambios fisioldgicos en respuesta al ambiente radica en que estos ritmos
de 24 h se repiten diariamente, y son enddégenos, un ritmo circadiano se refiere
a un ritmo diario de circa, alrededor; y diario, de dia, que se produce de manera
endogena, y que es inherente a la fisiologia del animal. Lo interesante de estos
ritmos circadianos, es que, aunque enddgenos, son capaces de adaptarse al
ambiente, en especial a los cambios de luz/oscuridad, aunque se sabe que
también pueden responder a otros sincronizadores ambientales, como son los
cambios de temperatura, actividad, o cambios de ayuno/ingesta [57]. Esta
capacidad de adaptacion favorece la vida del animal, ya que, si las condiciones
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ambientales son constantes, el animal puede “predecir” lo que va a pasar, y
preparar su fisiologia para lo que va a suceder. Es decir, el sistema circadiano
pone en hora a todos los 6rganos y tejidos, para que estén preparados para los

cambios ambientales, de luz y oscuridad, entre otros.

Y es que la vida esta marcada por ritmos, patrones de repeticion que se
producen a causa de la rotacion de la tierra sobre su eje. Nuestro propio
organismo es capaz de anticiparse a los cambios que se van a producir en el
ambiente gracias al reloj biolégico, asegurandose de que nuestro organismo
“hara lo correcto” en el momento correcto del dia. La sincronia de nuestro
organismo con el entorno exterior e interior es fundamental para nuestro
bienestar ya que la desincronizacion puede acarrear problemas metabdlicos

entre otros.

El paso del dia a la noche es un cambio brusco en la naturaleza.
Biologicamente, los humanos somos animales diurnos, ya que estamos

disefiados para realizar actividades durante el dia y descansar por la noche.

Se considera que un individuo presenta una adecuada salud circadiana
cuando sus ritmos biolégicos son adecuados para sus necesidades, es decir que
presentan elevada amplitud, la frecuencia necesaria, y segun el tipo de funcién
fisiolégica, tendran una hora de maxima actividad, llamada acrofase. Lo
importante es que estos ritmos endogenos estén alineados con el medio
ambiente [58]. Cuando esta situacién se altera, y se produce un desalineamiento,
nos referimos a cronodisrupcion (CD), que se asocia directamente con

patologias como la obesidad, entre otras [59].

En definitiva, la CD se define como una alteracion de los ritmos
circadianos internos como consecuencia del desajuste con el entorno [60]. Esta
situacion se produce de manera evidente en los trabajadores por turnos, ya que
su reloj enddgeno no es capaz de predecir lo que va a suceder, ya que presenta
en general, sincronizadores externos ambiantes, pues las fases de suefio y vigilia
van a cambiar en los diferentes dias de la semana [61]. Otra situacién mucho
mas frecuente en la sociedad actual es el “Jetlag social” que se refiere al cambio
en los horarios de suefio entre los dias de trabajo, y los fines de semana [62]. Un

reciente metaanalisis realizado por nuestro grupo ha mostrado que este jetlag
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social, se asocia con obesidad y alteraciones metabdlicas [63]. De hecho, varios
estudios han demostrado que la cronodisrupcion circadiana, ya sea causada por
factores medioambientales (Jetlag social, exposicion luz artificial-nocturna,
horario de comida a destiempo, etc.) o por alteraciones genéticas (cambios en la
expresion en ciertos genes reloj por presencia de ciertas variantes genéticas [64],
0 como consecuencia de cambios epigenéticos [65, 66], se ha visto que
repercute en el metabolismo de los lipidos [67] (en la accion de varias hormonas
(insulina, glucagén, hormona del crecimiento, cortisol, leptina y ghrelina)) muy
ligadas a las sefiales de hambre y saciedad, lo que podria acelerar el desarrollo
de la obesidad [68, 69]. Asi mismo, otros estudios relacionan la cronodisrupcion
con otras patologias, como el cancer, enfermedades cardiovasculares y

envejecimiento prematuro [59, 70, 71].

3.2. Explicacion de los ritmos biolégicos

Existen diferentes patrones de ritmos biologicos que se diferencian por la
duracién de su periodo, entre los diferentes ritmos encontrados tenemos los
ritmos ultradianos, aquellos con una periodicidad inferior a 24 horas como son la
frecuencia cardiaca y respiratoria; los ritmos que duran mas de un dia, también
llamados ritmos infradianos, como es el ciclo menstrual; y los ritmos circadianos,
que ya hemos introducido y que son aquellos que se repiten cada 24 horas como:
el ciclo vigilia-suefio [72]. Los ritmos a los que nos vamos a referir en esta

memoria son los ritmos circadianos.

El estudio de los ritmos circadianos se remonta al siglo XVIII, cuando el
astronomo francés Jean-Jacques d'Ortous de Mairan observd que los
movimientos diarios de la planta mimosa pudica, que se producian en presencia
de luz solar, se mantenian estando la planta aislada en el interior y exenta de luz
solar [73]. Esto sugeria, que los movimientos mecanicos diarios de esta planta
eran endogenos, ya que funcionaban incluso cuando no habia cambios en las
condiciones ambientales, y en su principal sincronizador que es la luz. Este
trabajo, junto al trabajo de Colin Pittendrigh [74] sobre el ritmo circadiano en
moscas de la fruta, y el estudio en humanos realizados por Jirgen Aschoff,
fueron las investigaciones clave que asentaron las bases de la cronobiologia

[75]. El reconocimiento de la cronobiologia como ciencia de importancia en la
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medicina, se ha producido recientemente, gracias a la concesion del premio
nobel al cronobiélogo Michael Rosbash, en el afio 2023, por su contribucién a
descifrar los engranajes moleculares del reloj biolégico que controlan los ritmos

circadianos en la mosca de la fruta [76].

Ejemplos de ritmos circadianos, cuya periodicidad se acerca a las 24
horas, son: los ciclos de suefo/vigilia, ingesta/ayuno, la secrecion hormonal tales
como el cortisol, la melatonina, insulina, etc. [72]. Todos estos procesos ritmicos
los estudia la cronobiologia, cuya palabra proviene de términos griegos: kronos
de “tiempo”, bio de “vida” y logos de “estudio”, y se define como la ciencia que
estudia los ritmos biologicos de los organismos vivos [77].

3.3. Reloj central

El sistema circadiano de los mamiferos es el encargado en generar los ritmos
circadianos y desencadenar la sincronizacion con el entorno, se organiza como

un entramado de estructuras jerarquicas.

Todo empieza en el marcapasos o reloj central, que se encuentra situado
en el hipotalamo, en el nucleo supraquiasmatico (SCN, “suprachiasmatic
nucleus, por sus siglas en ingles”) y que esta compuesto por mas de 20.000
neuronas. La relevancia de su papel en fisiologia y medicina, surgio al observar
como el dano producido en el SCN en roedores era capaz de producir
interrupciones en los ritmos circadianos endocrinos [78, 79] mientras que al
trasplantar un SCN sano en aquellos animales, se restauraban gran parte de
esos ritmos [80]. Llamamos sincronizador “zeitgeber” a cualquier sefal del medio
ambiente capaz de estimular los relojes biolégicos, siendo la luz el principal
sincronizador del SCN. En este caso, al penetrar la luz por los ojos, se produce
la conduccion de la informacion fotica gracias a células ganglionares de la retina
que contienen un fotopigmento conocido como melanopsina, una proteina muy
fotosensible implicada en la percepcién del brillo asi como de los patrones de
baja frecuencia, que envian las sefiales mediante via tracto retino hipotalamico

la informacién al reloj central (NSQ) [81, 82].

Aunque la luz es el principal sincronizador del sistema circadiano en el ser

humano, no es el unico, existen otras entradas de estimulos capaces de poner
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en hora el sistema circadiano, como son los ciclos de ayuno/ingesta,

actividad/reposo y temperatura (Figura 4).

RELOJ SALIDAS
ENTRADAS CENTRAL
Luz/ OSCILACIONES
OSCURIDAD HORMONALES
EJERCIO SUENO/VIGILIA
FISICO/
REPOSO RELOUES ACTIVIDAD
AYUNO/ PERIFERICOS ALIMENTACION
INGESTA A
\ TEMPERATURA
TEMPERATURA CORPORAL
RITMOS
° ° EFECTIVOS Y
D COGNITIVOS

Figura 4. Organizacion general del sistema circadiano en mamiferos. Compuesto por el reloj central,
que coordina la actividad de los relojes periféricos; las sefales de entradas, encargadas de mantener
la sincronizacion con el ciclo natural de 24 horas; y las de salida, las consecuencias de la actividad
de los diferentes relojes, que se manifestaran en ritmos que podemos detectar en el organismo.
(Figura adaptada de Madrid JA, 2019. Fuente “Ritmos relojes y tiempo”). Figura disefiada en
Biorender.

En lo que se refiere al mecanismo molecular, el control de la expresion de
los ritmos circadianos se realiza a través de los denominados “genes reloj”. Estos
genes codifican una serie de proteinas que generan mecanismos de
autorregulacion mediante bucles de retroalimentacion transcripcionales positivos
y negativos [83]. EIl CLOCK (Circadian Locomotor Out-put Cycles Kaput) y el
BMAL1 (“Brain and Muscle ARNT-Like protein 1”7, por sus siglas en inglés) se
conocen como genes positivos. Son dos proteinas con estructura de hélice-
bucle-hélice que contienen dominios PAS (“Per-Arnt-Sim”, por sus siglas en
inglés) que permiten la unién proteina-proteina para factores de transcripcion. La
heteromerizacion de CLOCK/BMAL1 tiene lugar en el citoplasma y se transloca
al nucleo activando la transcripcion de PER (period) y CRY (cryptochrome) que

son los componentes negativos del bucle de retroalimentacion. La traslocacién y
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acumulacion de estas enzimas en el citoplasma deriva en la heteromerizacion
del complejo PER/CRY que se traslada al nucleo para interactuar con el
heterodimero CLOCK/BMAL1 inhibiéndolo, a la vez que inhibe también su propia
sintesis. Paralelamente, se induce la expresién del gen NR1D1, el cual codifica
la proteina REV-ERBa y el receptor RORa, que desactivan y activan
respectivamente la transcripcion de BMAL1 [84]. A medida que las proteinas
PER y CRY se degradan en el citoplasma, la represion en CLOCK/BMAL1 se
activa y el ciclo comienza nuevamente con una periodicidad de ~24 horas,
completando asi el bucle de retroalimentacién transcripcional/traslacional [85].
Todo este entramado de activacion y desactivacién es el que monitoriza los
ritmos circadianos de numerosas enzimas metabdlicas, entre ellas podemos
encontrar la acil-CoA oxidasa, la HMG-CoA sintasa y sistemas de transporte
como la sirtuina-1; por lo que estas enzimas se consideran como enzimas
controladas por los genes reloj CCGs (“Clock controlled genes” por sus siglas en

inglés) [86]. El mecanismo molecular del reloj esta representado en la Figura 5.

“ CLOCK/BMAL1 R Citoplasma
|
k Clock Bmal1 |
/”/ Clock Tr e G T P S .
\\ - ROrd | wwwp RORa !
N = :
2 Revera| w=—p REVERa & -'
T 2 -
8 Cry1/2 | ==t CRY =l 5
- g
Per 1/2/3 - PER - 2
Nucleo

Figura 5. Bucles de retroalimentacion transcripcional-traduccional de los mecanismos
moleculares de los ritmos circadiano. CLOCK y BMAL1, forman un complejo proteico que
se transloca al nucleo donde controlara la expresion de varios genes controlados por el
reloj (PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2, REVERBa, RORa). Por otro lado, el bucle de
retroalimentacioén negativo regulado principalmente por PER y CRY, forman un complejo
proteico que se transloca al nucleo e inhibe la transcripcion de CLOCK/BMAL1. La
expresiéon de BMAL1 también esta controlada por REVERBa (la inhibe) y RORa (la
estimula). Creacion propia, figura disefiada en Biorender.
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La importancia de este reloj, y su conexion con alteraciones metabdlicas,
y con la obesidad se explica porque los genes reloj, son capaces de activar
diferentes factores de transcripcibn que conectan el reloj con nuestro
metabolismo. Este es el caso del BMAL1 que se sabe que activa al factor de
trascripcion PPARa, de gran importancia en el metabolismo del tejido adiposo; o
por ejemplo, el gen reloj REV-ERBa que influye en el metabolismo de lipidos.
También sabemos que los genes BMAL1 y CLOCK influyen en la homeostasis
de la glucosa; Ademas, una proporcion relevante de las proteinas del organismo
presentan oscilaciones ritmicas de 24 horas, por ejemplo los estudios muestran
que en primates mas del 80% de las proteinas codificadas por genes tienen
ritmos circadianos y mientras que en roedores, la proporcion fluctua entre un 10-
40% segun el estudio [87]. Esto demuestra que la mayoria de los procesos
metabdlicos estan siendo influenciados por los genes reloj y confirman la

importancia del sistema circadiano sobre la salud metabdlica [87, 88].

3.4. Relojes periféricos

Ademas del reloj central, muchos estudios han dado a conocer que cada 6rgano,
como el corazon, el pancreas o el tejido adiposo entre otros, tienen su propio
reloj, que es autbnomo y por el cual pueden expresar sus propios “genes reloj”
[89-91]. Es decir, que no es necesaria la influencia del reloj central para poner
en marcha la expresion de los genes, lo que no impide que también puedan ser
sincronizados por el reloj central [92], ya que su funcién como sincronizador de
los relojes periféricos es ajustar “la hora” segun la necesidad biolégica (Figura 4)
[57].

Nuestro grupo ha mostrado como hormonas clasicas secretadas por el
tejido adiposo, como las adipoquinas, adiponectina, leptina, etc. presentan
patrones ritmicos [93, 94] entre otras, implicadas en el mantenimiento adecuado
del metabolismo. Un desajuste de estas hormonas podria desencadenar el

desarrollo de SMet y por consiguiente obesidad [91].

Es importante recalcar el hallazgo de nuestro grupo de investigacion en el
2009, acerca de la existencia de un reloj interno en el tejido adiposo humano,
con capacidad de sincronizacion autbnoma independiente del SCN, ya que la
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expresion de los genes reloj y su ritmo circadiano se demostréo en cultivos

celulares de tejido adiposo humano en placa fuera del organismo [95].

3.5. Interaccioén entre ritmos circadianos y obesidad

La relacidon establecida entre la obesidad y los ritmos circadianos se produce
como consecuencia del importante papel de los ritmos circadianos en la
regulacion de procesos metabdlicos; como el control del apetito, el
comportamiento de los patrones alimentarios, entre otros. Tal y como se ha
podido observar en estudios llevados a cabo en modelos animales y también en
lineas celulares humanas [96]. Pero, ademas, la obesidad es capaz de alterar y
afectar a las sefales de sincronizacion dando lugar a la disrupcion del ritmo, por
ello realmente se considera una relacion bidireccional, lo que significa que uno

puede influir en el otro [97].

3.5.1. La obesidad como consecuencia de alteraciones circadianas

En 2005 Turek y cols. observaron que una mutacion del Clock, gen circadiano
por excelencia, daba lugar a obesidad en ratones ya que se producian
alteraciones en el metabolismo de lipidos y glucosa [98]. Este estudié fue de gran
relevancia en la conexion entre cronobiologia y obesidad ya que demostraba que
la disrupcion del ritmo circadiano causaba en el metabolismo del animal, un
efecto parecido al que se producia en estudios clasicos de obesidad en ratones,
en los que se inducia un estilo alimentario inadecuado (por ejemplo, dieta
hipergrasa o de cafeteria), y se producia obesidad [98]. Este estudio fue clave
para conectar la alteracidén en los genes reloj con la obesidad y el desarrollo del
SMet; conexion que a dia de hoy se sigue investigando [99]. En relacion a otras
alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, multiples estudios han
mostrado que el metabolismo de la glucosa se altera como consecuencia de la
mutacion del gen Bmal1, dando lugar a una disminucion de la tolerancia de la
glucosa en ratones [100] y viéndose comprometida la liberacion de insulina [101,
102]. Otro estudio relevante, fue el realizado por Ando y cols et al. [103] al
demostrar como se atenuaba levemente la expresion ritmica de los genes reloj
en aquellos ratones con obesidad, deteriorandose aun mas los ritmos cuando los
ratones, ademas de ser obesos, eran diabéticos. Esta revelacion sugirié que la

condicion obesa de los ratones desajustaba el sistema circadiano del gen reloj



INTRODUCCION

intracelular de los tejidos adiposos viscerales [103]. Siguiendo esa misma linea,
también se han observado alteraciones en el metabolismo de lipidos como causa

de la mutacion del gen Per en la mosca de la fruta Drosophila [104].

3.5.2. La obesidad como causa de alteraciones circadianas

La obesidad puede ser ademas causa de alteraciones en el ritmo circadiano. Asi
se aprecié en un estudio donde se observaron diferencias en la variacion del
perfil de expresidn de los genes reloj BMAL1, CRY1, CRY2 y PERZ2, en células
mononucleares de sangre periférica humana, entre sujetos con o sin obesidad,
[105]. En WAT se ha podido observar la reduccion de la expresion de BMAL1
tanto en ratones como en sujetos con obesidad, y también una expresion
alterada del PPAR-y [106].

Ademas de estas alteraciones genéticas en el propio reloj circadiano,
conductas inadecuadas, o la exposicidn a un entorno poco favorable como
podria ser la disminucién de horas de suefo [107], la exposicidon de la luz
nocturna, o el consumo de alimentos a altas horas de la noche [68, 108], puede
dar lugar a alteraciones metabdlicas y a obesidad. Lo que se podria denominar
alteraciones del ritmo circadiano producidas por los sincronizadores externos, de
los que hablaremos con mayor detenimiento en el apartado 5, “HABITOS DE
VIDA Y RITMOS CIRCADIANOS”. La investigacién entre obesidad y ritmos
circadianos esta en constante evolucién. Estos son algunos ejemplos de
cronodisrupcion que se presentaron en la figura 4 (ver apartado 3.3) que muestra
que las alteraciones en los relojes se pueden producir en las entradas al reloj, en
el propio reloj, por cambios en genes reloj, por ejemplo, y en las salidas de este

reloj. Todas ellas pueden dar lugar a alteraciones metabdlicas y a obesidad.

4. RITMOS CIRCADIANOS EN EL TEJIDO ADIPOSO HUMANO

En lo que se refiere al tejido adiposo, principal tejido protagonista en la obesidad.
se han encontrado ritmos circadianos en cultivos celulares tanto en preadipocitos
como en adipocitos maduros en lineas celulares humanas (3T3-L1). Ademas, tal
y como se comento anteriormente, Ando y col et al. observaron como la obesidad

era capaz de deteriorar los ritmos circadianos del tejido adiposo [103].
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Las investigaciones relacionadas con el tejido adiposo humano
empezaron con el estudio de las hormonas liberadas por el propio tejido, que
juegan un papel crucial en el apetito y en el balance energético. Christos S
Mantzoros et al. [109] observaron de manera significativa la expresion de ritmos
enddgenos de estas hormonas y su comportamiento segun el momento del dia
en humanos. No fue hasta el 2008, cuando nuestro grupo de investigacion
observo por primera vez la existencia de la expresion de genes reloj en el tejido
adiposo humano. Esto abria el camino y ponia el foco en el potencial riesgo de
la alteracion de estos genes reloj y su influencia directa sobre los problemas de
obesidad [110]. El estudio que identificd por primera vez un ritmo circadiano
“‘endogeno” en el tejido adiposo, que se presentaba con independencia de SCN
se realizé en 2009 para los genes PER2, BMAL1, and CRY1. En dicho estudio,
realizado en mujeres con obesidad, se observaron diferencias entre el tejido
subcutaneo y el visceral, viéndose en este ultimo una mayor asociacién con las
caracteristicas del sindrome metabdlico [95]. Establecida la existencia de los
genes reloj y de un ritmo circadiano periférico en el tejido adiposo, el siguiente
paso fue estudiar las hormonas relacionadas con dicho 6rgano. Los metabolitos
de glucocorticoides implicados en la ingesta de alimentos y la acumulacion
central de grasa, mostraron un ritmo circadiano robusto [111]. Dentro de las
citoquinas, la expresion circadiana de la adiponectina y sus receptores
(ADIPOR1y ADIPORZ) revelaron que la adiposidad y la obesidad abdominal se
correlaciond con una disminucion de la amplitud de la adiponectina y sus
receptores [93]. Por otro lado, tanto la leptina (la hormona de la saciedad) como
su receptor (LEPR) exhibieron un patron oscilatorio consistente del ritmo, con
una maxima expresion por la noche y cuya acrofase en el tejido visceral, al igual
que con la adiponectina, se vio adelantada con respecto al tejido subcutaneo
[94]. El efecto de los glucocorticoides sobre los genes reloj en el tejido adiposo
se vio en la alteracién sobre patrones del ritmo en comparacion con aquellos que

no estaban bajo la influencia de los glucocorticoides [112].

Es importante que las hormonas se liberen en el momento y de manera
correcta, ya que desempefan un papel fisiolégico relevante en el balance
energético. Las concentraciones de estas hormonas se veran directamente

influenciadas por la expresién de sus genes [113]. En la siguiente figura
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representamos la hora de maxima expresion de los genes reloj, y genes
relacionados directamente con la obesidad y las caracteristicas del tejido
adiposo. Tal y como se observa, la maxima expresion de la leptina se produce
por la noche, como era de esperar, para evitar el apetito mientras dormimos,
mientras que la maxima expresion de la adiponectina se produce por la mafiana
[93, 94].

Figura 6. Horarios de maxima expresion de genes reloj y metabdlicos en el tejido
adiposo humano. Fuente: Tesis “ASPECTOS CRONOBIOLOGICOS DEL TEJIDO
ADIPOSO HUMANO IN VITRO” Dra. Maria Paz Carrasco Benso, 2017.

4.1. Sensibilidad del tejido adiposo a la insulina

Muy ligado a la condicion del sobrepeso y obesidad se encuentra la insulina. La
insulina estimula la acumulacion de triacilglicéridos y es un potente inhibidor de
la lipdlisis. Una menor respuesta por parte del tejido adiposo a esta hormona
(una sensibilidad disminuida) puede ocasionar efectos nocivos como la

acumulacion ectopica de lipidos [114].

Nuestro grupo de investigacion demostrd la presencia de un ritmo
circadiano endogeno en la sensibilidad a la insulina del tejido adiposo. Es
interesante resaltar que la mayor sensibilidad del tejido adiposo a la accion de la

insulina se producia a media manana (alrededor de las 12 h) [115], lo que sugiere
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que el tejido adiposo podria tolerar la ingesta de carbohidratos simples en mayor
medida por la manana que por la noche. Estos resultados concuerdan con los
estudios circadianos sobre tolerancia a la glucosa, que muestran que presentan
un ritmo circadiano, y que la tolerancia es mayor por la mafiana, mientras que

disminuye por la tarde/noche [116-118].

4.2. Alteraciones en el ritmo circadiano de tejido adiposo con obesidad

A la hora de estudiar los ritmos circadianos de distintas variables fisioldgicas, y
en especial los ritmos del tejido adiposo humano, debido a las caracteristicas ya
conocidas de este ritmo, que son semejantes a los de una curva coseinodal, se
suele utilizar el método cosinor, que consiste en ajustar los datos originales
obtenidos a una curva cosenoidal (funcién coseno) mediante el método del
minimo cuadrado [119] (Figura 7). Un ritmo se considera significativo, cuando

su patrén se ajusta a esta curva.
La formula del método cosinor es la siguiente:

f(t) =M + Acos [h(tf;to)]

Donde el M, es el mesor, el A, la amplitud del ritmo, y P el periodo:

e M es el MESOR: valor medio de todos los valores observados de un ciclo

del coseno ajustado que representa una media ajustada al ritmo.

e A esla AMPLITUD: distancia que hay entre el valor maximo y el minimo

de la curva con respecto al mesor.

e P es el PERIODO: tiempo que tarda en repetirse el ritmo, completando el

ciclo.
o toesla ACROFASE: momento en el que el ritmo alcanza su punto maximo.

Para determinar si un ritmo es adecuado, también se puede calcular
porcentaje de ritmo (PR), que representa la robustez del ritmo (es decir, la fuerza
y resistencia de un ritmo) y que se obtiene mediante el calculo de la varianza de
la senal original de los datos a lo que se llamara varianza 1 (V1), seguido del

calculo de la varianza de los datos estimados por el modelo coseno, varianza 2
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(V2), la division V2/\V1*100 nos dara el PR, refiriéendose al porcentaje de la

varianza de los datos originales que es explicado por el modelo coseno.

Posteriormente se calculara el residuo de la varianza 2 (RV2) mediante el

siguiente calculo, 100-PR. Para finalmente obtener el factor F de Snedecor que

es una prueba que compara la varianza de los datos estimados por el modelo

coseno (V2) con la varianza no explicada por el modelo o (varianza residual)

mediante el siguiente calculo V2/RV2. Con el valor F obtenido, se puede calcular

la P que nos indica si la presencia del ritmo es estadisticamente significativa.

ACROFASE

[P -

PERIODO T meemmemmen:

AMPLITUD

CURVA
COSENO

-
-

TIEMPO

Figura 7. Representacion de un ritmo mediante el andlisis cosinor. La curva coseno puede

caracterizarse a través de varios parametros: Mesor, Amplitud, Periodo.

Nuestro grupo de investigacion fue el primero en descubrir, analizando

explantes de tejidos adiposos extraidos a sujetos con obesidad sometidos a

bypass gastrico, que el tejido adiposo humano subcutaneo y visceral posee

ritmicidad enddgena. De esta forma no solo se reveld la existencia de genes

reloj, sino también que el tejido adiposo humano es capaz de mantener un ritmo

circadiano in vivo sin influencia de SCN. Abrimos asi el camino a una mejor

comprensiéon de la obesidad y la cronobiologia.

47



Ritmos circadianos del tejido adiposo y relacion con los habitos de vida en individuos con obesidad severa

48

5. HABITOS DE VIDA Y RITMOS CIRCADIANOS

Los habitos de vida del individuo son factores en la mayoria de los casos
modificables que pueden actuar de forma directa o indirecta sobre los ritmos

circadianos del individuo.

Se sabe que unos habitos adecuados favorecen la salud del individuo y
en especial aquellos habitos relacionados con la cronobiologia del sujeto. Entre
los habitos mas caracteristicos relacionados con el sistema circadiano estan
aquellos que se refieren a factores externos capaces de actuar sobre nosotros a

modo de sincronizadores.

Desde el inicio de la revolucion industrial, el estilo de vida de la sociedad
ha cambiado hacia un aumento excesivo del consumo de alimentos, combinado
con la incorporacion de alimentos de alta densidad energética y escaso
contenido nutricional [120]. Ademas, las extensas jornadas laborales aplazan las
interacciones sociales a ultima hora del dia lo que conlleva un aplazamiento del
consumo de alimentos hacia horarios tardios, que ocurren bien entrada la noche
[121]; los puestos de trabajo nocturnos traen consigo moverse en la fase de
descanso, junto con un aumento de picoteo [122]. Ademas, el uso reiterado de
luz brillante durante la noche biolégica retrasa fisioldgicamente la liberacién de
melatonina, conocida como la hormona de la noche, lo que conlleva un retraso
del inicio del suefo, y por tanto una reduccion de los periodos de suefio nocturno
[123]. La continua repeticion de estas actividades, actuan sobre el individuo
induciendo una pérdida de los ritmos externos e internos [124]. La entrada
desajustada de estas sefiales a nuestros relojes internos da lugar a la

cronodisrupcion.

Un aspecto reciente que ha significado un hito en la historia de la salud
publica en general, y que ha tenido un impacto agudo y potente sobre la
obesidad, ha sido la llegada de la Covid-19 en el 2020. La obesidad ocupaba el
segundo puesto como marcador predictivo en cuanto a mortalidad para la Covid-
19, precedido de la edad del individuo, lo que ha llevado a la poblacion actual a
tomar conciencia sobre la importancia de la obesidad en la salud humana [125].
Por otro lado, las cuarentenas domiciliarias fueron un detonante que alteraron

los patrones de sueio, la calidad y horario de las comidas y la actividad fisica,
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viendose esta ultima reducida al sedentarismo absoluto. La combinacion
explosiva ha supuesto uno de los principales motivos del aumento de peso de la
poblacion adulta e infantil tras el confinamiento [126]. Por todo ello, La pandemia
ha resultado ser una oportunidad para valorar la importancia del sistema
circadiano y su sincronizacion, y su impacto sobre la obesidad, en vista de que
un estudio sobre el impacto de 12 semanas de confinamiento en 521 estudiantes
universitarios, reflejaron un aumento del sedentarismo junto con una reduccién
de las horas de suefio nocturno, y que se asocio a un aumento del peso corporal,
de la misma manera, el retraso de los horarios de la comidas y la reduccion a la
exposicion solar formaron parte del conjunto de sincronizadores externos que
contribuyeron al empeoramiento de la salud de los estudiantes en forma de

aumento del peso corporal generalizado [127].

Ahora veremos, de manera independiente, habitos de vida con capacidad
de producir desajustes que pueden derivar al desarrollo de problemas

metabdlicos, concretamente a la obesidad.

5.1. Horario de la comida

Tal y como hemos comentado, existen diferentes factores externos capaces de

actuar sobre nosotros a modo de sincronizadores.

En muchas especies, el acceso periddico de los alimentos ha sido un
factor capaz de sincronizar muchas funciones fisiolégicas [128], por lo que no
seria de extrafar que la presencia o ausencia de comida fuese un estimulo
importante en la actividad de muchos mecanismos fisiolégicos. Conocer y
anticipar la hora de la comida permite a nuestro organismo tener un margen de

preparacion para una captacion y utilizacién de los recursos de manera 6ptima.

Asi mismo, también se ha observado la capacidad de los alimentos
dietéticos en influir la expresion genética, en especial las dietas altas en grasa
[129], demostrando que una dieta alta en grasa es capaz de retrasar la acrofase
de la adiponectina [130], pero también la capacidad de otros nutrientes, como el
resveratrol de revertir cambios en la expresion de Rev-Erba producida por una

alimentacién rica en grasa [131].
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Hoy en dia sabemos que el horario de la comida es uno de los
sincronizadores mas potentes para los tejidos periféricos [132, 133]. En modelos
animales, se ha mostrado como el cambio de la hora de las ingestas, pasando
de comer por las noches (fase activa) a comer por las mafanas (fase inactiva,
ya que recordemos que estos roedores son nocturnos), da lugar a una alteracion
de las fases o horas maximas de expresion de varios relojes periféricos [134,
135]. Otros estudios en animales corroboran el efecto que ejerce la hora de la

ingesta en la sincronizacion de los relojes periféricos [135, 136].

Teniendo en cuenta que los tejidos periféricos tienen una actividad
principalmente metabdlica, hace de estos dérganos mas susceptibles a los
cambios de los periodos de ayuno/ingesta. Cuando se produce un desajuste
entre los genes reloj y la entrada de la sefial ambiental (comida) durante la fase
de reposo, se puede ver alterado el equilibrio homeostatico y, como
consecuencia, el desarrollo de enfermedades metabdlicas. Se ha podido
observar una alteracion del metabolismo de la glucosa tras la eliminacion del gen
Bmal1y Clock en ratones [137]. Otro tipo de alteraciones metabdlicas se dio en
el caso de los ratones obesos con deficiencia de leptina, viéndose alterada las
fases de los genes Bmal1, Cry1, Per1, Per2 en comparacion con ratones no
obesos [138-140], quedando patente que la perturbacién de los ciclos de comida

este ligado a la alteracion de los ritmos periféricos [141].

La actividad frenética de la sociedad actual nos permite tener servicios en
cualquier momento del dia y disponer de comida durante las 24 horas del dia, lo
que nos perjudica si no sabemos adecuarnos a nuestros patrones internos y

llevar un horario acorde a nuestros ritmos biologicos.

En humanos se ha podido observar que la alteracién circadiana es capaz
de modificar el metabolismo de la glucosa, conduciendo a posibles estados
diabetogénicos [141]. El hecho de comer cuando fisiolégicamente tendriamos
que estar en estado de reposo se ha asociado a una disminucion de la
sensibilidad a la insulina y, a la larga, a un deterioro de las proteinas relacionadas
al buen funcionamiento de la homeostasis de la glucosa [118, 142]. Estos
resultados quedan patentes en numerosos estudios epidemioldgicos sobre

trabajadores nocturnos [143, 144].
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Nuestro grupo de investigacion con el objetivo de ir mas alla del topico de
“lo que se come”, empez6 a darle relevancia al “cuando se come”. En un estudio
llevado a cabo a 420 sujetos, se les modifico el horario de ingesta, comiendo
antes o después de las 15:00 h. Al cabo de 20 semanas se observé que aquellos
que comian después de las 15:00 h perdieron menos peso que las que comian
antes de las 15:00 h [145]. Partiendo de este descubrimiento, se repar6 en que
un horario de comida tardia, después de las 16:00 h, era capaz de disminuir la
tolerancia a la glucosa, atenuar los valores en suero de cortisol, alterar los ritmos
periféricos de temperatura e incluso alterar el ritmo diario de la diversidad
microbiana salival, en comparacién con aquellas personas que comian temprano
(13:00 h) [146, 147]. Asi mismo, se observdé una alteracién en el ritmo de
temperatura y actimetria (cuantificacion de movimientos realizados por el sujeto
mediante medidas de la aceleracion resultante de dichos movimientos), hacia un
mayor aplanamiento y fragmentacion en aquellos individuos que perdieron
menos peso, en comparaciéon con la menor fragmentaciéon y una actividad

robusta del ritmo en aquellos que perdieron mas peso [148].

Uno de los primeros autores en observar el efecto directo del cambio del
horario de la comida sobre la expresion de genes reloj en humanos fue
Jhonathan D Jhonston et al. [132], mostrando que el retraso del horario de las 3
de comidas principales (desayuno-comida-cena) era el causante de retrasar, en
el tejido adiposo, los ritmos circadianos moleculares de PERZ2 y de alterar el ritmo
de la glucosa plasmatica. Con este estudio se demostré que la ingesta y su

horario era un sincronizador externo del reloj periférico del TA en humanos.

El hecho de que se le esté dando tanta importancia al momento de la
comida, ha hecho que surjan nuevas estrategias dietéticas. Estos son los
llamados ayunos intermitentes o alimentacion restringida en el tiempo, TRF
("Time restricted feeding”, por sus siglas en inglés) si nos referimos a animales y
comidas restringidas en el tiempo, TRE (“Time restricted eating”, por sus siglas

en inglés) cuando nos referimos a humanos.

5.1.1. Ayuno intermitente

Hasta ahora, el planteamiento para el control del balance energético se basaba

en comer regularmente 6 comidas al dia o en restricciones caldricas, que
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consiste en régimen de alimentacion bajo en calorias reduciendo entre un 20-

40% de la ingesta en base al consumo ab libitum [149].

Dentro de las estrategias mas conocidas nos encontramos con: el ayuno
alterno, ADF (“alternate day fasting”, por sus siglas en inglés) que comprende
dias de alimentacion ad libitum y dias que consiste en consumir solo un 25% de
energia el dia de ayuno; la comida restringida en el tiempo TRE (“Time restricted
eating por sus siglas en inglés), que consiste es una modificacion del ayuno
intermitente en donde la ingesta se limita a una ventana de tiempo de entre 4-12
horas dentro de un horario de 24 horas sin cambios en la ingesta de calorias; y
el ayuno intermitente, IF (“intermittent fasting.”, por sus siglas en inglés),
conocido como “5:2”, que consiste en 2 dias no consecutivos de ayuno con
restriccion caléricas de entre el 60-100% y 5 dias de dieta ad libitum. Dentro de
esta ultima categoria pueden surgir modificaciones como el “4:3” [150] (Figura
8).
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Figura 8. Distintas estrategias dietéticas de ayuno intermitente. ADF (“Alternative day
fasting”), 5:2 y TRE (“Time restricted eating”). Figura traducida del siguiente articulo [151].

Los primeros estudios en examinar los efectos de la TRF en los relojes
circadianos provienen de animales. Varios de estos estudios sostienen que un
patrén apropiado de ciclo ayuno/ingesta ajustado a sus fases de actividad podria
reforzar el ritmo circadiano dando lugar a ritmos robustos y, como resultado,

mejoras en el metabolismo celular [152-154]. Si se diera al contrario, se
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produciria un desacoplamiento entre los relojes periféricos y el central [134],
dado que el momento de la comida actia como una poderosa senal para la

determinacion de fase y ritmicidad en los 6rganos periféricos [154, 155].

Hoy en dia estan aumentando los estudios sobre la TRE con el fin de
esclarecer los verdaderos beneficios. De los principales objetivos en los que se
basa la TRE es la pérdida de peso. No obstante, los resultados siguen siendo
contradictorios: mientras que algunos estudios de cohortes han observado una
reduccion de peso corporal [156, 157], en muchos otros no se ha observado que
se produzca [158, 159]. Por otro lado, se han reportado beneficios derivados de
la TRE sobre el metabolismo, especialmente en el control glucémico [117, 160].
Varios estudios coinciden en que la TRE produce un aumento de la sensibilidad
a la insulina, una reduccion de la presién arterial y una disminucion del apetito
[161-163].

La disparidad de disenos de estudio como consecuencia del amplio
espectro de las estrategias de la TRE (duracion de ayuno/ingesta, momento del
dia de la comida, ingesta energética), hace que los efectos dietéticos sean

dificilmente comparables.

5.2. Cenas tardias o trabajadores por turno (melatonina e insulina)

Otro habito comun en relacién con las horas de la comida en el mundo actual,
es la ingesta nocturna. Espafa es un pais en el que se tiende a comer tarde por
la noche. La hora media de ingesta de la cena en Espafia y, en particular en la
region de Murcia [164], es a las 21:45 de la noche. En otros paises anglosajones
no es asi, y aunque las cenas son mas tempranas, tienden a comer alimentos,
muchas veces industriales (helado, aperitivos, etc.), en horas cercanas a la hora

del suefo.

Estos habitos se han asociado con el aumento de la obesidad y, ademas,
con alteraciones del metabolismo de la glucosa. De igual manera, los
trabajadores por turnos, y en especial los trabajadores nocturnos, presentan
alteraciones metabdlicas importantes relacionadas con el metabolismo de la
glucosa y la obesidad [165]. Aunque hay distintos mecanismos que pueden estar

implicados en estos resultados, nuestro equipo ha simulado con individuos en un
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laboratorio, un trabajo por turnos y nocturno, y los ha comparado con los mismos
individuos en condiciones de trabajo diurnas; demostrando que se produce una
alteracién de la tolerancia a la glucosa, siendo esta significativamente menor en
aquellos que estan en la situacion simulada de trabajo nocturno [166] (Figura 9).
Pero lo mas interesante de este trabajo es que, cuando se compara la subida de
azucar en sangre en la simulacién nocturna, pero sin que se coma por la noche,
el efecto negativo propio del trabajo nocturno desaparece. Por lo que se muestra
que un trabajador nocturno que coma durante el dia, es decir, a la hora que su
organismo esta alineado con su reloj interno, no produce los efectos negativos

del trabajo nocturno.
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Figura 9. Efectos de la intervencion en el horario de las comidas sobre la tolerancia a la
glucosa después de la comida. La intervencién sobre el horario de las comidas modifico
significativamente el impacto del trabajo nocturno. Imagen del articulo [166].

Aunque hay muchas teorias sobre por qué el trabajador nocturno, si come
por la noche, tiene o desarrolla intolerancia a la glucosa, nuestro equipo de
investigacion ha planteado una hipétesis cuya base es que la melatonina en

presencia de insulina, como sucederia por la noche cuando se ingiere comida o
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cuando se administra melatonina farmacologica cerca de la cena, puede dar
lugar a una inhibicién de insulina por el pancreas y o podria ser que se produzca

una resistencia a la accién de la insulina.

La N-Aacetil-5-metoxitriptamina, mas conocida como melatonina, es una

hormona que se encuentra presente en todas las especies del reino animal [167].

Esta neurohormona es producida por la glandula pineal gracias a la
participacion de las siguientes enzimas: triptéfano hidrolasa (THD), L-aminoacido
aromatico descarboxilasa (AADA), arilalquilamina-N-acetiltransferasa (AANAT)
y hidroxiindol-O- metiltransferasa (HIOMT) que actuan sobre el aminoacido

triptéfano para transformarlo en melatonina [168] (Figura 10).
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Figura 10. Sintesis de Melatonina. Imagen basada en [168].

La liberacién de la melatonina esta restringida estrictamente a la noche y
por ello se la relaciona con el suefio nocturno. Esta hormona no es sedante en
si, sino que es la senal que nos prepara para el suefio nocturno, ya que es la
oscuridad la que activa la inervacién simpatica de la glandula pineal a través del
SCN, que sera el encargado de cronometrar la produccion diaria de melatonina
en sincronia con los ciclos de luz/oscuridad. Por ello, la melatonina proporciona
informacion sobre la duracion del dia para la organizacion de la fisiologia
estacional [169]. La herramienta que se usa para medir la fase circadiana se
denomina DLMO (“Dim Light Melatonin Onset” de sus siglas en inglés), esto
quiere decir que mide el momento en que los valores de melatonina ascienden y
mantienen sus concentraciones superiores a un umbral determinado que suele

estimarse en 5 pg/mL [170].
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La melatonina ejerce funciones diversas por su facilidad de atravesar las
membranas celulares sin necesidad de receptores, gracias a su caracteristicas
lipofilica/anfipatica y, ademas, por la amplia distribucién de sus receptores
especificos [171]. En mamiferos abundan los receptores MT1 (MTNR1A) y MT2
(MTNR1B), son receptores heterotriméricos acoplados a proteinas G y su
activacion tiene un papel importante para la transduccidon de sefales
extracelulares [172], encontrandose ampliamente distribuidos en células y tejidos

periféricos como pulmén, corazén, prostata, adipocitos, etc. [173, 174]

La liberacidn de melatonina puede verse afectada por el consumo de
bebidas estimulantes [175], farmacos [176], edad [177] y, sobre todo, por
estimulos ambientales como la luz [108]. En la sociedad moderna, el insomnio y
los trastornos del suefio son muy frecuentes, asi como el aumento del uso de los
aparatos electronicos antes de irse a dormir. Estos aparatos emiten una luz de
longitud de onda azul (superior de 480 nm), siendo capaces de inhibir la sintesis
AANAT, reduciendo asi la produccion de melatonina [178]. Los trabajos por
turnos o viajes a través de la zona horaria son otros de los ejemplos capaces de

interponerse en la produccion circadiana “natural” de la melatonina.

En Estados Unidos el consumo de melatonina exégena ha aumentado
mas del doble que en la década anterior [179] y, aunque no existen datos
oficiales, tras el confinamiento se estima que en Espana ha habido un repunte
de casi un 130% [180] con la finalidad de restaurar los ritmos circadianos
naturales y mejorar el suefio. Por otra parte, la melatonina también desempefia
un papel importante en otros ambitos, actua como antioxidante, participa en la
mejora inmunoldgica, en la homeostasis y control de la glucosa y en el gasto

energético, regulando la masa corporal [181-183].

5.2.1. Melatonina y obesidad

De todas las patologias que se asocian con la obesidad, sabemos que la
diabetes tipo Il es una de las mas frecuentes. Esta enfermedad se caracteriza
por altos valores de glucosa en sangre, este efecto conocido como hiperglucemia
se puede producir bien por una disminucion de la liberacién de insulina o por la
resistencia de las propias células a la accién de la insulina circulante, algo que

suele ser muy comun en personas con un alto porcentaje de grasa corporal [184].
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La consecuencia directa de la melatonina sobre el tejido adiposo humano
en relacion con la sensibilidad a la insulina apenas ha sido estudiada. A pesar
de la presencia de receptores de melatonina MT2 en el tejido adiposo, y de que
en un estudio el tratamiento con melatonina haya sido capaz de reducir la
expresion del GLUT4 vy, por tanto, la captacion de glucosa en la linea celular

adiposa humana [185].

Los estudios parecen conducir a un posible deterioro de la homeostasis
de la glucosa, como consecuencia de encontrarse simultdneamente la
melatonina y la insulina por la noche. Sin embargo, poco se sabe sobre la
actuacion de la melatonina en explantes del tejido adiposo en relacion con la

sensibilidad a la insulina.

Los niveles fisiologicos circulantes de melatonina plasmatica durante la
noche varian entre 80-120 pg/mL [186], mientras que la dosis farmacolégica oral
tipica de 5 mg de melatonina suele rondar entre los 500 y 10.000 pg/mL de
concentracion séricos circulantes de melatonina [187]. Teniendo en cuenta que
el consumo de melatonina exdgena se ha visto incrementados en estos ultimos
afos, es fundamental el estudio sobre su repercusion en el metabolismo de la
glucosa, teniendo en cuenta los antecedentes cientificos que se han arrojado

estos ultimos anos.

5.3. Habitos de sueno y siesta

Multiples estudios han demostrado que las alteraciones de suefio tanto en
duracion (acortamiento del suefio) como retraso del mismo, dan lugar a
alteraciones metabdlicas en el individuo. Las explicaciones metabdlicas pueden
ser varias, nuestro grupo de investigacion mostré que una duraciéon de suefio
insuficiente en adolescentes da lugar a un aumento de ingesta de alimentos
pocos saludables (ricos en carbohidratos, energia y alimentos procesados) y
ademas a una reduccion de la actividad fisica [188]. Ademas, los estudios de
Van Cauter y su equipo mostraron que la reduccion de la duracion del sueno
nocturno se asocio con una alteracion de las concentraciones de las hormonas

fundamentales para la regulacién del apetito, como la leptina y la ghrelina [189].
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Ademas del suefio nocturno existe otra modalidad que es el suefio diurno,
mas conocida como siesta. La siesta se caracteriza por tener una duracién muy
inferior a la del suefio nocturno y se realiza habitualmente después de la comida.
Forma parte de la cultura de los paises del mediterraneos, aunque hoy en dia es
practicada a lo largo del mundo, desde Asia a América [190], en Espafia un 33

% de la poblacion duermen la siesta [191].

Los motivos de la siesta se deben, en parte, a la consecuencia de la vida
ajetreada de la sociedad moderna, con la finalidad de mejorar el rendimiento y

mitigar la privacién del suefio nocturno [192, 193].

La mayoria de los estudios relacionados con la siesta estan vinculados a
campos neuropsicologicos, reparando en las consecuencias positivas de
echarse la siesta, ya que se observa una mejora el rendimiento cognitivo [194].
Por otra parte, también se le ha atribuido un caracter beneficioso y a su vez
perjudicial en muchas de las caracteristicas del sindrome metabdlico. A pesar de
esta contrariedad, la siesta sigue siendo algo habitual en muchos de los paises
del mediterraneo [193].

Son muchos los mecanismos que se han propuesto como origen de la
asociacion entre la siesta y la obesidad abdominal; la mayoria de ellos
relacionados con la disrupcion circadiana, que actuan de manera bidireccional.
Un desajuste del suefio nocturno desencadena un aumento del suefio diurno vy,
a su vez, esta es una causa de una mala calidad del suefio nocturno [195, 196],
provocando una disrupcion circadiana [197, 198], la cual esta muy ligada a un
aumento del riesgo de padecer obesidad [107, 197]. Por otra parte, los niveles
de cortisol aparecen aumentados después de las siestas largas [199], esta
hormona esta muy relacionada con el aumento de los depdsitos de grasa [200,
201] y se ha demostrado que las alteraciones en el ritmo del cortisol inducen una
interrupcién circadiana que conduce a la resistencia a la insulina, la obesidad

central y desarrollo de sindrome metabdlico [202].
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1. ESTADO ACTUAL Y OBJETIVOS

El consumo excesivo de alimentos de alta densidad energética y su amplia
disponibilidad a lo largo del dia, han sido los detonantes de una epidemia de
obesidad en la sociedad. El tejido adiposo, ademas de ser el principal tejido del
organismo para la acumulacion de energia, tiene un papel activo en diversos
procesos fisioldgicos asociados con la obesidad, desde la produccion de
hormonas adipoquinas y citoquinas hasta la regulacion de la temperatura
corporal [203]; por lo que un exceso de tejido adiposo puede dar lugar a
alteraciones en estos procesos.

La relaciéon entre el exceso de tejido adiposo y el desarrollo de
enfermedades metabdlicas no es algo nuevo, desde hace mucho tiempo grandes
pensadores relacionaban la obesidad con el desarrollo de enfermedades; por
ejemplo, Hipdcrates escribia “La muerte subita es mas comun en aquellos que
son naturalmente gordos que en los delgados” [204].

El hallazgo de la presencia de ritmos circadianos enddgenos en el tejido
adiposo ex vivo ha subrayado la importancia de los ritmos internos en la obesidad
[95], estableciendo asi la relacion entre ritmos circadianos, obesidad y sindrome
metabdlico [72].

Los habitos de vida del individuo son cruciales para el mantenimiento de
unos ritmos circadianos saludables y para la prevencion de las alteraciones
metabdlicas en el tejido adiposo. Con el fin de prevenir la obesidad es
aconsejable que en el tejido adiposo prevalezca la lipdlisis, o movilizacion de
grasa, sobre la lipogénesis, o acumulacién de grasa. La prevalencia de uno u
otro se consideraria como protector de la obesidad (mayor lipdlisis) 0 como un
factor obesogénicos (mayor lipogénesis). La enzima mayoritaria en la
movilizacion de grasa del tejido adiposo es la Lipasa Sensible a Hormonas o
LSH. Una de las hipodtesis de esta tesis doctoral, es que si los horarios de comida
no estan en consonancia con nuestro ritmo circadiano se puede dar lugar a
alteraciones en la actividad de la LSH. De igual manera, un habito de suefio
nocturno inadecuado, o el habito de siesta larga, podrian dar lugar a alteraciones
en la actividad de esta enzima, en sus ritmos circadianos y por tanto podrian

alterar la capacidad de movilizacion de grasa del tejido adiposo.
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Por otro lado, proponemos aquellas situaciones en la que concurren en el
organismo valores elevados de melatonina (propios de la noche) con valores
elevados de insulina (como consecuencia de la ingesta de alimentos), podrian
dar lugar a alteraciones en la sensibilidad a la insulina, aumentando las
probabilidades de desarrollar obesidad. Esta situacion se produce habitualmente
en nuestras vidas cuando se cena tarde, o en trabajadores nocturnos (se come
durante la noche, cuando la melatonina esta elevada), ambas situaciones se
asocian con un aumento de obesidad o con alteraciones metabdlicas.

En la presente tesis doctoral, también proponemos el estudio de
simulacién de ayuno intermitente en cultivos de tejido adiposo, para determinar
si el ayuno intermitente presenta un efecto mayor en la movilizacién de grasa por
el tejido adiposo que un patrén dietético habitual de comer durante el dia (4
veces) y hacer ayuno por la noche; y si esta accion difiere al realizar un ayuno
intermitente en el que la ventana de alimentacion se realiza por la manana o por
la noche.

Para obtener una vision mas aproximada de los ritmos circadianos de las
variables de estudio, estos estudios se realizaran en cultivos de explantes del
tejido adiposo humano cada 4 horas a lo largo de 24 horas del dia, con una
frecuencia de determinacién de 6 a 7 puntos. Las muestras de tejido adiposo
abdominal se obtendran de pacientes con obesidad tipo 2 y 3, sometidos a
cirugia bariatrica para el tratamiento de su obesidad.

1.1. Objetivo general.

Determinar si el tejido adiposo humano, y sus ritmos circadianos, se ven
afectados por los habitos de vida del individuo, en especial con aquellos habitos
que se sabe actuan como sincronizadores del reloj interno del individuo, como
son los horarios de comida, de suefio nocturno y diurno (la siesta), y la duracion

del ayuno.

1.2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Con respecto a la lipdlisis del tejido adiposo, evaluar si existe un
ritmo circadiano endégeno en la actividad de la lipasa sensible a hormona (LSH)
y en la del gen LIPE que codifica a este enzima. 1A) Estudiar si la hora de las

comidas y la duracién del ayuno nocturno, influyen en los ritmos circadianos de
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actividad de la LSH y de expresion de LIPE. 1B) Determinar si el habito de siesta
(larga) se asocia con una alteracién de los ritmos circadianos de la LSH y de
LIPE, lo que explicaria en parte por qué la siesta larga se asocia con obesidad
abdominal.

Objetivo 2: Evaluar si la presencia de melatonina junto con insulina en el tejido
adiposo abdominal influye en la sensibilidad a la insulina; y si este efecto difiere
entre las distintas localizaciones adiposas es decir entre el depdsito subcutaneo
y el visceral.

Objetivo 3: Analizar el efecto del ayuno intermitente en la movilizacion de grasa
de tejido adiposo humano subcutaneo, y determinar si existen diferencias en su
efecto dependiendo de la hora a la que se realiza la ventana de alimentacion

(mafana/temprana o tarde/tardia).
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1. MATERIAL Y METODOS COMUN PARA TODOS LOS
OBJETIVOS

1.1 Poblacion de estudio

Los pacientes estudiados para el objetivo 1 procedian del servicio de Cirugia
General del Hospital Universitario “Virgen de la Arrixaca” mientras que los sujetos

a estudio para los objetivos 2 y 3 procedian del Servicio de Cirugia del Hospital

Quirén Salud Murcia.

Las poblaciones de los tres objetivos fueron sometidas a una operacion
de bypass gastrico por laparoscopia debido a su obesidad severa (IMC = 40
kg/m?) (Tabla 4). Todos ellos fueron informados de los métodos y objetivos del
proyecto, dando su consentimiento informado tanto para la participacién en el
estudio, asi como para la utilizacidn de los resultados obtenidos, de acuerdo con
los principios recogidos en la declaracion de Helsinki, y siguiendo las normas del
Comité Etico de la Universidad de Murcia. Asi mismo, se garantizé la total
confidencialidad de todos los datos e informaciones relativas a los participantes,
tal y como se observa en la Ley Organica para la Regulacion del tratamiento

Automatizado de Datos de Caracter Personal (Ley Organica 5/1992).

Tabla 4. Tamafio de muestra, sexo y edad media de los pacientes estudiados para cada objetivo.

Sexo Edad
Tamano de
Objetivos media
Muestra Hombres Mujeres

(anos)
Objetivo 1A 18 9 9 46
Objetivo 1B 17 9 8 45
Objetivo 2 19 8 11 42
Objetivo 3 21 10 11 39

La recogida de datos de los pacientes del objetivo 1 se realizaron la tarde
en el que el paciente ingresaba (12 horas antes de la intervencién). Mientras que

la recogida de informacion para la poblacién de los objetivos 2 y 3 se llevé a cabo

el mismo dia del ingreso del paciente (entre 4-5 horas previas a la intervencion).
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1.2. Mediciones antropométricas y composicion corporal

Las entrevistas personales a cada sujeto se basaron en un estudio
antropomeétrico personalizado y completado con cuestionarios sobre el estilo y
habitos de vida. El estudio antropométrico consistid6 en la recopilacion de

medidas del estado corporal y determinaciones sanguineas.
A continuacion, se detallaran los parametros a analizar:

1.2.1. Altura

La altura de la poblacion del objetivo 1 se midié con un estadiometro tipo
Harpender (rango 0,70-2,05 m) (Holtain Ltd, Bryberian, Crymmich,
Pembrokenshire, UK), mientras que para los del objetivo 2 y 3 se utilizdé una

bascula electrénica con tallimetro incorporado de marca ASIMED (rango 0,70-
2,00 m) (Vizcaya, Espana). En ambas poblaciones los sujetos debian
permanecer descalzos, erguidos, y con la cabeza alineada segun el plano de
Frankfurt (siguiendo la linea trago-comisural).

1.2.2. Peso y cdlculo del porcentaje de grasa corporal

El peso y el porcentaje de grasa corporal para los objetivos 1 y 2 se evalud

mediante bioimpedancia, con un bioimpedanciémetro marca TANITA (TANITA
Corporacion Americana, Inc, Arlington Heights, IL, USA) modelo TBF-300
(Figura 11).

Figura 11. Bioimpedancia marca Tanita modelo SC-330.
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Mientras que para el objetivo 3 se utilizo el analizador de la composicion
corporal por bioimpedancia MC-580 que incorpora la ultima tecnologia de

reactancia 8C de doble frecuencia y 10 mediciones segmentadas (Figura 12).

Figura 12. Bioimpedancia modelo Tanita modelo MC-580.

Ambas bioimpedancias se basan en la técnica de analisis de impedancia
Bioeléctrica (BIA) que se fundamentan en el principio del comportamiento de los
diferentes materiales a un flujo de electricidad determinado. Los tejidos magros
al poseer un alto contenido en agua y electrolitos funcionan muy bien como
conductores eléctricos mientras que la materia grasa al tener un bajo contenido
de agua corporal no funciona como conductor de sefales eléctricas. Esto hace
posible medir la resistencia al flujo de la corriente eléctrica induciendo una senal
eléctrica de baja energia y de alta frecuencia. El flujo eléctrico pasa a través de
los electrodos situados en la parte anterior de la plataforma y tiene en cuenta los
parametros fisicos de la persona como son la altura, peso, sexo, edad, tipologia
fisica y los parametros bioeléctricos que son: la resistencia eléctrica, la
reactancia inductiva (XL) y la reactancia capacitiva, Xc (en ohm) [205].Todas las
mediciones que nos proporciona son estimadas indirectamente mediante
ecuaciones matematicas de calculo, es por ello por lo que a la BIA se la conoce
como una técnica de medicién indirecta.

Las mediciones se realizaron con todos los individuos descalzos y
cumpliendo las siguientes condiciones para asegurar una mayor fiabilidad de los

datos:
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= No haber realizado ejercicio intenso 12 horas antes de la bioimpedancia
= No haber comido ni bebido 4 horas antes de la bioimpedancia
= Haber orinado 30 minutos antes de la bioimpedancia

Ademas del porcentaje de grasa corporal, la biocimpedancia da
informacion de otros parametros de composicién corporal, como el contenido
total de agua, el peso de la masa grasa, el peso corporal libre de grasa y la tasa
metabdlica basal del individuo.

El uso de la Tanita MC-580 nos proporcion6 una mayor visién de la
composicion corporal debido al uso de sus 8 electrodos (pies y manos)
permitiéndonos visualizar el contenido para cada una de las partes, obteniendo
un registro mas exhaustivo del contenido de tejido graso, muscular y agua de

cada individuo.

1.2.3. Medicion de pliegues cutaneos

Para la valoracion del porcentaje de grasa corporal, ademas del estudio de
bioimpedancia, también se realizaron medidas de varios pliegues cutaneos.
Estas medidas se hicieron con el sujeto de pie, pinzando el pliegue cutaneo de
grasa corporal con los dedos pulgar e indice, situandonos a 1 cm de la posicion

de los dedos.

Figura 13. Plicometro o compas de pliegues cutaneos tipo Harpender.

Se obtuvieron los pliegues con un plicometro tipo Harpender (Holtain Ltd,
Bryberian, Crymmich, Pembrokenshire, UK) (Figura 13). Y se midieron para el
célculo del porcentaje de grasa total siendo los siguientes:

= Pliegue del biceps: El pliegue se pinz6 en la parte anterior del brazo,

verticalmente y a la distancia media entre el acromion y el olécranon.
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= Pliegue del triceps: Se determiné en la cara posterior del brazo, estando
este caido y relajado, en el punto medio entre el acromion y el olécranon.

= Pliegue suprailiaco: Este pliegue se mididé oblicuamente, a una distancia
de 5-7 cm por encima de la espina iliaca anterosuperior, a nivel de la linea
media-axilar.

= Pliegue subescapular: Se tomé en el angulo inferior de la escapula, en su
parte interna y en direccidén oblicua, formando un angulo de 45° con la

horizontal que pasa por el borde inferior de la escapula.

Todas estas medidas se realizaron por triplicado y por el mismo ejecutante.
A continuacién, se procedid a la determinacion de las caracteristicas del
sindrome metabdlico, tomandose los siguientes perimetros:
= Circunferencia de la cintura: Se midi6é en la linea media entre el margen
costal inferior y la cresta iliaca.
= Circunferencia de la cadera: Se midi6 en el punto de mayor circunferencia
a nivel de los gluteos.
Todas las medidas se realizaron con una cinta métrica flexible y extensible.
A partir de estas medidas se calcularon los indices de distribucion:
= indice cintura cadera (ICC) = circunferencia cintura/circunferencia cadera.
Segun el perimetro de la cintura es posible clasificar a la poblacion conforme su
distribucién topografica de grasa corporal de la parte superior o inferior del
cuerpo, dividiéndose en dos tipos: en obesidad androide (Circunferencia de
cintura > 94 cm en hombres y 80 cm en mujeres), u obesidad ginoide (ICC < 94

en hombres y < 80 en mujeres) (Figura 14).
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Obesidad Androide Obesidad Ginoide

f

Parte superior del
abdomen

Parte inferior del
abdomen

Figura 14. Diferentes tipos de obesidad segun la distribucion de la grasa corporal. Creacion
propia, Biorender.

Ambos tipos se presentan en ambos sexos y el tipo de distribucion se
asocia con riesgo de enfermedad cardiovascular, hipertension, hiperinsulinemia,
diabetes, colelitiasis y accidentes cerebrovasculares en el caso de la obesidad
androide mientras que, en la obesidad ginoide estad mas asociado al riesgo de
varices y complicaciones articulares en miembros inferiores [206].

Ademas, también se midieron los diametros sagital y coronal a nivel de la
cresta iliaca (L4-5) usando un sagitometro abdominal tipo Holtain Kahn [207]
(Figura 15).

Figura 15. Sagitémetro abdominal tipo Holtain Kahn.
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1.2.4. Presion arterial

El mismo dia de la intervencién se midié a los pacientes tanto la presion arterial
sistélica como la diastélica mediante un esfingomandmetro de mercurio (Figura
16).

Figura 16. Omron M2 basic, Monitor de presién arterial digital de brazo.

1.2.5. Determinaciones sanguineas

Para el objetivo 1, la misma mafana antes de la cirugia, con el paciente en
ayunas, se recogieron muestras de sangre venosa en dos tubos, uno con EDTA
(anticoagulante) y el otro sin él. A partir del suero se analizaron los valores de
glucosa, mientras que del plasma se llevaron a cabo otras determinaciones. Para
los objetivos 2 y 3 se consulté una analitica previa a la cirugia del paciente,

facilitada por el cuerpo de enfermeria. La analitica contiene los siguientes
parametros: Glucosa sérica, Triglicéridos, colesterol total, HDL-colesterol y LDL-
colesterol, urea, creatinina y enzimas como glutamico-oxalacética transaminasa
(Got) y glutamico-piravico transaminasa (Gpt).

Ademas, se les recogid antes de cada intervencion quirurgica dos
muestras de sangre extraidas por el enfermero encargado del quiréfano, una
muestra para bioquimica y otra para un hemograma. A partir de estas muestras,
mediante centrifugacion a 3500 rpm durante 5 minutos se obtuvieron suero,
plasma y sangre del individuo, estas muestras se conservaron en tubos
eppendorfs de 1,5 ml y se almacenaron en congeladores a -80° C.

Los parametros incluidos en este estudio y que son comunes en los cuatros

objetivos fueron los siguientes:
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= Glucosa sérica

= Triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL-colesterol plasmaticos

1.3. Cuestionarios

Se llevo a cabo la recopilacion de informacion clinica con respecto a la obesidad
y a los aspectos cronobioldgicos de cada individuo mediante cuestionarios.

Se consideraron datos basicos de valoracién y clasificacion de la obesidad
valorados por la sociedad espafiola de obesidad, los cuales fueron incluidos en
la historia clinica del paciente [208]. Los cuestionarios realizados por los
pacientes respondieron a preguntas que evaluaron las siguientes caracteristicas:

= Datos basicos generales (fecha de nacimiento, género, etc.)

» Habitos de tabaquismo y bebidas

» Antecedentes de peso del individuo (al nacer, mayor peso alcanzado, etc.)

» Antecedentes familiares de peso corporal (abuelos, padres, hermanos,
hijos e incluso pareja)

» Habitos de actividad fisica diaria

» Antecedentes familiares de enfermedades relacionadas con la obesidad

= Evaluacion del estado depresivo del paciente

» Salud y enfermedad (Diabetes Si o No, y tratamiento)

= Medicacion cronica

Por otro lado, se recogio informacion sobre los horarios habituales del
suefo y se realizé un cuestionario para evaluar el "tipo de ritmo circadiano" del
individuo, el cuestionario de Matutinidad y Vespertinidad de Horne-Ostberg
(MEQ), el cual consta de 19 preguntas sobre los habitos diarios de suefio y vigilia
y las horas del dia en las que se prefieren realizar ciertas actividades. Todo esto
fue evaluado por el mismo entrevistador, con cuestiones que incluian: horario
habitual de ir a dormir, numeros de despertares, calidad del suefio, habitos de

siesta, asi como su frecuencia y duracion entre otros.

Todos los cuestionarios usados para las evaluaciones de los pacientes se

encuentran al final de esta memoria de tesis doctoral (Anexo).

Por otro lado, también se ahondd en el comportamiento alimentario; se le

pregunto al paciente por la hora de inicio y fin de cada una de las comidas que
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realizaban al dia, (desayuno, almuerzo, comida, merienda y cena), asi como la

duracién de estas.

1.4. Obtencion y preparaciéon de muestras biolégicas.

Para ejecutar los tres objetivos se utilizé tejido adiposo obtenido durante la
operacion de cirugia bariatrica para obesidad severa. Las muestras fueron
tratadas con un procedimiento comun previo al procedimiento especifico de cada

objetivo.

1.4.1. Preparaciéon de muestras

Las muestras de tejido adiposo de los individuos se obtuvieron aproximadamente
2 horas después de iniciar el procedimiento quirurgico, procedentes de las
regiones abdominales periumbilical (tejido subcutaneo), y omental (tejido

intraabdominal o visceral).

Una vez recogidas se transportaron en duquesitas como el de la Figura
17 con medio DMEM de cultivo (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) de 4,5 g/L
de glucosa, 10% de Suero bovino Fetal, (FBS, por sus siglas en inglés, “fetal
bovine serum”) y una mezcla de antibiéticos penicilina-estreptomicina-glutamina
(PSG). Manteniendo el frio transportandolo dentro de un contenedor de corcho

con hielo.

Figura 17. Contenedor de laboratorio estéril con capacidad de 150 ml.

En primer lugar, las muestras de tejidos adiposo se colocaron en placas
Petri de 150 cm de diametro y con un tampoén fosfato salino, PBS (“Phosphate
Buffered Saline”, por sus siglas en inglés), para proceder a la separacion de
vasos sanguineos y otros tejidos (tejido conjuntivo especialmente) del tejido

adiposo. A continuacién, se procedio a cortar el tejido adiposo en fragmentos de
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entre 300 a 500 mg (segun las necesidades del objetivo) con la ayuda de unas
pinzas y unas tijeras de diseccién estériles. Cada fragmento de tejido adiposo se
pes6 en una bascula digital (Figura 18), para proporcionar uniformidad a cada

fragmento en el momento de pesarlos y dividirlos en sus respectivas placas.

Figura 18. Bascula digital profesional mini (TL-series).

A partir de aqui utilizaremos el termino explante para referirnos a
secciones de tejido adiposo de entre 2-3 mm?3 que en su momento formaron parte
del conjunto total vivo de un organismo y que se transfieren a un medio artificial

para su posterior cultivo in vitro.

Finalmente, los explantes de tejido adiposo se cultivaron en DMEM (con
el contenido en glucosa segun cada objetivo) suplementado con una mezcla de
antibidticos PSG de GIBCO #10378-016), y al que se le afiade suero bovino fetal
(10%) segun cada objetivo. Las muestras pasan a incubar a 37 °C bajo una
atmosfera humidificada de aire-CO2 constante (7,5%), a todo esto, se le

consider6 el periodo de pre-tratamiento.

Todo el trabajo relacionado con el cultivo de tejido adiposo se realizé en

una cabina de flujo laminar de bioseguridad tipo 2 y en condiciones estériles.

1.4.2. Medicion de tamano de adipocitos

Los fragmentos de TA restantes que no se utilizaron para el procedimiento de

cultivo de las muestras, se envolvieron cuidadosamente en papel de aluminio y
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se conservaron en congeladores a -80°C para posteriormente realizar las
mediciones del tamano de los adipocitos.

Las mediciones del diametro de los adipocitos se realizaron siguiendo el
siguiente protocolo:

Dial: la muestra se sumergié durante 7 minutos en paraformaldehido
(PFA) al 4%, y seguidamente se procedid a un lavado con PBS durante 1 minuto.

Se pegb al alrededor de una base, cinta adhesiva transparente para crear
un molde cilindrico (Figura 19A), sobre la base se vertio unas gotas de
pegamento OCT (Compound containing 125 mL), seguido de un fragmento de la
muestra, que se cubrié con varias gotas de OCT formando una especie de
“sandwich”, es decir, el fragmento de TA se rodea tanto por encima como por
debajo de OCT. Este cilindro permanecié en congelacion durante 24 horas. 24
horas después quedo listo para su uso en el criostato, tal y como se aprecia en
la Figura 19B.

A) B)

“

Figura 19. Preparacion de muestra para procesamiento en criostato. (A)
molde, (B) sandwich.de TA.

Dia 2: una vez, bien congelada la muestra, se procedi6 al corte en un
criostato (LEICA Biosystem CM3050 S), para ello, se retir6 la cinta de celo
transparente y se realizé los primeros cortes a 30 ym para quitar las capas
superficiales de OCT hasta el avistamiento de la muestra. Es entonces cuando

se cambi6 el tamafno del corte a 300 um para la obtenciéon de la muestra, que
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posteriormente tras su corte se coloco en el centro de los cilindros de metacrilato
del portaobjetos (Figura 20), que previamente se habra preparado de la
siguiente manera: Se pega en el portaobjetos tres cilindros de metacrilato con
una pasta de silicona de Bayer© y dentro de cada cilindro una gota de PBS.
Las mediciones del tamafio de adipocitos se realizaron repetidamente y
en los diferentes cortes sobre la misma muestra de TA, para examinar la

variabilidad de las mediciones (Figura 20).

k) ) ‘: g " v.‘ » 7‘__,_47’ T
Figura 20. Cortes de TA en cilindros de metacrilato listos para medir
tamano de adipocitos.

Para determinar la fiabilidad técnica y del operador de estas evaluaciones,
se examind la variabilidad (factores de correlacion) a partir de medidas
duplicadas en varios participantes; en el mismo corte (r=0,99), en dos cortes
diferentes de la misma muestra de TA (r=0,99) y en cortes observados por

diferentes operadores (r=0,94).

Las mediciones se realizan en el microscopio de fluorescencia (LEICA
microsystems CMS GmbH model DMi8) usando el programa que acompafia al
microscopio, Leica Application Suite X (LAS X).

A continuacion, se describen de manera detallada cada una de las
técnicas empleadas para la consecucion de los tres objetivos.

2. PROTOCOLO DEL OBJETIVO 1A Y 1B

2.1. Procedimiento comun entre el objetivo 1Ay 1B

El propdsito del objetivo 1 es determinar la existencia de ritmos circadianos del

gen LIPE y de la actividad de la enzima LSH; evaluar si los habitos de vida como
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la hora de la comida y el ayuno nocturno (1A) asi como el habito de siesta (1B)

son capaces de influir en el ritmo del gen LIPE y la actividad de la enzima LSH.

2.1.1. Recogida y transporte de muestras

La toma de muestras para la poblacion de los objetivos 1 A y B fue siempre a la

misma hora, entre las 11:00 y la 13:00 h, y el transporte de las muestras se

realiz6 con medio DMEM 4,5 g/L de glucosa hasta el laboratorio.

2.1.2. Procesamiento y analisis de las muestras

Se utilizaron las muestras conservadas a -80 °C, procedentes de la tesis doctoral
de la Dra. Maria Paz Carrasco Benzo, y se prepararon meticulosamente para su
posterior extraccién de ARN (Acido ribonucleico) y para su analisis de expresion

genética.

2.1.3. Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN, primero se prepararon las muestras, para ello se
cortaron de cada explante, no mas de 100 mg de tejido de manera cuidadosa
sobre una estructura firme apoyada en hielo seco para mantener la base fria y
que al corte del explante se mantenga intacta sin perder su constitucién. Una vez
cortadas las muestras, fueron lisadas utilizando el dispositivo Tissuelyser IT
(QIAGEN, Hilden, Germany Cat. No. / ID: 85600) a 50 RPM durante 5 minutos
mediante la técnica de extraccion de ARN con QIAZOL® (QIAGEN, Hilden,
Germany). EI ARN total fue extraido de acuerdo con las instrucciones del Kit del
fabricante (RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit), a su vez se usé del kit RNase-free
DNase Set (QIAGEN, Hilden, Germany Cat. No. / ID: 79254) para asegurarnos
que el ARN total extraido se mantuviese lo mas puro posible. Posteriormente se
procedi6 a la cuantificacion del ARN total presente en cada muestra. El ARN se
cuantific6 con una medida de absorbancia de 260 nm, mediante el
espectrofotometro Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific, Wilminton, DE, USA).

También, se comprobd la pureza del ARN mediante el calculo de la
relacion entre la absorbancia a 260 y a 280 nm (A260/A280), siendo los valores

estandar entre 1,7-2,1, para asegurarnos de la calidad de las muestras [209].
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2.1.4. Retrotranscripcion y PCR cuantitativa a tiempo real

La retrotranscripcion o transcripcion inversa implicé la sintesis de ADN (acido
desoxirribonucleico) a partir de ARN de las muestras. Se llevé a cabo a partir de
50ng de ARN total y se usé el ADNc iScript™ (QIAGEN, Hilden, Germany),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Todos los cebadores de hexameros aleatorios y el gen LIPE, la enzima
LSH, asi como el housekeeping, gen control (S18) se obtuvieron de la casa
comercial (Invitrogen, Carlsbad, CA). La PCR cuantitativa a tiempo real se realiz6
usando SYBR green Master kit (Invitrogen, Paisley, UK) para el gen LIPE. Todas
las muestras se hicieron por duplicado y el ARN mensajero (ARNm) de los genes
reloj y el ARN ribosomico del control (ARNr) se amplifico en pocillos. Una vez
finalizada la RT-gPCR, se calculd la cantidad relativa de los transcritos usando

la férmula 224Ct [210].

Ct se define como los valores del umbral del ciclo del proceso de PCR, al
cual la fluorescencia es significativamente superior a la fluorescencia basal. El
ACt es la diferencia entre el Ct de cada uno de los genes reloj estudiados y el Ct
del gen control (S18).

2.1.5. Anadlisis de ritmos circadianos

Tras calcular los ACt de los genes correspondientes, los ritmos circadianos de la
expresion genética se determinaron en base a la expresion de cada uno de los
seis tiempos circadianos, CT (“Circadian Time”, por sus siglas en inglés). Para

ello, se realiz6 la normalizacion de los datos que consistia en:

a) Aplicar 27CY para la obtencion de la expresion relativa de cada CT. A
partir de la expresion relativa, obtener la mediana de los 6 CTs para cada
sujeto y dividir cada CT por la mediana. Con estos datos normalizados por
la mediana, se saca la media de todos los puntos dentro de cada individuo
(o el mesor, segun interese, aunque da practicamente el mismo resultado)
y se divide cada punto por la media. Estos datos son los que se usaran
para el analisis del ritmo circadiano, en el programa RITME.

Este enfoque es un método viable para analizar los perfiles de expresion

genética y, anteriormente, se ha demostrado que supera a otros métodos, como
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la globalizacion total del ARN, la centralizacion y la normalizacion de percentiles
[211].

ACT = Ct del gen diana - Ct del gen control (18S) de cada muestra

2.1.6. Analisis de proteinas mediante la técnica de Western Blot

Los explantes se homogeneizaron en un tampdn RIPA (sodium dodecyl sulfate
o SDS al 0,1%, desoxicolato de sodio al 1%, Triton X-100 en PBS) con céctel de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich©, St. Louis, MO y Santa
Cruz Biotechnology, Inc.). Posteriormente, los homogeneizados se sonicaron y
se centrifugaron (20 min, 4°C, 7000 g).

Tras la centrifugacién, se midié la concentracion de proteina en los
sobrenadantes usando el ensayo del acido bicinconinico (BCA). Se afadio el
tampdn de carga Laemmli (Bio-Rad® Laboratories, Inc., US) y se calentaron las
muestras a 95°C durante 5 min para conseguir la desnaturalizacion de las
proteinas. Seguidamente, las muestras se separaron mediante SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS) y se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa, que luego se bloquearon en TBS-T (una solucién salina
tamponada con Tris, que contenia Tween al 0,1% y leche desnatada en polvo al
5%).

Inmunotransferencia: Cuando ya tuvimos toda la proteina en la membrana
de nitrocelulosa, se realizd la inmunotransferencia a una dilucion 1:1000 del
anticuerpo monoclonal de conejo anti-pHSL ((Phospho-HSL, S660) #4126D, Cell
Signaling Technology, Danver, MA), cuyo fin es el de medir la Ser650 en
humanos, uno de los dos principales determinantes de la activacion de la LSH
mediada por la proteina quinasa A frente a sustratatos lipidicos [212]. Después
de lavar las membranas, se incubaron con el anticuerpo anti-conejo de cabra
conjugado con peroxido de rabano picante (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EE. UU.)
en TBS-T.

La union de anticuerpos se visualizo utilizando el sistema de deteccion de
transferencia Western quimio-luminiscente Pierce (PerkinElmer, Madrid,

Espana). Las membranas se volvieron a bloquear y se lavaron con TBS-T.
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Finalmente se tratd con una dilucion 1:1000 de anticuerpo policlonal anti-tAKT

de conejo (Cell Signaling Technology).

2.2. Exclusivo del objetivo 1B
2.2.1. Caracteristicas de la siesta

Se formularon varias preguntas sobre la siesta, si se duerme habitualmente la
siesta (si/no); si la respuesta era afirmativa, cual era el momento (inicio y fin de
la siesta), la frecuencia (veces por semana) y la duracion (minutos de siesta).
Los sujetos que respondieron que no dormian la siesta se consideraron “Non-
nappers”, de la traduccién al inglés de siesta, mientras que los que dormian la
siesta al menos una vez a la semana se clasificaron como “Nappers”. Del total
de la muestra, 8 participantes dormian de manera habitual la siesta y 9 sujetos

no la dormian.
2.2.2. Analisis de ritmo circadianos

Para el analisis de expresion del ritmo del gen LIPE y de la proteina LSH se
cogieron los datos de expresion del objetivo 1A, debido a que son la misma
poblacién, con la diferencia de que esos mismos datos se dividieron segun las
caracteristicas de siesta de la poblacién, segmentando asi la poblacién en dos

subpoblaciones, Nappers y Non-Nappers.

3. PROTOCOLO DEL OBJETIVO 2

La finalidad del objetivo 2 es determinar el efecto de la melatonina sobre la

sensibilidad a la insulina del tejido adiposo humano subcutaneo y visceral.

3.1. Recogida y transporte de muestras.

La obtencion de las muestras para el objetivo 2 fueron siempre entre las 18:00 y
20:00 horas para todos los participantes, y el transporte de la muestra se realizé
con medio DMEM de 4,5 g/L de glucosa+ PSG+ FBS.

3.2 Cultivos de explantes de tejido adiposo

El propdsito de este objetivo fue el de determinar la influencia de la melatonina
(MLT) sobre la sensibilidad a la insulina del tejido adiposo, en explantes de tejido

adiposo de sujetos sometidos a cirugia de baypass gastrico. Simulando lo que
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sucederia durante una cena tardia donde coincide la insulina (producida por la
entrada de comida) con la melatonina, (hormona de noche).

Para alcanzar este objetivo, una vez procesado el tejido como se ha
descrito en el apartado 1.4.1, se llevé a cabo el cultivo de los explantes de tejido
adiposo subcutaneo y visceral en placas de 12 pocillos; distribuyendo las
muestras en placas tratadas por la mafiana (8 AM) y placas tratadas por la noche
(20 PM)

A continuacion, se muestra la tabla de distribucion de la poblacion.

Tabla 5. Distribucion de poblacion entre manana y noche

Melatonina Hora Pacientes
5000 pg/mL 8:00 AM P1-P22 (n=22)
20:00 PM P11-P22 (n=11)

3.3 Cultivo y tratamiento de las muestras

Tras finalizar el procesamiento del tejido adiposo, se colocd en cada pocillo
explantes hasta llegar a los 2 g de explantes de TA subcutaneo o visceral (segun
pocillo), con 2 ml de DMEM 4,5 g/L de glucosa suplementado con una mezcla de
antibidticos PSG y un 10% de FBS. A continuacién, se realizé la incubacion de
las placas hasta el dia siguiente a una temperatura de 37 °C, en una estufa con
atmésfera humidificada de aire y CO? al 7% de manera constante durante toda

la noche.

Después, la mafiana siguiente, se aplicaron cuatro tratamientos diferentes
en condicion de manana (AM) y de noche (PM). Las muestras fueron: Control
(C), medio DMEM 1 g/L de glucosa, mezcla de antibiéticos PSG; insulina sola (1),
medio DMEM 1 g/L de glucosa, PSG, mas 10 nM de insulina; melatonina sola
(M), medio DMEM 1 g/L de glucosa, PSG, mas 5000 pg/mL; e insulina mas
melatonina (I+M), una mezcla de medio DMEM 1 g/L de glucosa, PSG, con

insulina y melatonina (las mismas concentraciones que antes).

Debido a la baja cantidad de tejido adiposo, sélo se dispuso de muestras

de 12 pacientes para la condiciéon PM.
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Las placas se pretrataron durante 1 hora, a las 8 AM y a las 8 PM con
medio control y medio melatonina a los pocillos correspondientes. Tras esa hora,
se quité el contenido y se lavo con PBS. A las 9 AM y 9 PM las placas recibieron
un tratamiento agudo adicional con insulina ((I), 10 nM), melatonina ((M), 5000
pg/mL), e insulina mas melatonina (I+M, mismas concentraciones). El Control no
recibid ningun tratamiento, aunque recibié los mismos cambios de medio a la vez
que el resto de las muestras para permitir comparaciones (Figura 21). Tras una
incubacion de 10 minutos, se recogieron los explantes de tejido adiposo
subcutaneo y visceral, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron en
congeladores a -80 °C. Posteriormente se realizd la extraccion de ARN y se
analizd la relacion de AKT fosforilada (pAKT) / AKT tota (tAKT) mediante Western
Blot.



MATERIAL Y METODOS

/- Control Melatonina \
© TAS
o
i
o |

TAV
Insulina +
Control  Insulina Melatqnina Melatonina
¢ ; ' &
7]
8 TAS
=
=
=
o
o |
TAV

Figura 21. Disefio de placa. C= medio control; I= tratamiento con insulina 10 nM; M= tratamiento con
melatonina (5000 pg/mL); 1+M= Tratamiento simultaneo de insulina (10nM) y melatonina (5000
pg/mL). TAS = Tejido adiposo subcutaneo; TAV= tejido adiposo visceral. El disefio de la placa fue la
misma tanto para el tratamiento AM como para el tratamiento PM. Creacién propia.

3.4. Analisis de proteinas mediante la técnica de Western Blot

Los explantes de tejidos subcutaneos y viscerales se homogeneizaron en
tampon de lisis RIPA (0,1% p/v SDS, 0,1% p/v desoxicolato sédico, 1% v/v Triton
X-100 en PBS) con cdctel inhibidor de fosfatasas 1:100 (v/v) (SC-45045, Santa
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Cruz, Heidelberg, Alemania) y coctel inhibidor de proteasas 1:200 (v/v) (Sigma,
P9599). Los homogeneizados tisulares se sometieron a sonicacion y se
centrifugaron a 10.000x g durante 10 minutos a 4 °C. Se recuperaron los
sobrenadantes y se centrifugd la muestra. Con los sobrenadantes se realizé un
ensayo con acido bicinconinico para determinar la concentracién de proteinas.
Se anadié tampon Laemmli (Biorad, EE.UU.) y las muestras se calentaron a 95
°C durante 5 minutos. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE y se
transfiieron a membranas de nitrocelulosa, que se bloquearon con leche
descremada al 5% (p/v) en TBST (10 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,5%
Tween 20) durante 60 min. A continuacion, las membranas se incubaron con una
dilucion 1:1.000 de anticuerpos anti fosfo-AKT de conejo Ser473 (#9271,
CellSignaling, MA, EE.UU.) y una dilucion 1:1.000 de anticuerpos anti AKT de
conejo (#9272, CellSignaling, MA, EE.UU.). Tras lavar las membranas con TBST,
se incubaron en IgG-HRP anti-conejo en tampdn de bloqueo durante 1 h. Los
complejos antigeno-anticuerpo se visualizaron mediante quimioluminiscencia
mejorada con NovexTM ECL (Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.) en el
sistema de imagenes western blot Amersham ImageQuant™ 800 (Cytiva,
EE.UU.).

3.5 Analisis de la sensibilidad del tejido adiposo a la accion de la insulina

La sensibilidad del TA a la accion de la insulina se determiné analizando el grado
de fosforilacidon que presentaba la proteina AKT en los explantes cuando se
estimulaban con insulina. El grado de fosforilacion se calculd dividiendo el valor
de pAKT entre el valor de tAKT. Los valores de pAKT y tAKT se obtuvieron en
primer lugar por WB, como se detalla en el apartado anterior.

Un marcador aceptado en la determinacién de la sensibilidad a la insulina
es la relacién de AKT fosforilada respecto a la total (pAKT/tAKT).

En nuestro estudio pretendemos estudiar el cambio de la sensibilidad a la
insulina del tejido adiposo humano en presencia de melatonina. Nuestra
hipotesis es que la sensibilidad a la insulina disminuye cuando el tejido adiposo
se expone a melatonina. Es por ello que esperamos que se produzca una
disminucién en la relacion o ratio pAKT/tAKT en aquellos tratados con melatonina

e insulina al comparar solo con insulina.
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3.6 Preparacion de la biblioteca y secuenciacion del ARN

El ARN mensajero se purifico a partir del ARN total utilizando perlas magnéticas
unidas a oligo poli-T. Tras la fragmentacién, se sintetizé la primera cadena de
ADNCc utilizando cebadores hexameros aleatorios, seguida de la sintesis de la
segunda cadena de ADNCc. La biblioteca quedo lista después de la reparacion
del extremo, la cola A, la ligadura del adaptador, la seleccion del tamafo, la
amplificacion y la purificacion. El kit utilizado para la preparacion de la biblioteca
fue NEB Next® Ultra™ RNA Library Prep Kit.

La biblioteca se verificd con Qubit y PCR en tiempo real para la cuantificacion,
y con un bioanalizador para la deteccién de la distribucion de tamafos. Las
bibliotecas cuantificadas se agruparon y secuenciaron en plataformas Illumina
segun la concentracién efectiva de la biblioteca y la cantidad de datos. Los
indices codificados se agruparon segun las instrucciones del fabricante. Tras la
generacion de clusteres, las preparaciones de bibliotecas se secuenciaron en
una plataforma lllumina Novaseq6000 y se generaron lecturas paired-end
(estrategia PE150), que fueron realizadas por Novogene Co., LTD (Pekin,
China). EI numero medio de lecturas fue de 44.770.062 + 9.393.514 (media *
DE).

4. PROTOCOLO DEL OBJETIVO 3

El propédsito del objetivo 3 fue el de determinar la influencia del ayuno intermitente
en la movilizacion de grasa de los explantes de tejido adiposo subcutaneo,
comparandolo con un patron de alimentacion regular; y las diferencias entre un

ayuno intermitente temprano de uno tardio.
4.1. Recogida y transporte de muestras.

La recogida de muestras de cada uno de los participantes se ejecutd siempre
entre las 18:00 y 20:00 horas, y el trasporte de las muestras se realizé en medio
DMEM 4,5 g/L de glucosa con sus suplementos PSG y 10 % de FBS.

Para llevar a cabo el ensayo se fijaron 4 condiciones, que consistieron en:
= Control: Simula el periodo de ingesta actual de 16 horas. De 8:00 a
00:00 h (16/8)
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» eTRE: Simula una ingesta temprana (periodo de ingesta 8:00-12:00 h)
(4/20)

= dTRE: Simula una ingesta tardia (periodo de ingesta 16:00-20:00 h)
(4/20)

» Fasting: Simula un periodo de ayuno continuo 24 h (Sin periodo de

ingesta)
4.2 Cronologia del diseno experimental

Una de las caracteristicas del objetivo 3 fue el tiempo invertido en la parte
experimental, el tiempo trabajado en el laboratorio consté de 3 dias: El dia 0
abarcaba el dia de encuentro con el paciente, donde se llevo a cabo la entrevista
y la recogida de muestra; el dia 1 consistio en la aplicacion de los distintos
tratamientos; y el dia 2, ademas de seguir aplicando los tratamientos, se
recogieron los medios de cultivo y los explantes cada 4 horas tal y como se

aprecia en la Figura 22.
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4.3 Diseno y tratamiento de la placa

Los medios usados para el tratamiento fueron los siguientes: medio DMEM, que
se suplement6 con un 10% de SBF y alta concentracion de glucosa (4,5 g/L)
para simular las condiciones de comida (Medio-comida), y DMEM sin glucosa,
y sin SBF, para simular las condiciones de ayuno (Medio-ayuno). Todos los
medios se suplementaron con una mezcla de penicilina-estreptomicina-
glutamina (PSG).

Los pasos del protocolo se detallan a continuacion.
Dia 0: Recogida y procesado de muestra.

Se procedio a la recopilacidn de los datos de los sujetos como ya se
detalla en el punto 1 de material y método. Tras finalizar el procedimiento
quirurgico de bypass gastrico se obtuvieron las muestras de tejido adiposo, se
transportd y se trataron en las instalaciones del area técnica de cultivo celular

(SACE), tal y como se detalla en el apartado 1.4 de material y método.

Se prepararon 7 placas de cultivo, de 6 pocillos cada placa (Figura 23),
en el que se distribuyeron explantes subcutaneos de TA (400 mg), una placa por
cada punto temporal del ciclo circadiano (es decir, Tiempo circadiano cero (CTO
[hh: mm] [08: 00]) CT4 [mediodia 12: 00], CT8 [16: 00], CT12 [20: 00], CT16
[medianoche 00: 00], CT20 [04: 00] y CT24 [08: 00]. Una vez rellenas todas las
placas, se incubaron cada explante con 400ul del medio correspondiente. En
todos los casos los explantes se incubaron con Medio-Comida hasta

medianoche. A medianoche, los explantes se lavaron con PBS y el medio de

cultivo se cambid a Medio-ayunas para simular el ayuno nocturno.

©

Figura 23. Ejemplo de la placa del primer punto (CTO) usada en el experimento. C= control,
eTRE= alimentacién temprana, dTRE= alimentacion tardia, F= fasting (ayunas). Tiempo
circadiano CT “Circadian Time, por sus siglas en ingles. Fuente: elaboracién propia.
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Dia 1: Sincronizacién de los cultivos y periodos de ingesta/ayuno.
a) Sincronizacion de los cultivos

A las 06:00 de la mafiana del dia1, el medio de ayuno fue reemplazado con
medio de ayuno suplementado con dexametasona (DEX), (DMEM + PSG,
suplementado con 1 uyM DEX (0.4 mM en etanol) (Brunschwig AG®, Basel,
Switzerland) para la sincronizacion de los tejidos, transcurrida una hora, a las
07:00 h, se lavaron los explantes con PBS, y de 7-8 a.m. se volvieron a incubar

con medio de ayuno, para continuar con la simulaciéon de ayuno nocturno.

b) Periodos de ingesta y ayuno

A las 8:00 h, se inici6 la condicion de alimentacion para los grupos Control y
eTRE. El grupo Control fue incubado durante 16 h, refrescandolo cada 4 horas
hasta la medianoche, con medio de comida para simular un patrén dietético
regular con cuatro comidas diarias (cada 4 horas), y durante la noche el tejido
adiposo se mantuvo con el medio de ayuno (desde medianoche hasta las 8 a.m.
del dia siguiente), para simular el ayuno nocturno. Por otro lado, eTRE se incubd
sb6lo durante 4 horas con medio-comida hasta las 12 del mediodia,
permaneciendo el resto del dia y la noche en condiciones de ayuno. Por otro
parte, dTRE de 16 a 20 h se incubd durante 4 horas con medio-comida, y las
horas anteriores y posteriores se mantuvo con medio de ayuno. Finalmente, el

grupo ayuno fue incubado continuamente durante las 24 h con medio-ayuno.

Dia 2: ayuno/ingesta y recogida de explantes y medio de cultivo

Durante este segundo dia se mantuvo el mismo patrén de alimentacién/ayuno
que se seguia durante el dia 1, mientras se iban recogiendo los explantes y el
medio de cultivo cada 4 horas, como se muestra en la Figura 22. Todos los
medios recogidos se conservaron en eppendorf de 1.5 mL y los explantes de TA
en criotubos de congelacién para seguidamente ser congelados en nitrégeno

liquido y almacenarse en congeladores a -80 °C para los analisis posteriores.

4.3.1 Medicion de glicerol en el medio de cultivo.

Para analizar la movilizacion de grasa del tejido adiposo subcutaneo, se procedio
a la medicion de la liberacion de glicerol en el medio de cultivo. El glicerol se
determiné usando un reactivo llamado glicerol libre “Free-glycerol” (Sigma
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F6428) (Sigma- catNO#F6428, Saint Louis, Missouri, U.S.A.) y se determiné de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se preparé una curva estandar
usando una solucién estandar de glicerol (Sigma G7793) en una placa negra
estéril de 96 pocillos, se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente,
pasado ese tiempo se detectd la absorbancia a 540 nm con lectores de placas
CLARIOstar® (Isogen Life Science B.V. Utrecht, Paises Bajos) para medir el
glicerol liberado que se representd en cantidad de moles por hora y por gramo
de tejido (mol/h/g).

5. METODO ESTADISTICO
5.1. Estadistica del objetivo 1A

Las caracteristicas de los participantes se expresaron como media y desviacion
estandar.

Los datos brutos de expresion de genes y cuantificacion de proteina se
normalizaron usando la hoja de célculo de Microsoft Excel®. Los parametros del
ritmo como: mesor, amplitud y acrofase de los individuos se calcularon
realizando un "analisis Cosinor" para ajustar los datos de cada sujeto con formas
de onda de 24 h mediante el software de analisis de coseno segun las pautas
del programa RITME® versién 4 (desarrollado por A. Diez-Noguera, Universidad
de Barcelona, 2012).

Esos mismos datos de expresién se ingresaron en CirWave® (version
14.0, desarrollado por R.A. Hut; disponible en https://www.euclock.org) para el

analisis del ritmo cosinor poblacional.

Por otro lado, se realizaron analisis de correlacion de Pearson para
evaluar las asociaciones entre las caracteristicas de la actividad de la LSH con
la duracion del ayuno nocturno y el momento de la ingesta de alimentos.
También, se utilizé un analisis de medidas repetidas (ANOVA) para determinar
las diferencias significativas en las caracteristicas de los ritmos de actividad de
LSH, como la amplitud, la acrofase y el porcentaje de ritmicidad, entre la duracién
del ayuno largo y corto, la cena temprana o tardia y el almuerzo temprano o
tardio. Ajustando por la grasa corporal, el diametro de los adipocitos, la duracion

del sueio, el horario del desayuno y la cena.
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Para los analisis estadisticos de Pearson y ANOVA, se utilizé IBM SPSS
Statistics® para Windows (versién 20.0; Armonk, NY, EE. UU.) El nivel de

significacién para todas las pruebas estadisticas e hipotesis se fijéo en P< 0,050.

5.2. Estadistica del objetivo 1B

Las caracteristicas entre la poblacién que duerme siesta y no la duerme se
expresaron como media y desviacidn estandar. Las diferencias entre las

caracteristicas se evaluaron mediante la prueba T de Student.

Las variables cualitativas (como el sexo) se presentaron como frecuencia

y porcentajes, y la diferencia se evalué mediante la prueba chi-cuadrado.

Para el analisis cosinor se utilizé un programa informatico (RITME®,
version 4, desarrollado por A. Diez-Noguera, Univ. Barcelona, 2012). Para
determinar las diferentes caracteristicas de ritmos circadianos de 24 h de la
expresion de LIPE: mesor, amplitud acrofase, y porcentaje de ritmo. El
porcentaje de ritmo se calculé como el porcentaje de la varianza explicada por el
modelo coseno ajustado, que corresponde al coeficiente de determinacion de
determinacion R2 en el andlisis de regresion [213].

El valor P calculado para evaluar si un ritmo era significativo o no, se obtuvo
dividiendo la varianza de los datos explicada por el modelo coseno por la

varianza residual (o no explicada), lo que nos dio el coeficiente F Snedecor.

Para los analisis globales de la poblacion, se considerd que habia
ritmicidad en los que duermen siesta y los que no duermen siesta cuando el valor
P < 0,05, mientras que para cada individuo se consideré que habia ritmicidad

cuando el porcentaje de ritmo era >60% [93, 113].

Se realizé un analisis ANCOVA para determinar las diferencias en estas
caracteristicas entre los que duermen siesta y los que no duermen siesta,
utilizando el sexo y la edad como covariables. Otros analisis de sensibilidad
incluyeron la duracion del suefio nocturno como covariable. Se realizaron los

mismos analisis para el estudio de la actividad de lipasa sensible a hormona.

Los analisis descriptivos y de ANCOVA se realizaron mediante IBM SPSS
Statistics® for Windows (version 28.0; Armonk, NY, EE. UU.). Por otro lado, se
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utilizé el programa CirWave® (version 14.0, desarrollado por R.A. Hut; disponible
en https://www.euclock.org) como extensién de los analisis cosinor para definir
la curva cosinor. La curva se dibuj6é con el programa GraphPad® (version 8.0.2,
GraphPad Prism® disponible en http://www.graphpad.com). El nivel de
significacidon para todas las pruebas estadisticas e hipétesis se establecio con un

valor P de dos colas <0,05.

5.3. Estadistica del objetivo 2

Los datos cuantitativos de los pacientes se expresaron como media y desviaciéon
estandar. Los datos del ratio pAKT/AAKT no siguieron una distribucion normal,
por lo que se transformé en logaritmo. Usando para los analisis estadisticos el
logaritmo de la ratio pAKT/tAKT (sensibilidad a la insulina).

Se utilizé un modelo mixto lineal para determinar las posibles diferencias
entre tratamientos para la sensibilidad a la insulina (log ratio pAKT/tAKT)
considerando como factores fijos: tratamiento (C, I, M, [+M); horario (AM y PM);
y tipo de TA (subcutanea y visceral). La variable paciente se consideré como
efecto aleatorio para tener en cuenta las correlaciones entre los datos de un

mismo paciente.

El modelo considerd las interacciones entre el tratamiento y el momento
del dia, y entre el tratamiento y el tipo de tejido adiposo. Se realizaron analisis
exploratorios adicionales en ambos tipos de tejido (subcutaneo y visceral) por

separado.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con IBM SPSS® Statistics
para Windows (version 21.0, Armonk NY, EE. UU.). El nivel de significacion para
todas las pruebas estadisticas e hipétesis se fijo en P< 0,05. El error estandar
de la media del (ratio pAKT/tAKT) se calculé mediante Bootstra Stata (StataCorp.
2015. Software estadistico Stata: Release 14. College Station. TX: StataCorp
LP.). Y para disefar las figuras se utilizé el software GraphPad Prism® 8.0.

Los datos de los analisis de secuenciacion del ARN se realizaron a nivel
de transcrito. Se filtré los transcritos manteniendo aquellos con al menos 10
recuentos en al menos 6 muestras (de 177456 transcritos a 62558 transcritos)

utilizando el paquete SARTools (incluyendo DESEQ2). Expresion diferencial con
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DESEQ2 y test de Wald. pval-cutoff = 0.05. Los analisis de enriquecimiento de
rutas (Pathway Enrichment Analyses, PEA) se realiz6 con el paquete
clusterprofiler consultando la base de datos kegg (funcién enrichkegg). No se
obtuvo un FDR significativo, sin embargo, representamos aquellos que alcanzan
significacidon sin ajuste dividiéndolos en genes regulados al alza o a la baja en

las muestras tratadas con (I+M) en comparacion con | solo.

5.4. Estadistica del objetivo 3

Las caracteristicas de los participantes se expresaron como media y desviacién
estandar. La liberacion de glicerol se expres6 en mol/h/g por tejido. Los datos de
mol/h/g de glicerol no seguian una distribucion normal, de manera que se
transformaron logaritmicamente, usando para los analisis estadisticos el

logaritmo de mol/h/g de glicerol.

Se utiliz6 un modelo mixto lineal para determinar las diferencias
potenciales en la liberacion de glicerol entre las distintas condiciones de
tratamiento, considerando como factores fijos: el tratamiento (C, eTRE, dTRE,
24h-F); el momento (cada punto del ciclo circadiano). El individuo se considero
el efecto aleatorio para analizar las correlaciones entre los datos del mismo
paciente. La variable de respuesta fue el logaritmo de la liberacién de glicerol
(mol/h/g).

Se desarrolld un modelo secundario mixto para analizar las diferencias
entre eTRE y dTRE en la liberacion media de glicerol en 24 horas después de
emparejar por duracion del ayuno tanto eTRE como dTRE. Considerando como
factores fijos: el tratamiento y la duracion del ayuno, y como factor aleatorio, el
paciente. Se consideraron las interacciones entre el tratamiento y la duracion del

ayuno.

Todos los analisis se ajustaron por distintas covariables; edad, sexo,
tratamiento farmacolégico y cronotipo individual (Cuestionario de matutinidad-
vespertinidad de Horne- Ostberg (MEQ)).

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics para
Windows (version 28.0; Armonk, NY, EE.UU.). Todas las pruebas estadisticas y

el nivel de significacion de las hipotesis fueron P< 0,05. El error estandar y la
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liberacion total de glicerol durante 24 horas se calculé mediante IBM SPSS
Statistics. El Software GraphPad® (versién 8.0.2, de http://www.graphpad.com)

se utilizé para realizar las figuras.

6. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO

Se realizd una revision sistematica sobre el tema objeto de estudio para el

desarrollo de este trabajo utilizando las reglas del método cientifico.

Para la busqueda bibliografica se utilizé la base de datos PubMed (EE.
UU.). S. National Library of Medicine), base de datos informatica a la que se
puede acceder a través de Internet en la URL www. Ncbi nim NIH. Gov/PubMed,
que tiene acceso a revistas con alto factor de impacto en el campo en el que se
enmarca esta tesis, como obesidad, melatonina, sensibilidad a la insulina, LIPE,

siesta, glicerol, ayuno intermitente, etc.
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HUMANOS: HORARIO DE COMIDA Y AYUNO






RESULTADOS Y DISCUSION

Existencia de ritmo circadiano

El mejor método para el estudio de la fisiologia del tejido adiposo humano es
hacerlo en el propio tejido. Sin embargo, es un procedimiento muy complicado
de llevar a cabo, ya que el método de obtencién es invasivo para el sujeto y
ademas, para su analisis en cronobiologia es necesaria una cantidad importante
de tejido adiposo, ya que se necesitan entre 40-50 gramos de tejido para realizar
un analisis de 24 horas. Los disefios experimentales en cronobiologia se
fundamentan en que todas las variables bioldgicas exhiben ritmo. Para las
variables de tiempo, el efecto del intervalo de muestreo es muy importante, ya
que a medida que se aumenta la frecuencia de muestreo nos acercamos cada
vez mas a una realidad representativa del ritmo bioldgico, por ello es esencial

una recogida minima de 6 puntos durante las 24 h del dia [214].

Existencia de ritmo circadiano robusto en LSH y LIPE

Nuestros resultados demuestran la existencia de un ritmo circadiano robusto en
la actividad de la LSH (P= 0,023), alcanzando su punto de maxima expresion a
la media noche. Asimismo, se observa un patron similar en la expresién del gen
que codifica para la LSH, el LIPE, que también muestra un ritmo circadiano muy
marcado (P= 0,0002) con una acrofase también muy cercana a la media noche
(Figura 24).

La caracteristica de la poblacion estudiada se detalla en la siguiente tabla
(Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas generales de la poblacién estudiada para el objetivo 1A.
Poblacion total (n=18)

CARACTERISTICAS Media | DS
Edad (afios) 46 11
IMC (kg/m?) 42 6
Grasa corporal total (impedancia; %) 41,06 | 8,87
Rasgos de sindrome metabdlico
Circunferencia de cintura (cm) 126,57 | 15,32
*Triglicéridos (mmol/L) 1,51 0,82
*Glucosa (mmol/L) 6,43 | 1,87
*HDL-c (mmol/L) 1,26 | 0,46
*Presion arterial diastolica (mmHQ) 82,78 | 6,18
*Presion arterial sistolica (mmHg) 138,22 | 15,16
Puntuacién de Sindrome Metabdlico 3,18 | 1,38

HABITOS DE VIDA
Horarios de comida

Inicio de desayuno (hh:mm) 8:51 1:03
Inicio de comida (hh:mm) 14:40 | 0:36
Inicio de cena (hh:mm) 21:43 | 0:49
Inicio del suefio (hh:mm) 0:29 | 1:05
Duracion del suefio (h) 7,15 | 1,44
Duracion del ayuno nocturno (h) 10,78 | 1,44

TEJIDO ADIPOSO

Tamano total de los adipocitos (diametro; um) | 97,62 | 8,72
pm: micrometro; *Condiciones de ayuno.

Como podemos observar en la tabla 6, la poblacién estudiada, esta
constituida por individuos que pertenecen al grupo de obesidad de grado 3, por
su IMC >42 (kg/m?), y que presentan concentraciones de glucosa en ayunas
elevadas, mientras que el resto de valores se encuentran dentro de la normalidad

de acuerdo con la Federacion internacional de diabetes (IDF, “International
Diabetes Federation” , por sus siglas en inglés) [215]. El horario habitual de las

comidas de los sujetos estudiados coincide con los horarios tipicos en Espania,
siendo la duracion de suefo nocturno inferior a 7 horas. Los adipocitos se
consideran grandes, ya que presenta un tamano o diametro mayor a 90 um [216],

lo que era de esperar por ser individuos con obesidad clase 3.
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Figura 24. Actividad LSH y expresion de LIPE en tejido adiposo subcuténeo, ritmos circadianos.
LSH (A) y LIPE (B), a lo largo del dia, y su ajuste a una curva de coseno. Se recogieron muestras
de explantes de TA humanos cada 4 h durante 24 h (las horas de muestreo fueron: 8 h (T0), 12
h (T4), 16 h (T8), 20 h (T12), 24 h (T16), 4 h (T20) horas del dia).

Tal y como se menciona en la introduccion, las enzimas que actuan en la
cascada lipolitica son tres: ATLG, LSH y MGL. Y aunque pueda parecer que
todas las lipasas cooperan a la par en el proceso de lipdlisis, sabemos que,
mucho antes de la activacion de la PLIN1, las vias mediadas por PKA y PKG son
capaces de activar la LSH, siendo esta la primera enzima de la cascada de
lipdlisis en actuar. A pesar de que la principal funcion de la LSH es la hidrolisis
del DAG [55, 56], también se conoce que actua de manera coordinada con ATGL
para la hidrdlisis del TG, asi como la de otros lipidos, por ejemplo: MAG, esteres
de colesterol, esteres carboxilicos de cadena corta; siendo la LSH, de entre todas
las enzimas, la mas versatil y de mayor relevancia en la degradacion de lipidos
en el tejido adiposo [217]. La LSH fue de las primeras enzimas en ser

descubiertas y es desde entonces la que mas se vincula al proceso de la lipdlisis,
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a pesar de que anos después salieran a la luz el resto de las enzimas [57].
Ademas, hoy en dia sabemos que es la proteina mas importante en el proceso
de lipdlisis del TA [55, 56]. Previamente se ha demostrado que la fosforilacion ex
vivo de la LSH por la PKA recombinante puede aumentar la actividad de la
enzima en un 100%. Por ese motivo, en este trabajo para determinar la actividad

lipolitica del TA, se emplea la relacion fosforilada/ total, pLSH-tLSH [218].

La acrofase de LIPE y LSH

Cuando analizamos los diferentes parametros del ritmo, observamos que,
aunque las caracteristicas del ritmo son bastante similares entre la enzima LSH
y su gen LIPE, la acrofase de LIPE se situa en la noche, pero ligeramente antes
que la acrofase de la actividad de LSH (alrededor de las 22:00 h para LIPE vs.
23:30 h para la actividad de LSH). Es decir, que la expresién maxima del gen se
produce 1 h y 30 minutos antes que la actividad de la LSH, entendemos que esta
diferencia se debe al tiempo necesario para expresar el gen y realizar la
traduccion y activacion de la proteina mediante fosforilacion [244] (Figura 25).

Actividad LSH o B

LIPE °

0 4 8 1216 20 0 4 8 12 16 20 O

Acrofase (h)

Figura 25. Mapa de fases obtenido a partir de andlisis cosinor de la actividad
de la LSH y la expresion del gen LIPE para la poblacion total. Los valores se
muestran como valores medios en puntos, y los limites superior e inferior
(95% de confianza) en lineas continuas.
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El hecho de que la maxima actividad de la LSH tenga lugar a medianoche
sugiere que el reloj circadiano es capaz de predecir que, durante las horas
siguientes, el individuo suele estar durmiendo, y que no es esperable la entrada
de energia por alimentos. El aumento de la actividad de la LSH es necesario
para proporcionar suficiente energia para resistir toda la noche. Estos resultados,
obtenidos en cultivo de explantes de tejido adiposo humano, concuerdan con los
obtenidos de un estudio previo realizado en participantes sometidos a
microdialisis en condiciones de vida libre y con comidas estandarizadas, en el
que el aumento de la actividad lipolitica del TA también se produjo por la noche
[219].

Las caracteristicas del ritmo de la actividad circadiana de la LSH y de la
expresion del gen que codifica esta enzima (i.e., el LIPE) tras el analisis cosinor

se representan en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros del analisis cosinor.

Mesor Amplitud Acrofase Porcentaje de

(AU) (cambio relativo) (hh:mm) ritmo (%)
LSH 1,19 0,16 23:32 28,88
LIPE 1,04 0,43 22:12 44,54

Mesor el valor medio del ritmo, Amplitud relativa es el porcentaje de los valores del mesor
(Amplitud Relativa = (Amplitud/Mesor) x 100)), Acrofase es el momento de mayor expresion
durante el ciclo diario y el Porcentaje de ritmicidad es el porcentaje de variabilidad.AU: Area

bajo la curva.

Relacion entre la lipasa sensible a hormona, gen LIPE con el
horario de la comida y el ayuno

Durante el dia existen varios factores que influyen en las concentraciones de
acidos grasos no esterificados (NEFA) circulantes, siendo uno de estos factores
el horario de la comida. Mientras que por la noche el ayuno nocturno es el factor
principal para modular la salida de los acidos grasos del tejido adiposo a la
circulacion mediante la lipdlisis del TA [219].

El ayuno hace referencia a cualquier periodo de abstencion de alimentos,

y suele aplicarse a un intervalo de tiempo superior a las 8 h normales de suefio

105



Ritmos circadianos del tejido adiposo y relacion con los habitos de vida en individuos con obesidad severa

106

nocturno [220]. El ayuno nocturno de los participantes de este estudio vario entre

aproximadamente 8 y 13 horas.

Relacién del ayuno con la actividad de la LSH

Nuestros resultados en relacion con el ayuno muestran una correlacion positiva
entre la actividad del ritmo de LSH y la duracién del ayuno (r= 0,57; P= 0,013)
(Figura 26A). Se observa que aquellos individuos que tienen una duracion de
ayuno nocturno superior a la media (11,20 horas) (media = EEM 11,95 = 0,73),
la amplitud del ritmo de actividad de la LSH era de aproximadamente del doble,
que en aquellos que tienen un ayuno nocturno mas corto, es decir inferior a la
mediana (media = EEM 9,6 £ 0,91) horas (P= 0,027), de hecho, la actividad
ritmica de la LSH en los individuos de ayuno largo fue un 91% mayor que en los

de ayuno nocturno (Figura 26B).
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Estos resultados apuntan a que una prolongacion del ayuno nocturno
aumentaria la amplitud de la actividad de la LSH, lo que sugiere una mayor
movilizacion de grasas del TA [221], tal y como lo corroboran estudios anteriores
realizados en modelos animales, en los que la actividad de la LSH aumenta en
respuesta al ayuno a través de la actividad de varias hormonas lipoliticas propias
del ayuno, como las catecolaminas, el glucagéon y la ACTH [222, 223].

En humanos, Wilkinson et al [224], observaron reducciones significativas
del peso corporal cuando los voluntarios tenian una duracién de ayuno nocturno
de 14 horas. Mientras que nuestros resultados muestran que los participantes
con una media de duracion de ayuno de aproximadamente 12 horas (ayuno
largo), tuvieron el doble de amplitud en la actividad de la LSH en TA, en
comparacién con aquellos que tienen una media de duracién de ayuno de
aproximadamente 9 horas (ayuno corto). En parte esto podria explicar el motivo

de la movilizacién de grasa corporal segun las horas de ayuno nocturno.

Relacién de Ia cena con la amplitud y porcentaje de ritmo de la
LSH

Estudios previos en modelos animales sugieren que el reloj circadiano dentro del
adipocito puede desempefiar un papel importante en la movilizacion y
acumulacion de grasa corporal [246]. Como era de esperar, nuestros resultados,
después de ajustar por tamafo de adipocitos y masa grasa corporal del individuo,
muestran que la hora de la cena se correlaciona negativamente con la amplitud
de LSH, es decir, a mayor retraso en la hora de la cena, menor amplitud en la
actividad de LSH (r= -0,760; P= 0,047) (Figura 26C). Ademas, al clasificar la
poblacién segun la mediana (21:52 h) en cenadores tempranos (aquellos que
cenaban antes de las 21:52 h) y cenadores tardios (aquellos que cenaban
después de las 21:52 h), se observa que los que cenan temprano, poseen un
60% mas de amplitud que aquellos que se consideran cenadores tardios (0,24
=+ 0,02 vs. 0,15 £ 0,02 (P= 0,035)) (Figura 26D).
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En definitiva, el hecho de que los participantes con un ayuno nocturno
prolongado muestren un aumento de casi el doble de amplitud (1,9 veces)
respecto a los que tienen una duracion de ayuno mas corto; mientras que los
que cenan temprano tienen una amplitud 1,6 veces mayor que los que cenan
tarde, esto nos da a entender que las horas de ayuno juegan un papel importante
sobre la actividad de la LSH para la movilizacion de grasa. El momento de mayor
actividad de la LSH, se produce cuando la sensibilidad a la accion de la insulina
es menor, tal y como se demostré en un experimento anterior realizado por
nuestro equipo [115], lo que era predecible teniendo en cuenta que la funcion
metabdlica LSH, es opuesta a la de la insulina, ya que la funcién de la LSH es
movilizar la grasa corporal, mientras que una de las acciones de la insulina es

acumular grasa [51].

En cuanto al porcentaje de ritmicidad de la actividad de LSH, definido
como el porcentaje de la varianza de los datos originales que es explicado por el
modelo coseno, se asocié de forma negativa con el momento de la cena (r= -
0,72; P= 0,028) (Figura 26E), es decir, a medida que se retrasa la cena, menor
porcentaje de ritmicidad de la LSH. Por otro lado, vemos una tendencia positiva
entre la duracion del ayuno nocturno y el porcentaje de ritmicidad (r= 0,66; P=
0,051) (Figura 26F), es decir, con el aumento de la duracién del ayuno nocturno
la ritmicidad de la actividad de LSH es mayor. Por otra parte, no encontramos
asociaciones significativas entre la acrofase del ritmo de la LSH ni la duracion de

ayuno nocturno o con la hora de las comidas.
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Relacién entre el tamano de adipocitos y la actividad de LSH

Por otra parte, en nuestro estudio se observa que el tamafio de adipocitos se
asocia positivamente con las concentraciones totales de LSH (r=0,75; P=0,034),
asi como con la amplitud de dicha proteina (r= 0,76; P= 0,030). Es decir, a mayor
tamano de la célula adiposa mas amplitud y actividad de la LSH (Figura 26 G-
H).

Estos resultados vendrian respaldados por datos anteriores en humanos,
en los cuales se mostraba una mayor actividad lipolitica en los adipocitos
grandes, probablemente debido al enriquecimiento de la LSH, y otras enzimas
lipoliticas [39]. También se ve apoyado por estudios anteriores en ratones, donde
se asocia el tamano de los adipocitos con una mayor movilizacion de lipidos [220,
221].

Por otra parte, estudios previos han asociado la ingesta de alimentos
tardia en la noche con un mayor riesgo de obesidad [225], dislipemia [226, 227],

hiperglucemia [228, 229] y sindrome metabdlico [230, 231].

Como se ha podido observar en varios estudios, la anomalia en el proceso
de lipdlisis puede resultar en multiples patologias como son: la obesidad, el
higado graso y la diabetes, entre otros [232]. Por ese motivo una adecuada
expresion del gen LIPE es fundamental, puesto que este gen es el encargado de

codificar la enzima clave que lleva el proceso de movilizacion de grasas [52, 217].
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Relacién entre la amplitud de LIPE y la hora de la comida

Por otro lado, con respecto al gen LIPE, vemos que la amplitud de su ritmo de
expresion se relaciona negativamente con el momento de la comida del medio
dia (r=-0,83; P= 0,020) (Figura 26l), es decir, cuanto mas tarde es la hora de la
comida, menor amplitud hay en la expresion del gen. Consideramos comedores
tardios a aquellos que presentaban la comida principal del mediodia a partir de
las 14:40 h, y se observa en la Figura 26J, que aquellos que comian mas tarde
presentaron una tendencia a menor amplitud de L/PE en comparacién con lo que

comian mas temprano (P= 0,072).

El hecho de que en nuestros resultados se observe que retrasar la comida
disminuye la amplitud del gen LIPE pondria dar explicacion a muchos estudios
anteriores. Concretamente, en estudios de casos y controles, los participantes
que comen mas tarde (después de las 15:00 h) tienen mas dificultades para
perder peso que los que comen mas temprano (antes de las 15:00) [145] o con
la cirugia bariatrica [233]. Esto podria deberse a esa disminucién de la expresion
del gen LIPE, producida por la hora de la comida que reflejan los resultados. Y
esto a su vez podria afectar directamente a la produccion y actividad de la LSH
[221].
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Resultados y discusion en relaciéon con el objetivo 1A:

Podemos concluir que LIPE y la LSH mantienen ritmos circadianos robustos y
que estos ritmos son capaces de mantenerse fuera del cuerpo, sin la influencia
del reloj central, lo que indica que son ritmos enddégenos propios del tejido
adiposo, y por tando se demuestra que dependen del reloj periférico existente
en este tejido.

Es importante resaltar que el horario de la cena y la presencia de un ayuno
nocturno prolongado esta directamente relacionado con la actividad de la enzima
LSH y por tanto con la capacidad de movilizar mas o menos grasa del tejido
adiposo. La hora de la comida esta relacionada con la amplitud del ritmo de
expresion del gen LIPE, y se muestra una menor amplitud del ritmo de expresion
del gen cuanto mas se retrasa la hora de la comida. Por otro lado, el diametro
de los adipocitos se asocia con la actividad y amplitud de la LSH, hacia una

mayor amplitud cuanto mayor es el diametro del adipocito.

Este trabajo nos ayuda a entender las relaciones entre el momento de la comida,

la duracion del ayuno y la regulacion de la grasa y el peso corporal.

Es necesario continuar investigando en mayor profundidad los mecanismos de
genes y proteinas implicados en la accion lipoliticas en mayor numero de
participantes e individuos sanos, sin obesidad para ver como afectan los horarios

de las comidas.

Estos resultados apoyan la importancia del horario de comida como herramienta

para la regulacion de la grasa y peso corporal.



RESULTADO Y DISCUSION DEL OBJETIVO 1B. LA
SIESTAY LIPE: SIESTA Y RITMOS CIRCADIANOS DEL
TEJIDO ADIPOSO.
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Los seres humanos suelen experimentar el suefio nocturno de forma ciclica una
vez al dia, debido a un control circadiano estrictamente regulado [234]. Hasta
ahora muchos estudios habian analizado los efectos de la duracién del sueno
nocturno y su incidencia en la obesidad, quedando patente que un suefio
nocturno inferior a 5 horas se asocia significativamente con el aumento de peso
y la obesidad [235-237]; pero hasta ahora no se habia investigado si la siesta se

asociaba o no con un aumento de peso corporal.

La siesta es una practica extendida en todo el mundo y es considerada
como un habito saludable [238], pero esta siendo cuestionada poco a poco por
la comunidad cientifica. Nuestros estudios recientes muestran que mientras la
siesta corta puede ser beneficiosa frente a la hipertension, y no afectar a la
obesidad, una siesta de duracion larga (mas de 30 minutos) se asocia con un

aumento del grado de obesidad de los sujetos estudiados [239].

Caracteristicas de la poblacion

Para contestar a esta pregunta hemos realizado un estudio de ritmos circadiano
en tejido adiposo de LSH y de su gen LIPE, en una poblacion de n=17 sujetos.
Los individuos se agruparon en dos grupos, uno que incluia aquellos individuos
que habitualmente dormian una siesta larga y los que no dormian siesta nunca.
Para mayor seguridad de los resultados, la poblacion fue escogida con unas
caracteristicas similares, en todos aquellos factores que pudieran influir en la
actividad lipolitica como eran edad, grado de obesidad y rasgos de sindrome

metabdlico que fueron similares en los dos grupos (Tabla 9.1 y 9.2).

Todos los individuos de este estudio dormian la siesta después de comer,
a partir de las 15:00 h (15:37 h de media), la duracion de la siesta oscil6 entre 30
y 120 min (2 h) con una duracién media de 1,18 £ 0,70 h, (siesta larga, > 30 min).
Dentro del grupo que dormia siesta habitualmente. No se observaron diferencias
significativas en el momento, la duracion y el numero de despertares nocturnos
del suefio nocturno entre los que dormian la siesta de manera habitual y los que
no la dormian. El horario de las comidas también fue similar entre ambos grupos
(Tabla 9.2).
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Tabla 9.1 Caracteristicas generales y rasgos metabdlicos de los participantes en aquellos que
duermen la siesta y los que no la duermen.

Siesta (n=8) No-siesta Prueba T de
(n=9) Student
Media | DS | Media DS #p-valor
Género (mujeres %) 50 44 .4 0,601
Edad (afos) 49,38 | 11,09 | 41,33 | 11,01 0,155
IMC (kg/m?) 39,12 | 7,26 | 43,66 | 4,30 0,071
Grasa corporal total (%) | 39,63 | 9,89 | 42,50 | 8,12 0,536
Rasgos del sindrome metabdlico
Circunferencia de 120,71 | 11,54 | 134,17 | 14,97 0,058
cintura (cm)
ICC 0,97 | 0,11 0,99 0,11 0,780
*Glucosa (nmol/L) 7,16 | 2,33 5,90 1,28 0,180
*Triglicéridos (nmol/L) 1,63 1,1 1,3 0,44 0,458
*HDL-c (nmol/L) 1,37 | 0,50 1,23 0,37 0,553
*Presion diastdlica 83,6 | 7,78 | 82,22 | 4,26 0,435
(mmHg)
*Presion sistélica 137,7 | 11,19 | 137,33 | 18,97 0,958
(mmHg)
Puntuacion SMet 3,37 | 1,50 2,87 1,35 0,497
ICC: indice cintura cadera; SMet: sindrome metabdlico; *Condiciones de ayuno.

En la Tabla 9.1, se representan las caracteristicas generales de la poblacién
estudiada en este objetivo, que consta de 17 sujetos que pertenecen al grupo de
obesidad grado 2 y 3, ya que presentan un IMC superior a 39 kg/m?. La relacion
cintura-cadera, las concentraciones séricas de glucosa, los valores de
triglicéridos y de tension arterial sistélica se encuentran por encima de los rangos
normales segun la Federacion Internacional de Diabetes (FID) en ambos grupos
[215].
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Tabla 9.2 Caracteristicas habituales de suefio y comidas en aquellos que duermen la siesta y
los que no la duermen.

Siesta (n=8) No-siesta Prueba T de
(n=9) Student
Media | DS | Media | DS #p-valor

Caracteristicas de siesta

Inicio de siesta (hh:mm) 15:37 | 0:30 - - -

Final de siesta (hh:mm) 16:52 | 1:07 - - -

Frecuencia de siesta (veces | 4.38 | 2.32 - - -

por semana)

Duracion de siesta (h) 1,18 | 0,70 - - -
Caracteristicas de suefo nocturno
Inicio de suefio (hh:mm) 0:27 | 1:24| 0:30 | 0:50 0,878
Final de suefio (hh:mm) 07:35 | 0:59 | 7:58 | 0:58 0,445
Duracioén de sueio (h) 712 |1,56 | 7,41 1,25 0,676
Numero de despertares 0,88 (1,12 0,1 0,33 0,070

nocturnos/por noche

Horarios de comida

Inicio de desayuno (hh:mm) | 8:34 | 0:39| 9:14 | 1:13 0,198
Inicio de comida (hh:mm) 14:48 | 0:42 | 14:34 | 0:31 0,468
Inicio de cena (hh:mm) 21:42 | 0:41| 21:41 | 0:59 0,955
Duracién de ayuno nocturno | 10,46 | 1,01 | 11,23 | 1,71 0,283

(h)

hh:mm; horas y minutos; h: horas

Existencia de ritmo circadiano

En vista de que somos los primeros en demostrar en TA la existencia de ritmos
circadianos del gen LIPE, y la actividad de la LSH y su relacion con los habitos
de ingesta y ayuno, como vimos en el objetivo 1A; este trabajo de tesis doctoral
pretende resaltar también la importancia del habito de siesta, y su implicacién en

la movilizacién de lipidos mediante el estudio del LIPE y de la LSH.

Existencia de ritmo circadiano robusto en LIPE

Nuestros resultados muestran que los explantes de TA procedentes del depdsito
graso subcutaneo (TAS) obtenidos de pacientes sometidos a cirugia, exhiben
ritmos circadianos robustos en el gen LIPE, concretamente en la Figura 27A se
representan los analisis poblacionales globales en ambos subgrupos, para la

poblacién de siesta y para la poblacion de no-siesta. De manera general,
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encontramos que los explantes de tejido adiposo para la subpoblacion que no
dormia siesta presenta un ritmo robusto para la expresion de LIPE (P= 0,00009),
mientras que la poblacion que dormia siesta habitualmente no presenta ritmo

circadiano significativo, estando el ritmo mucho mas aplanado (P= 0,360).

Muchos estudios anteriores asocian la siesta a un mayor riesgo
cardiovascular [240], aumento de triglicéridos [241], hipertension [242] o
desarrollo de diabetes tipo |l [243]. Pero al mismo tiempo también se le ha
atribuido un caracter protector contra la obesidad y el desarrollo de SMet [244,
245].

Hasta el momento no existen trabajos que hayan estudiado directamente
la lipolisis en explantes ex vivos de TA, y mucho menos que lo relacionen con
los ritmos circadianos del gen LIPE y la enzima LSH. Lo que hace de este estudio

algo unico, pero también sin bibliografia previa con el cual comparar.

Nuestros resultados muestran que no dormir la siesta produce un ritmo
robusto para la expresion de LIPE, mientras que el dormir la siesta aplana el
ritmo. Como ya se ha comentado previamente, LIPE es el gen encargado de
poner en marcha la movilizacion de grasas mediante activacién de varias

proteinas, entre ellas la lipasa sensible a hormona [52].
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Asi mismo, podemos apreciar el ritmo de expresién de LIPE de manera
individual dentro de cada subgrupo (Figura 27B). Y observamos, que entre los
que no duermen siesta, cinco de nueve individuos muestran un ritmo significativo
en la expresion de LIPE, mientras que entre los que si duermen siestas, solo un

individuo (de ocho) muestra un ritmo significativo.

En el conjunto de individuos que duermen habitualmente siesta, el
aplanamiento de la amplitud del ritmo circadiano de LIPE es de un 71% en
comparacion con los que no la duermen. Curiosamente, se muestra como la
disminucién de la amplitud en los que duermen la siesta se relaciona con la
frecuencia de la siesta, es decir, cuantas mas veces dormian la siesta, menor es
la amplitud del ritmo de LIPE (estos datos se tratan con mas detalle mas
adelante, en el apartado “Relacién entre los parametros de ritmo y los habitos de
vida y las caracteristicas de la poblacion” de la pagina 133). El hecho de que la
expresion de LIPE se relaciona con cantidad de enzima LSH; y que la actividad
de este enzima (y su ritmo) se asocia con una mayor movilizacién de grasa
sugiere que la siesta podria inducir la acumulacién de grasa abdominal mediante
la alteracién del ritmo circadiano de la expresion del gen LIPE (aplanamiento de
su ritmo). Estudios anteriores han demostrado que la alteracion de LIPE esta
relacionada con una menor movilizacion de lipidos en el tejido adiposo [246].
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Caracteristicas de los parametros de los ritmos circadianos de
24 h de LIPE

Las caracteristicas de los ritmos circadianos de la expresion de LIPE vy el
diametro de adipocitos, y las diferencias existentes en los dos grupos de
individuos estudiados (los que duermen siesta y los que no la duermen), se
representan en la Tabla 10. Nuestros resultados mostraron diferencias
significativas en la amplitud, la acrofase y el porcentaje de ritmo entre aquellos
que duermen habitualmente siesta y los que no la duermen. Es decir, la
amplitud se reduce aproximadamente un 71 % en los que duermen siesta con
respecto a los que no duermen la siesta (P= 0,035). La acrofase (i.e., la hora
de maxima expresidon del gen LIPE), se retrasa de forma significativa en los
que duermen siesta, siendo a las 23:06 h, respecto a los que no duermen la
siesta 21:25 h, es decir hay una diferencia de aproximadamente 2 horas entre
un grupo y otro (P= 0,018) y, ademas, en aquellos que dormian la siesta de
manera habitual, su porcentaje del ritmo disminuyd en un 86% en
comparacion con los que no dormian la siesta (P= 0,038). Por el contrario,
la expresion media de 24 h de LIPE fue similar entre ambos grupos (P=
0,616) (tras ajustar por sexo, edad y duracién del suefio nocturno). En
cuanto al diametro de Ilos adipocitos, no se observan diferencias

significativas entre los que duermen y los que no duermen la siesta (P= 0,792).
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Tabla 10. Caracteristicas de los ritmos circadianos de 24 h de expresién de LIPE y tejido adiposo
en subgrupo siesta y no siesta.

Siesta No-Siesta ANCOVA | ANCOVA
(n=8) (n=9)
Media | DS | Media| DS | p-valor* | p-valor**
Caracteristicas del ritmo
Expresion de LIPE
Media (Cambio 13,04 | 1,52 | 12,50 | 1,55 0,691 0,616
relativo)
Amplitud (% 30 14 55 40 0,062 0,035
normalizado)
Acrofase (hh:mm) 23:06 | 5:12 | 21:25 | 2:12 0,053 0,018
Porcentaje de 35,18 | 20,71 | 52,86 | 33,19 0,159 0,038
ritmicidad

Tejido Adiposo
Diametro de 96,43 | 7,1 98,80 | 10,77 0,537 0,792
adipocito (um)
pm, micrometros; *Ajustado por sexo, edad; **Ajustado por sexo, edad y duracion del suefio
nocturno.

Cabe destacar que en la poblacion total se observa que la acrofase del
ritmo de LIPE se produce sobre las 22:12 horas y la acrofase de la LSH sobre
las 23:41 horas. Estos resultados concuerdan con estudios previos en la que la
actividad de la lipdlisis era mayor durante la noche, que es cuando las personas

suelen dormir y ayunar [219].

Cuando hablamos de la acrofase en aquellos que no duermen siesta, la
maxima expresion de LIPE ocurre sobre las 20:00 horas, coincidiendo con el
punto temporal CT12 como podemos observar en la (Figura 27). Por el contrario,
los que duermen la siesta, su acrofase se retrasa aproximadamente 2 horas mas
tarde, estando mas cerca del punto temporal CT16. Estos datos dan entender

que la siesta es capaz de retrasar el punto de maxima de actividad de lipdlisis.

Es posible que la disminucion de la expresion de LIPE con la siesta se
deba a que los individuos se encuentran durmiendo, ya que se asemeja a la
disminucién de la expresién de LIPE que se produce por la noche, cuando el
individuo duerme (resultado del anterior objetivo). Y es que una regulacion
circadiana 6ptima de la expresion de LIPE, con una amplitud elevada y la

acrofase al inicio del ayuno nocturno, esta asociada con una distribucion y
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movilizacion adecuada de grasa del tejido adiposo, teniendo en cuenta que la
actividad maxima de la LSH sigue 1,5 horas después de LIPE [247].

Existencia de ritmo circadiano robusto en la LSH

Como analisis exploratorio, vemos que la LSH presenta ritmicidad para el
subgrupo que no duerme siesta (P= 0,020), mientras que en el subgrupo que
duerme siesta pierde la ritmicidad (P= 0,112) (Figura 28). Esta enzima esta
codificada por el gen LIPE [55], y ademas es clave en la funcion reguladora de
la lipdlisis en los adipocitos [52, 217]. Los resultados de este objetivo confirman
la presencia de ritmicidad al analizar la LSH, a pesar de que no se conozcan con
exactitud los mecanismos biolégicos que podrian vincular la siesta con la
obesidad abdominal. Aun asi, varias son las razones que podrian dar una
explicacion a la relacion entre la siesta, la obesidad abdominal y el sindrome
metabdlico [248].

Una de las razones que podrian explicar la relacion entre la siesta y
aumento de obesidad, podria ser la activacion del sistema nervioso simpatico
(SNS) que se ha asociado a la obesidad [249] y también la alteracion de los
ritmos circadianos [77]. Se sabe que el reloj biolégico desempefia un papel
fundamental en la regulacion del suefio y el peso corporal [197, 250] y
precisamente la desregulacion de estos ritmos se ha asociado al desarrollo de
sindrome metabdlico [77]. Es importante recalcar que biolégicamente estamos
disefados para dormir por la noche [251], por lo que podriamos considerar que
una siesta diurna estaria actuando como disruptor circadiano. Una de las
hormonas relacionada con la obesidad abdominal es el cortisol [201], hormona
circadiana por excelencia, que se eleva tras el despertar nocturno. Hay estudios
previos que han observado que la siesta diurna es capaz de elevar las
concentraciones de cortisol, lo que podria explicar en parte la relacion entre la
siesta, las alteraciones circadianas y la obesidad [199, 202, 252]. Y si bien la
obesidad se ha relacionado con la alteracion de los ritmos circadianos de los
genes involucrados en la lipdlisis y lipogénesis [253, 254], no se ha revisado el
papel de la siesta sobre el comportamiento de los genes precursores de la

lipdlisis.
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Caracteristicas de los parametros de los ritmos circadianos de
LSH

En cuanto a las caracteristicas del ritmo de la actividad de la LSH, observamos
una tendencia hacia un retraso de la acrofase en aquellos que duermen siesta
(P= 0,056), respecto a los que no la duermen, tras ajustar por sexo, edad y
duracién del suefio nocturno. En relacion con la expresion media de 24 h de LSH,
la amplitud y el porcentaje del ritmo de la actividad circadiana de LSH, estas
caracteristicas fueron similares entre ambos grupos (siesta y no siesta) (Tabla
11).

Tabla 11. Caracteristicas de los ritmos circadianos de 24 h de expresién de LSH y tejido adiposo
en subgrupo siesta y no siesta.

Siesta No-Siesta ANCOVA | ANCOVA
(n=8) (n=9)
Media | DS | Media | DS | p-valor* | p-valor**
Caracteristicas del ritmo
Expresion de LSH
Media (Cambio 0,79 | 0,55 | 0,75 | 0,30 0,895 0,841
relativo)
Amplitud (% 0,16 | 0,13 | 0,20 | 0,10 0,555 0,564
normalizado)
Acrofase (hh:mm) | 00:49 | 5:04 | 19:41 | 4:09 0,100 0,056
Porcentaje de 30,26 | 26,29 | 46,35 | 25,68 0,211 0,170
ritmicidad

Significancia | Significancia
Ritmicidad 0,112 0,020
Circadiana (P valor)

% normalizado, proceso de ajustar los datos para expresar la amplitud de los ritmos de
manera estandarizada.

Tal y como se representa en la Tabla 11, al igual que sucedia en la
expresion circadiana del gen LIPE, en el ritmo circadiano de la actividad de la
LSH, podemos observar un retraso de la acrofase en aquellos que duermen
siesta habitualmente (00:49 h) en comparacion con los que no la duermen con
asiduidad (19:41 h), habiendo una diferencia aproximada de 4 horas. Sin
embargo, quizas por falta de potencia estadistica, la diferencia no llega a ser

significativa. Por otra parte, se aprecia una disminucion de la amplitud en un 21%
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en los que duermen siesta, en comparacion con los que no la duermen, aunque
esta diferencia tampoco alcanzé la significacion. Este aplanamiento del patron
del ritmo circadiano de la actividad de LSH se traduciria en una mayor dificultad
en la movilizacion de grasa desde los depdsitos de tejido adiposo, dato que
estaria apoyado por estudios previos de experimentacion animal, en los que se
ha observado una menor movilizacién de grasa asociado al aplanamiento del
ritmo de la actividad de la LSH [221].

Relacién entre los parametros de ritmo y los habitos de vida y
las caracteristicas de la poblacién

Al comparar los habitos de suefio de la poblacién estudiada con las
caracteristicas de los ritmos circadianos de los explantes de tejido adiposo,
obtuvimos los siguientes resultados: La amplitud de LIPE se correlaciond de
forma significativa con la frecuencia de la siesta, es decir, a mayor frecuencia de
siesta (numero de siesta por semana) menor amplitud del ritmo de expresion de
LIPE (r=-0,797; P= 0,018). Ademas, la amplitud del ritmo se correlacion6 con el
horario de la comida principal del mediodia (la comida anterior a la siesta), con
una amplitud menor si se retrasaba el horario, es decir cuanto mas tarde se come
hay una tendencia a una menor amplitud (r= -0,648; P= 0,083). Estos resultados
podrian explicar en parte los resultados de nuestros estudios [145] que muestran
que los individuos que comian mas tarde el mediodia (después de las tres de la
tarde) perdian menos peso que los que comian antes de las tres, durante un
tratamiento de pérdida de peso. Ya que el aplanamiento del ritmo de LIPE, y de
la actividad de LSH se ha visto relacionado con una menor movilizacion de la
grasa [246].

El estudio de la siesta es un tema de interés en la ciencia actual.
Concretamente en la duracion de la siesta. No hay un criterio fijo para diferenciar
la siesta corta de la siesta larga, pero de manera general en numerosos estudios
se suele asignar la siesta corta con una duracién igual o menor de 30 minutos, y

la siesta larga a aquella que dura mas de 30 minutos [243].

En el presente estudio, debido a la importancia de la duracion de la siesta,
se decidio dividir dentro del grupo de siesta por duracion de siesta corta y larga.

Asignandose siesta corta a aquellas inferiores o iguales a 30 min y siesta larga
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a las siestas superiores a 30 min, para analizar los efectos de la siesta corta y
siesta larga con caracteristicas metabdlicas y del ritmo de gen LIPE de la

poblacion.

Relacién entre las caracteristicas metabodlicas y la duracion de
siesta

En estos analisis se observa que las personas que duermen siestas de mas de
30 minutos (>30 min), tienen un perimetro de cintura-cadera mayor (P= 0,029)
con respecto a las que las duermen siesta mas corta. Asi mismo ocurre con la
puntuacion SMet (P= 0,030). A pesar de no observarse diferencia significativa,
si se puede reparar en una tendencia a mayor concentracion de glucosa sérica
(nmol/L) (P= 0,054) y mayor presion sistolica (mmHg) (P= 0,068) en aquellos
individuos que dormian siestas largas que en los que dormian siestas cortas, tal

y como se contempla en la Tabla 12.

Asi mismo, para las caracteristicas del ritmo de L/PE, observamos que
tanto la amplitud como la acrofase fue menor en aquellos individuos que
presentaron una siesta larga en comparacion con lo de la siesta corta, y ademas
la acrofase se adelantd en los de siesta larga al comparar con siesta corta. Sin

embargo, estas diferencias no fueron significativas (P> 0,1)

La duracién parece ser la variable que influye en que la siesta sea
beneficiosa o no. Gribble AK et al. realizé un estudio de cohortes prospectivo en
el cual se encontré una asociacion positiva entre la duracion de siesta de mas
de 30 minutos y el desarrollo de SMet dentro de la cohorte mediterranea SUN
[255]. Asi mismo otros muchos estudios [256] han establecido una asociacién
entre las siestas diarias de mas de 30 o 60 minutos con un mayor riesgo de
desarrollar diabetes tipo Il [241], enfermedades cardiovasculares [257], aumento
de concentraciones de triglicéridos [258] y, en términos generales con el
sindrome metabdlico [259]. Investigaciones previas han relacionado siestas
superiores a 30 minutos con un aumento de la adiposidad abdominal [260, 261],
un reciente metaanalisis indica una asociacion positiva entre la siesta y el riesgo
de obesidad, aumentando significativamente la aparicion de obesidad cuando la
duraciéon de la siesta superaba los 60 minutos [262]. A pesar de ello, no se ha

dilucidado todavia el mecanismo biolégico subyacente a este hecho.
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Tabla 12. Caracteristicas del sindrome metabdlico y ritmos circadianos de la expresion de LIPE
de los participantes que duermen habitualmente siesta corta y siesta larga.

Categorias de siesta diurna
(min)
<30 min > 30 min Prueba T
n=3 n=5 Student
Media | DS | Media | DS p-valor
CARACTERISTICAS
Rasgos del sindrome metabdlico

ICC 0,87 0,01 1,03 0,09 0,029

*Glucosa (nmol/L) 5,19 0,13 8,34 2,20 0,054

Presion sistdlica 128,6 3,51 143,2 | 10,68 0,068
(mmHg)

Presion diastdlica 80,3 9,07 85,60 7,19 0,395
(mmHg)

SMet 2,00 1,73 4,20 0,44 0,030

Caracteristicas del ritmo
Expresion LIPE

Media (Cambio 12,62 1,83 13,29 1,46 0,583
relativo)

Amplitud (% 0,31 0,09 0,29 0,17 0,818

normalizado)

Acrofase (hh:mm) 23:52 7:31 23:15 4:21 0,931

Porcentaje de 45,73 | 20,84 | 28,85 | 19,99 0,298
ritmicidad

ICC: indice cintura cadera; SMet: sindrome metabdlico; *Condiciones de ayuno.

Tal y como se ha comentado en esta memoria, nuestro grupo de
investigacion observé en una poblacion mediterranea que la siesta larga (> 30
minutos) se asociaba a mayor IMC y SMet en comparacion con los que no
dormian la siesta, y en los que muchos factores de estilo de vida y la propia
siesta podrian actuar como mediadores para la asociacién de siesta larga y
obesidad [239].

Por otro parte, observamos que la genética de la siesta puede ser un
punto clave. Nuestro grupo demostré que el habito de siesta es heredable en un
65%, y que puede estar influenciada por la genética, ya que la asociacion del
habito de siesta era del doble entre gemelas monocigdticas que entre mellizas
dicigdticas [263]. Ademas, en un estudio en el 2021 de asociacion de genoma
completo a gran escala (GWAS) de la poblacion de UK Biobank (n=452,633) y
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23andMe (n=541,333), nuestro grupo identificc 123 variables genéticas de
siesta. Ademas, mediante randomizacién mendeliana, mostramos que la siesta
podria ser causa de un aumento de presion arterial y una circunferencia de
cintura elevada [264].

La relevancia del presente estudio de esta tesis doctoral recae en que es
el primero en observar diferencias entre personas que duermen siesta
habitualmente y los que no lo hacen en el patrén ritmico de LIPE y la LSH, en
explantes de tejido adiposo humano de individuos que viven en Espafia, un pais
donde la siesta es un habito cultural. Una de las limitaciones es que los datos de
siesta eran subjetivos, ya que se obtuvieron por cuestionario. Aun asi, creemos
que la clasificacién en siesta o no es adecuada ya que, un estudio anterior mostro
una concordancia buena entre las medidas objetivas y subjetivas (cuestionarios)

en aquellos parametros relacionados con el suefio nocturno y la siesta [265].

Resultados y discusién en relaciéon con el objetivo 1B:

Los resultados obtenidos evidencian que la siesta se asocia con cambios en

los patrones ritmicos del gen LIPE y de la actividad de la proteina LSH.

Observamos que la expresion de LIPE en tejido adiposo humano muestra un
ritmo mas marcado en aquellos que no duermen la siesta, mientras que en
aquellos que duermen siesta se encuentra mas aplanado. El aplanamiento de
los ritmos circadianos de la expresion del gen LIPE puede desencadenar una
alteracién de la movilizacién de lipidos, hacia su disminucién, contribuyendo
al aumento de la obesidad abdominal en aquellas personas que duermen
siesta habitualmente. Por otro lado, nuestros datos apoyan estudios previos
al vincular la siesta larga con la obesidad abdominal y el sindrome metabadlico.

Estos resultados pueden ser un principio para un mayor entendimiento del
mecanismo subyacente de la relacion entre la siesta y la obesidad abdominal.
Pero es necesario investigaciones adicionales para poder extrapolar estos

resultados al ambito clinico.
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La melatonina y la senalizacion de insulina

En esta ultima década ha cobrado especial atencion la relacién entre la
melatonina y el metabolismo de la glucosa [187]. La melatonina se considera la
hormona de la noche y esta ligada a los ciclos de suefio/vigilia [170]. Se ha
detectado que los trastornos del suefio, como puede ser un suefio insuficiente,
favorecen el desarrollo de la obesidad [266, 267], teniendo en cuenta la
importancia de la melatonina en el suefio, podria ser que la melatonina estuviera
relacionada con la obesidad y con las alteraciones asociadas, en especial con
aquellas alteraciones asociadas con el metabolismo de la glucosa. De hecho,
estudios previos han reparado en la asociacion entre la secrecion de melatonina
durante la noche y la resistencia a la insulina [187, 268-270].

Tal y como se coment6 en la introduccion, una de las proteinas claves en
la ruta de sefializacion de la insulina es la proteina AKT, también conocida como
proteina quinasa B, PKB ( “Protein Kinase B” por sus siglas en inglés). Esta
enzima se activa y desactiva segun la accién de la insulina en el TA, y esta
activacion esta mediada por los receptores especificos de insulina, IR ( “insulin
receptor, por sus siglas en inglés) [271]. La pAKT (AKT fosforilada/activada)

aumenta cuando la insulina interactua con el adipocito.

Caracteristica de la poblaciéon de estudio

En la Tabla 13.1 y 13.2, se representan las caracteristicas generales de la
poblacién estudiada en este objetivo, que consta de 19 sujetos que pertenecen
al grupo de obesidad grado 3, ya que presentan un IMC superior a 42 kg/m?. La
relacion cintura-cadera, las concentraciones séricas de glucosa, los valores de
triglicéridos y de tension arterial se encuentran dentro de los rangos normales
segun la Federacion Internacional de Diabetes (FID) [215]. El horario de las
comidas se situa entre los horarios habituales de la poblacion espafiola y el
diametro medio de los adipocitos es mayor a 90 ym, por lo que los adipocitos se
consideran de gran tamafo, como era de esperar teniendo en cuenta el grado

de obesidad de los sujetos estudiados [216] .
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Tabla 13.1. Caracteristicas de la poblacion, sindrome metabdlico y antropometria.

Poblacion total (n=19)

Media DS
Edad (afos) 42,84 | 12,48

IMC (kg/m?) 42,14 | 8,26

Gasa corporal total (impedancia; %) 47,86 8,68

Caracteristicas del sindrome metabdlico

*Glucosa (mmol/L) 5,70 0,75
*Triglicéridos (mmol/L) 1,29 0,32
*HDL-c (mmol/L) 1,39 0,30

*LDL-c (mmol/L) 2,48 0,75
*Colesterol total (mmol/L) 45,26 | 10,95
*Presion diastélica (mmHg) 82,94 | 11,00
*Presion sistélica (mmHgQ) 120,13 | 16,76

Antropometria

Circunferencia de cintura (cm) 126,58 | 25,64
Circunferencia de cadera (cm) 139,44 | 22,43
ICC 0,90 0,09

Puntuacién SMet 2,15 1,11

ICC: indice cintura-cadera; SMet: sindrome metabdlico; *Condiciones de ayuno.
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Tabla 13.2. Caracteristicas de la poblacion, horario de comida y caracteristicas del suefo
nocturno.

Poblacion total (n=19)
Media | DS
Tamaio de adipocitos (um)
Subcutaneos 110,50 | 7,98
Viscerales 108,48 | 8,01
Horario de comida
Inicio de desayuno (hh:mm) 8:38 | 1:27
Inicio de comida (hh:mm) 14:54 | 0:38
Inicio de cena (hh:mm) 21:28 | 0:39
Caracteristicas del suefio nocturno
Inicio del suefio (hh:mm) 23:20 | 1:12
Final del suefio (hh:mm) 6:39 | 1:00
Duracion del suefio (h) 7:30 | 1:16
Numero de despertares 1,43 | 1,16
hh:mm: horas y minutos; h: hora

Tratamiento simultaneo de melatonina e insulina

Nuestros resultados muestran una interaccion significativa entre los diferentes
tratamientos (control, insulina, melatonina e insulina mas melatonina) y el tiempo
(AM y PM) para la sensibilidad del tejido adiposo a la accién de la insulina (i.e.,
logaritmo del ratio pAKT/tAKT (P= 0,020)); mientras que no se observa una
interaccion significativa entre el tratamiento y el tipo de tejido (subcutaneo o
visceral) (P> 0,05). Por ello, el resultado principal del modelo mixto se representa
en condicién de mafana (AM) y condicidon de noche (PM) de manera separada,
pero sin tener en cuenta el tipo de tejido, tal y como se muestra en la Figura 29.
Los resultados principales muestran diferencias significativas entre el tratamiento
con insulina (I) y con insulina mas melatonina (1+M), para el ratio pAKT/tAKT solo
en la condicion de noche (PM) (P< 0,0001), dando a entender que se produce
una disminucion de la sensibilidad a la insulina cuando se afiade la melatonina

por la noche. Por otra parte, como era de esperar, se observan diferencias
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significativas en el ratio pAKT/AAKT entre el control y la insulina (P< 0,0005) lo
cual nos da garantia de que la insulina esta actuando segun lo previsto, es decir
que se esta uniendo a su receptor, y que se ha producido la cascada de
respuesta a la insulina. Ademas, se observan diferencias significativas en el ratio
pAKTHRAKT entre la melatonina y la insulina (P< 0,0001), todo esto se da en
ambas condiciones, manana y noche. Por el contrario, entre el control y la
melatonina no hay diferencias significativas en ninguna de las condiciones (P>
0,05) (Figura 29).

En humanos las variaciones posprandiales de la insulina estan vinculados
al momento del dia. Estudios previos muestran que a ultima hora del dia se
produce una disminucién de la secrecion de insulina y una disminucion de la
sensibilidad de los tejidos a la accion de la insulina lo que contribuye a una peor
tolerancia de la glucosa a horas tardias [272]. Carrasco-Benso et al [115] fueron
los primeros en demostrar que la sensibilidad a la insulina mostraba un ritmo
circadiano en tejido adiposo humano, y que la maxima sensibilidad se alcanzaba
al medio dia, siendo 54% veces mayor por la mafana que por la noche. Estos
datos pudieron ayudar a explicar en parte las variaciones de glucemia que se
producian en respuesta a las comidas, siendo notablemente mas altas por la
noche [118, 273]. Son por tanto los factores ambientales o de comportamiento
(Horario de la comida) los que podrian estar contribuyendo de manera
significativa al desarrollo de la resistencia a la insulina [274]. Aun sin saber los
mecanismos subyacentes a ese efecto, es importante sefialar que varios
estudios han observado que la melatonina se relaciona con el metabolismo de la

glucosa [187].

Como hemos comentado anteriormente, nuestros resultados apuntan a
una disminucion de la sensibilidad a la insulina tras la exposicion simultanea de
melatonina e insulina en TA. Estos resultados estarian respaldados por estudios
previos en humanos, que muestran que cenar tarde, cuando la melatonina
enddégena esta elevada, se asocia con hiperglucemia [228, 268], y que comer
durante la noche biolégica es capaz de producir diversas alteraciones
metabdlicas, dentro de las cuales encontramos una elevada glucosa e insulina
posprandial [118]. De hecho, se ha podido observar una similitud en la respuesta

posprandial de personas sanas durante su noche biolégica con la de sujetos
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prediabéticos [250]. También se ha demostrado que aquellos portadores del
alelo de riesgo para el receptor 2 de melatonina MTNR1B poseen una peor
tolerancia a la glucosa [275], dando a entender que la melatonina estaria

implicada en el empeoramiento de la sensibilidad a la insulina al cenar tarde
[276].
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* 1 *
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Figura 29. Cambios en la sefializacion de la insulina (ratio pAKT/tAKT). Efectos de la melatonina
en el tejido adiposo en condiciones matutinas (9:00 AM) y vespertinas (9:00 PM) mostrando una
sensibilidad a la insulina reducida. Se representan los tratamientos (C= Control. M=melatonina.
I=insulina. I+M= insulina mas melatonina). Los datos se presentan como media == EEM. La AKT
fosforilada (pAKT) y la AKT total ({tAKT) se midieron mediante Western blot en muestras de tejido
adiposo en cultivo. * Indica significacion estadistica (P< 0,0001) entre Insulina (l) e Insulina mas
Melatonina (I+M) y Control (C) frente a Insulina (I).

La ingesta tardia de alimentos en la cena o el consumo de melatonina
farmacolodgica cerca de las horas posteriores a la cena, son practicas que si se
producen de manera recurrente puede conducir al desarrollo de diabetes tipo Il
[277].

Hasta el momento, muchos estudios centrados en la alimentacion tardia
[229, 278] o0 en el efecto de la administracion de la melatonina cercanos a la hora
de la cena, tanto en mujeres de avanzada edad [269] como jovenes [268],
consideraron que la melatonina es la implicada en un empeoramiento del

metabolismo de la glucosa.
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Otro estudio a destacar fue el realizado por mi grupo, al demostrar que los
mismos individuos cuando cenaban tarde (en presencia de concentraciones de
melatonina enddégena) mostraban una peor tolerancia a la glucosa que cuando
cenaban temprano. Ademas, la disminucion de la tolerancia a la glucosa fue
mayor en aquellas personas portadoras del alelo de riesgo G en MTNR1B que
en los no portadores [229, 279], siendo aquellos individuos que cenaban mas

tarde los que mostraban la peor tolerancia a la glucosa.

Sensibilidad nocturna de la insulina a la melatonina

Con el fin de lograr una mejor comprension de los resultados, a continuacién
realizamos un analisis exploratorio adicional separando ambos depdsitos de TA,
basandonos en literatura previa que demuestra que ambos tipos de TA (visceral
y subcutaneo) tienen efectos metabdlicos diferentes, siendo el VAT el mas
nocivo [25]. Al observar ambos tejidos por separado, es cuando de manera visual
nos dimos cuenta de que la reduccién de la sensibilidad a la insulina mediada
por la melatonina era mas pronunciada por la noche en el tejido visceral que en
el subcutaneo (Figura 30). Nos abstuvimos a realizar los analisis estadisticos,
ya que inicialmente no observamos una interaccion significativa de los resultados

con el tipo de tejido.

TAS
Ratio (pAkt/tAkt)
e
TAV
Ratio (pAkt/tAkt)

Figura 30. Efecto de la melatonina sobre la sensibilidad a la insulina (ratio pAKT/tAKT), por la
noche (PM), en el tejido adiposo subcutaneo (TAS) (A) y en el tejido adiposo visceral (TAV) (B).
Se muestran datos individuales. El efecto de la melatonina es mas pronunciado en el TAV.
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El hecho de que el TA visceral esta mucho mas vinculado a las
alteraciones metabdlicas que el TA subcutaneo [280], explicaria que la
sensibilidad del tejido adiposo a la insulina fuera menor el TA visceral, y que el
efecto de la melatonina sobre la sensibilidad a la insulina fuera también mayor
en el tejido visceral que en el subcutaneo como observamos en la Figura 30.

A pesar de que no existen estudios previos en explantes de TA que
validen nuestros resultados sobre el efecto de la melatonina sobre la sensibilidad
a lainsulina, si se ha podido observar, en lineas celulares de adipocitos, el efecto
de la melatonina sobre el GLUT4 y la captacion de glucosa, siendo este efecto
negativo, hacia una inhibicion de la GLUT4 [185]. En otros muchos otros estudios
se ha demostrado la existencia del receptor de melatonina en adipocitos, lo que
hace mas verosimil el hecho de que la melatonina pueda actuar de manera
directa sobre el TA [281, 282].

En la otra cara de la moneda, nos encontramos con evidencias que
respaldan el efecto contrario al sugerido por nuestros resultados, es decir un
papel beneficioso de la melatonina sobre la tolerancia a la glucosa. Algunos
estudios afirman que una administracion prolongada de melatonina es capaz de
disminuir la hemoglobina glicosilada (HbA1C) [283] y de aumentar la sensibilidad
a la insulina [284] en personas con diabetes de tipo 2. Por todo esto, no es de
extrafar la actual controversia sobre el papel de la melatonina en el metabolismo

de la glucosa [187].

Los datos poblacionales medios de la sensibilidad a la insulina de los
tejidos subcutaneo y visceral en ambos tiempos (manana y noche) se observan
en las Figuras 31A y 31B, mientras que en la Figura 31C se representan los

resultados tras el analisis de Western Blot de un sujeto.

Nuestros resultados muestran que por la noche, cuando coinciden de
manera simultanea 1+M, disminuye la sensibilidad a la insulina, algo que no se

observa de manera tan evidente por la mafiana.

143



‘N3 F e1ps|y owod uesaldxs 8s sojep soT *(euluoje|dW Sew BulNSUl =|\l+| "BUIINSUI =| "BUIUOJB|SW=|A "|0JJU0D) =9)) SOjudlwe]el} SO|
uejuasaldal 8g "euUlUOJE|OW UOD sopejel; osodipe opifa) ap sajue|dxa ua ‘onpIAIpuUl UN ap }0|q UJB}SaAN Sjuelpaw sopezijeue ugisaidxa ap SajaAlu
sO| eJjsanw 9 |sued |3 (g |sued) |esaosia A (v [sued) osueinogns osodipe opife) us (IMVYYL1Myd onel) eulnsul g| ap uooezijeuas 'L einbi4

1Y

83&11'1“..!'%””#
-

e 9 je= —~EREm =g - - | 1Mv-d

I2TO0IZTTO0IZTTO0IZTCZ20
2 Z Z 2 =
SIA ans SIA ans
0005 W 000s W
Wd Y J
Wd-000SN WY-0005W Wd 0005 Y0005
2 - AL L L L N B
0o
E A
E E -50 M E E =50 &
o o
= o
o =0L
=0l W
: g
gL W =Gl >
Loz -0
|e1aasiA osodipe opila] oauenagns osodipe opila)
d v

Ritmos circadianos del tejido adiposo y relacion con los habitos de vida en individuos con obesidad severa

144



RESULTADOS Y DISCUSION

Ademas de lo ya mencionado, cuando analizamos la diferencia entre la
Insulina frente a la Insulina + Melatonina (Delta) y comparamos la mafiana y la
noche (AM, PM; tras la comparacién por test T pareado). Nuestros resultados
muestran que la diferencia fue mayor durante la condicion PM que durante la AM
(Delta AM - Delta PM = 0,709, P= 0,03) en el tejido visceral. En cambio, no hay
diferencias significativas entre Delta AM - Delta PM para la TA subcutaneo (P<
0,05). Con este resultado, nuevamente confirmamos que en la condicién de
noche parece haber un efecto de disminucion de la sensibilidad a la insulina

causada por la melatonina.

Genes implicados en el tratamiento simultaneo de insulina +
melatonina

A pesar de que nuestros principales resultados son reveladores, con el fin de
lograr una mejor compresion, realizamos una secuenciacion de la expresion del
genoma completo en las muestras de tejido adiposo de Insulina e Insulina +
Melatonina del tejido visceral en la condicién de noche, ya que fue en este tejido
y en esta condicion, cuando la adicion de melatonina a la insulina mostré

resultados mas significativos.

Es importante resaltar que nuestro analisis inicial mostré que no existian
diferencias significativas a nivel de genes entre ambas condiciones, aunque si
encontramos diferencias significativas a nivel de transcritos. Ademas, el analisis
de enriquecimiento funcional de las vias metabdlicas no dio lugar a ninguna via
significativo una vez realizado el ajuste para multiples comparaciones por lo que
representamos aquellas vias funcionales que alcanzaron significacion sin ajuste
(es decir con P< 0,05).

Los resultados de secuenciacion genética de ARNm muestran que, del
total de 62558 transcritos, 235 se expresan diferencialmente en los explantes
tratados con melatonina (I+M) en comparacién con los expuestos solo a insulina
(). Ademas, dentro de los 235 que se expresan diferencialmente, 104 estan
regulados al alza en presencia de melatonina (upregulated) en |+M y 131 estan
regulados a la baja (downregulated).

145



Ritmos circadianos del tejido adiposo y relacion con los habitos de vida en individuos con obesidad severa

146

En el conjunto de los 131 genes regulados a la baja, los analisis
ontoldgicos posteriores identificaron cuatro vias enriquecidas. Mientras, que las
vias representadas de forma significativa en el conjunto de datos de genes

regulados al alza son tres.

El diagrama de volcan muestra los genes expresados diferencialmente
para el tratamiento (1+M) en comparacion con Insulina, que se representan como

cambio log? del pliegue de expresion en la Figura 32.
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Genes mayoritariamente requlados a la baja con la melatonina

Como se muestra en la Figura 32, ciertos genes son los que estan en mayor
grado regulados a la baja; entre ellos tenemos: el gen ZNF219, también conocido
por Zinc Finger Protein 219, por sus siglas en inglés. Este gen forma parte de la
familia de genes Kruppel like zinc finger, que interviene en diversos procesos
celulares, tales como el crecimiento celular, la diferenciacion celular, la
embriogénesis y la tumorigénesis [285, 286]. Otro de los genes regulados a la
baja por la adicion de la melatonina es el gen ELP5, gen también conocido como
Elongator Acetyltransferase Complex Subunit 5 por sus siglas en inglés, que
desempefia un papel importante en la regulacion transcripcional de p53 [287,
288]. ElI p53 es una proteina que desempefia un papel relevante en el
metabolismo energético mediante la activacion de la SIRT1, gen que participa
en la activacion de cascadas de sefalizacion celular que mejoran la sensibilidad
a la insulina y la homeostasis de la glucosa [289]. Por lo que los efectos
regulados a la baja de la melatonina sobre el gen ELP5 estarian ligados a una
disminucién de la sensibilidad a la insulina. El gen HYI también llamado
Hydroxypyruvate Isomerase (Putative), también esta regulado a la baja por la
adicion de melatonina. Este gen cataliza la conversion de hidroxipiruvato en 2-
hidroxi-3-oxopropanoato y se cree que puede estar relacionada con el

metabolismo y transporte de los carbohidratos [290].

Todos estos cambios transcriptomicos que se producen al adicionar
melatonina a la insulina, sugieren que la melatonina es capaz de inhibir la

actividad de muchos de estos genes implicados en la accién de la insulina.

Genes mayoritariamente expresados al alza con al adicionar melatonina a la

insulina

TRPM?2 (del inglés, Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily M),
es uno de los genes mas sobrexpresados por la adicion de melatonina (ver figura
32). Este gen participa en el sistema inmunolégico y en el transporte de canales
idnicos. Diversos estudios han demostrado que este gen se expresa en células
pancreaticas y puede ser clave en la regulacion de la secrecion de insulina [291].
Asi, Uchida et al. demostraron una alteracion de la homeostasis de la glucosa y
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una reduccidn de la concentracidon de calcio intracelular de los islotes

pancreaticos en ratones que carecen del gen TRPM2 [292].

Vias significativas requladas a la baja

Tal y como se muestra en la Figura 33A, en el analisis de enriquecimiento de
rutas se observa la existencia de cuatro vias enriquecidas en los genes
regulados a la baja, mientras que solo tres vias estadisticamente significativas
en los genes regulados al alza (Figura 33B). Dentro de las rutas reguladas a la
baja, encontramos que una de las rutas mas significativamente enriquecidas es

la via de senalizacion de la insulina (Figura 34), esta cascada de senalizacién

explica muchos de los efectos fisiologicos de la accion de la insulina a nivel
molecular [293]. Dentro de esta ruta significativa, se pude observar que
intervienen los siguientes genes: La subunidad del complejo TSC 2 (TSC2), el
Supresor de la sefalizacion de citocinas 4 (SOCS4), y el Cbl Protooncogén B
(CBLB). Varios estudios han demostrado que el gen TSC2 posee actividad GAP,
es decir actua como proteina activadora de GTPasa, activando el complejo
Rheb-GTP, siendo este complejo proteico, un potente activador de la via
mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1, por sus siglas en inglés)
[294]. Esta via controla un amplio espectro de procesos celulares, incluido el
crecimiento, la diferenciacion y el metabolismo celular y también la sefializacion
de la insulina, lo que explicaria en parte nuestros resultados [295]. Por ende, el
gen TSC2 es por tanto un regulador critico de la sefializacién de la insulina [296].
Por otro parte, el gen SOCS4, pertenece a la familia de supresores de la
sefalizacion de citocinas. Y, a dia de hoy se han identificado varios miembros
de la familia SOCS que comparten estructura y funcion, pero las isoformas mas
estudiadas e implicadas en la regulacion de la sensibilidad a la insulina son
SOCS, SOCS3, SOCS6 y SOCS7 [297, 298]. Mientras que de SOCS4 hay
menos informacion, y la existente lo vincula con la regulacion de la senalizacion
del factor de crecimiento epidérmico entre otros [299]. En cuanto al gen CBLB,
es conocido como supresor de la activacion de las células T y B. Estudios previos
en ratones apuntan a la capacidad de cbl/-/ de suprimir potentemente la migracion
y activacion de los macréfagos, por lo que se cree que la desactivacion del gen
Cbl-b, seria una buena terapia para mejorar la resistencia a la insulina [300]. Por

otro lado, se ha detectado la mutacién de Cbl-b como factor asociado con
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diabetes en modelos de rata [301]. Segun nuestros resultados, la combinacion
de melatonina e insulina podrian estar actuando sobre los genes: TSC2, SOCS4
y CBLB, disminuyéndolos su expresion, lo cual repercutiria en la ruta de la
sefalizacion de la insulina. Y tal como se observa en nuestros resultados es la

ruta mas significativamente regulada a la baja.

Otras de las rutas significativas reguladas a la baja mediada por melatonina
fueron: la ARN polimerasa, biosintesis de la ubiquinona y otros terpenoides-
quinonas, y la ruta de protedlisis mediada por la ubiquitina (Figura 33). Y entre
los genes presentes en estas vias tenemos genes como: POLR3B esencial para
la maduracion, traduccion del ARN [302] y POLR1B que es fundamental en la
transcripcion y produccién de ARN ribosémico [303], el gen ANAPC11 participa
en la actividad ubiquitina-ubiquitina ligasa [304] y el gen COQ2 codifica una
enzima que funciona en los pasos finales de la biosintesis de CoQ (ubiquinona)
[305] (Figura 34)
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Vias significativas requladas al alta

En la Figura 33B encontramos las vias reguladas al alza mas significativas, como
son: la via de la tension de cizallamiento de los fluidos y aterosclerosis, la via de
senalizacion de la oxitocina y el guiado de axones. Y entre los genes presentes
en estas vias encontramos: el gen SEMA4A, también conocido como (del inglés,
Sema Domain, Immunoglobulin Domain (Ig), Transmembrane), que colabora en
la morfogénesis, la carcinogénesis y la inmunomodulacién [306]; MEF2C (del
inglés, Myocyte-Specific Enhancer Factor 2C), gen que participa en el desarrollo
y la actividad eléctrica neuronal [307]; el gen BMPR1B (del inglés, Bone
Morphogenetic Protein Receptor Type 1B), que participa en la embriogénesis
[308]; vy por ultimo, el gen TRPMZ2 (del inglés, Transient Receptor Potential
Cation Channel Subfamily M), que participa en el sistema inmunolégico innato y

en el transporte de canales idnicos [291] (Figura 35).
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Explicaciéon cronobiolégica de nuestros resultados

Una teoria acerca de la reduccion de la sensibilidad a la insulina por parte de la
melatonina en condicion de noche es la "causa cronobiolégica". Por ello
podemos sefalar que el ritmo circadiano de la melatonina parece ser opuesto al
de la tolerancia a la glucosa. Asi la secrecion maxima de la melatonina por la
noche (o acrofase) coincide con el nadir o la menor tolerancia a la glucosa [187].
Muchos estudios de casos y controles sugieren que la melatonina disminuye la
tolerancia a la glucosa principalmente al disminuir la sensibilidad a la insulina
[268, 269]; esto concuerda con nuestros resultados actuales, que muestran que
la melatonina disminuye la sensibilidad a la insulina en el TA humano durante la
noche. Y, ademas, se ha observado que la melatonina puede reducir la tolerancia

nocturna de la glucosa en personas sanas [268].

A pesar de que nuestro estudio revela una disminucién de la sensibilidad
a la insulina como consecuencia de afadir melatonina, hay escasa bibliografia
sobre el efecto directo en tejido adiposo humano con el que poder cotejar
nuestros resultados. Por ello es necesario mas estudios de interaccion
melatonina e insulina sobre el tejido adiposo, puesto que el consumo de
melatonina ha aumentado exponencialmente en la sociedad actual,
observandose que aproximadamente 3 millones de adultos estadounidenses han
utilizado, en el ultimo mes, melatonina sin prescripcion médica para abordar

problemas de suefio [309].
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Resultados y discusién en relaciéon con el objetivo 2:

Podemos confirmar que la exposicion simultanea a melatonina e insulina en
tejido adiposo humano reduce la respuesta a la accién de la insulina, lo que
sugiere un efecto negativo de la melatonina sobre la sensibilidad a la insulina
sobre todo por la noche, y de forma mas marcada en el tejido visceral.

Nuestros resultados han revelado la regulacion a la baja de varios genes
relacionados con la senalizacion de la insulina en presencia de melatonina, lo
que refuerza la teoria de su efecto negativo sobre el metabolismo de la

glucosa.

El objetivo final de este trabajo es proporcionar una mayor comprensiéon de la
accion de la melatonina sobre el metabolismo de la insulina. Nos insta a tener
en cuenta la hora de la cena, asi como de evaluar la hora de administraciéon
de melatonina, para evitar que coincida con la fase de ingesta nocturna (altos

picos de insulina circulante) y prevenir problemas metabdlicos.
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Tal y como se menciona en la introduccidn, a lo largo de estos ultimos afios han
surgido estrategias dietéticas basadas en el ayuno, como resultado de los
beneficios potenciales sobre el peso corporal, y otras caracteristicas del
sindrome metabdlico tal y como se muestran en este metaanalisis [310]. En la
actualidad, el ayuno intermitente se ha popularizado como una estrategia
novedosa para perder peso y combatir las enfermedades metabdlicas, ya que no
requiere métodos tediosos como algunas dietas de restriccion caldrica [311]. A
la hora de expresar el ayuno intermitente se suele utilizar una barra oblicua que
separa el numero de horas de alimentacion de las horas de ayuno. Por ejemplo,
una TRE 10/14 nos indica que la franja o ventana de alimentacion diaria son 10

horas, mientras que las 14 horas restantes son estado de ayuno.

En el presente estudio designaremos la abreviatura TRE (del inglés Time
Restricted Eating) cuando nos refiramos al ayuno intermitente. Nuestra
estrategia se baso en simular en cultivos de tejido adiposo, lo que seria un ayuno
intermitente en condiciones extremas, con 4 horas diarias de alimentacion y 20
horas de ayuno, es decir un TRE 4/20. Se simularon dos tipos de TRE, uno en
el que se alimentaba al tejido adiposo durante 4 horas por la mafana (de 8 a.m.
a 12 del mediodia) y el resto del dia en ayunas (TRE temprano); y otro en el que
se alimentaba el tejido adiposo por la tarde/noche (de 4 p.m. a 8 p.m.). Estas dos
situaciones de TRE se compararon a) entre ellas; b) con el patron de
alimentacion habitual de nuestra sociedad en el que se come durante el dia (cada
4 horas) y se ayuna por la noche (de medianoche a 8 de la mafiana) es decir
16/8; c) con una situacién de ayuno de 24 h, con el fin de alcanzar un mejor
conocimiento del efecto del TRE sobre la movilizacién de grasa en el tejido

adiposo humano.

Caracteristicas de la poblacion

Las caracteristicas generales de los participantes (n=21) se muestran en la
Tabla 14. Los individuos pertenecian al grupo de obesidad de grado 2 y 3, por
su IMC 235 (kg/m?), con circunferencia de cintura y concentraciones séricas de
triglicéridos elevadas, por encima de los valores considerados normales por la
Federacion Internacional de Diabetes (FID), mientras que el resto de valores se

encuentra dentro de los rangos habituales [215]. El horario habitual de las
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comidas de los sujetos estudiados coincide con los horarios tipicos en Espania,

y la duracion del ayuno nocturno fue de 13,41 horas.

Tabla 14. Caracteristicas generales de la poblacion estudiadas para la consecucion de los

objetivos 3.
Poblacioén total (n=21)
Media DS
Sexo (% mujer) 52,4

Edad (afios) 39,33 10,38

IMC (kg/m2) 40,51 5,56

Gasa corporal total (impedancia; %) 44,17 7,5

Caracteristicas del sindrome metabdlico
Circunferencia de cintura (cm) 121,35 13,97
ICC 0,89 0,067
*Glucosa (nmol/L) 5,54 1,81
*Trigliceridos (nmol/L) 1,87 0,79
*Presion arterial diastolica (mmHg) 79,88 14,48
*Presion arterial sistélica (mmHg) 113,94 12,28
Puntuacién de SMet 2,47 1,30
Caracteristicas del suefio nocturno

Inicio de sueno (hh: mm) 23:51 1:51

Final del suefio (hh: mm) 717 2:55
Duracion del suefio (h) 7,92 1,47

Horarios de las comidas
Inicio de desayuno (hh:mm) 7:58 1:08
Inicio de comida (hh:mm) 14:49 0:46
Inicio de cena (hh:mm) 21:01 0:39
Duracion del ayuno nocturno (h) 13,41 1,19
ICC: indice cintura-cadera; SMet: sindrome metabdlico; *Condiciones de ayuno.

Variacion en la liberacion de glicerol en distintos momentos del
dia (24 h)

Para medir la movilizacion de grasa, se cuantifico la liberacion de glicerol

(mol/h/g) por parte de los explantes de TA en el medio de cultivo.

Aunque existen varias estrategias para evaluar la lipdlisis, la evaluacion
mas directa de la lipdlisis es la medicion de los productos lipoliticos liberados por
los adipocitos o los explantes de grasa, uno de estos productos es el glicerol
[312].
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Nuestros resultados del modelo mixto muestran diferencias significativas
en la liberacion del glicerol (mol/h/g) entre los distintos tratamientos (Control,
eTRE, dTRE y 24 h ayuno) (P= 0,0001), y también para el momento circadiano
(P=0,0001). Se observa interaccion significativa entre el tipo de tratamiento y el
momento circadiano para la liberacion de glicerol (P< 0,0001), lo que sugiere que
el efecto del tratamiento sobre la liberacién de glicerol cambia en funcién del
momento circadiano. En la Figura 36 se muestra la liberacion media de glicerol
de los explantes de TA de los 21 participantes para cada momento circadiano en
los diferentes tratamientos.

Estos resultados nos dan a entender que existe una influencia tanto en el
tipo de tratamiento, como por el momento circadiano, para la liberacion del
glicerol.

Analisis exploratorios posteriores usando el mismo modelo mixto, pero
separando los resultados para cada tiempo circadiano, mostraron diferencias
significativas entre el Control y el eTRE en los puntos CTs 0,4,12,16, 20y 24;y
entre el Control y el dTRE en los puntos CTs 4, 8, 20 y 24, tal y como se observa
en la Figura 36 con los simbolos * y #. Y, ademas, el Control mostro diferencias
significativas en cada punto CT con respecto a la condicién de ayuno continuo
de 24 horas (P< 0,0001). Por otra parte, también se encontraron diferencias
significativas entre el eTRE y la condicién de ayuno en cada CT excepto en CTO
y CT24 (8 a.m.); y entre el dTRE y la condicién de ayuno en cada CT excepto en
CT4 (12 a.m.)y CT8 (4 p.m.) con mayor liberacion de glicerol en la condicion de
ayuno. Los simbolos de significacidon no se representan en la Figura 36, para

evitar confusiones.
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Figura 36. En esta figura se representa la media de glicerol cada 4 horas. Los datos se
representan con cuadrados negros para el control, cuadrados blancos con bordes negros para
la condicion de ayuno (Fasting), circulos blancos con bordes negros para eTRE y triangulos
negros para dTRE. Los asteriscos (*) y las almohadillas (#) indican significacion estadistica (P<
0,0001). Los asteriscos cuando se encontraron diferencias significativas entre control y eTRE en
los puntos de tiempo circadiano y las almohadillas entre control y dTRE. El eje X superior
representa las horas del reloj local,el recuar y el eje X inferior las horas circadianas.

Liberacion de glicerol total (24 h) entre los distintos tratamientos

La Figura 37A representa la liberacién total de glicerol durante 24 horas en las
cuatro condiciones de tratamiento. Como era de esperar, el ayuno continuado de
24 h moviliza mas grasa que con un patrén regular de comidas (Control), siendo
esta diferencia significativa (P< 0,0001). Por otra parte, se observa que ambas
condiciones de TRE (eTRE y dTRE), tienen mayor capacidad de liberacion de
glicerol que la situacion de Control (P< 0.0001) durante un periodo total de 24 h.
Lo que sugiere que el ayuno intermitente (TRE) da lugar a un aumento la
movilizacion de grasa del TA, y lo que es mas importante, existen diferencias
significativas en la liberacion de glicerol entre las condiciones de ayuno
intermitente temprano (eTRE) y tardio (dTRE) durante las 24 horas del dia, hacia
una mayor liberacion de glicerol durante el ayuno intermitente temprano (e TRE;

P=0,019) en comparacion con dTRE.
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Desde tiempos remotos, incluso aun sin saberse muy bien por que,
siempre se ha comentado lo bueno que era comer por la mafana, evitando
comer mucho por la noche. De ahi el refran “Desayuna como un rey, almuerza
como un principe y cena como un mendigo” de Moisés ben Maimén o
Maimoénides (afios 1135-1404). Hoy en dia, estudios previos vinculan que el
efecto beneficioso se pueda deber a la alineacién del momento de la comida con
el ritmo circadiano enddgeno, debido a que el ritmo circadiano participa en
muchos ritmos metabdlicos, incluidos los ritmos del metabolismo de la glucosa y
los lipidos [313].

Como se ha mencionado anteriormente, en el presente estudio la
estrategia TRE (tanto eTRE como dTRE) muestra una liberaciéon de glicerol
significativamente mayor que el del grupo control, lo cual sugiere que el ayuno
intermitente es mas efectivo en la movilizacion de grasa que un patrén de
alimentacion habitual, lo que podria estar relacionado con la mejora de la
sensibilidad a la insulina y la reduccién de la adiposidad, que se observa en
varios ensayos clinicos con el TRE [158, 314-316]. Nuestro estudio se realiz6 en
condiciones extremas de solo 4 horas de ingesta al dia, y el resto de ayuno
(4/20). Si comparamos con estudios clinicos, solo existe hasta el momento un
unico estudio en humanos que ha llegado a usar un TRE de 4 y lo comparan con
una condicién control en el que se produjo una reduccion del porcentaje de grasa
y reduccién de la resistencia a la insulina al compararlo con patréon un de
alimentacion habitual [162], lo que apoyaria nuestros resultados sobre el
aumento de la movilizacién de grasa por parte de una estrategia TRE 4/20 sobre

un patrén de alimentacion habitual.

Estos resultados, que muestran que el TRE temprano es mas efectivo
para la movilizacién de grasa que un TRE tardio, sugieren que concentrar la
alimentacion en la manana podria producir beneficios adicionales con respecto
a la lipdlisis y la descomposicion de las grasas, que si se concentra la
alimentacién por la noche. Pero hasta el momento, muchos otros estudios
clinicos randomizados y cruzados no han hallado diferencias significativas entre
la eTRE y la dTRE, tal y como se muestra en un reciente metaanalisis [317]. Sin
embargo, algunos estudios independientes previos, mostraron que la eTRE

mejora la sensibilidad a la insulina, el estrés oxidativo lipidico [158] y la presion
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arterial [163] en comparacion con la dTRE; mientras que otros estudios discrepan
y no observan estas diferencias metabdlicas [160, 318], por lo que el efecto del

TRE sobre el peso corporal no esta claro todavia [159].

El hecho de que se observe una mayor liberacion de glicerol con un TRE
temprano que un TRE tardio, donde la unica diferencia es el momento del dia en
el que se realiza la comida, puede deberse a la influencia del reloj circadiano
interno [319, 320]. Son muchas las funciones fisiolégicas que exhiben un ritmo
circadiano y cuya actuacion es principalmente por la manana. Este es el caso
del vaciamiento gastrico [321], la biosintesis y catabolismo de los lipidos [313] y
la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo humano [115], funciones todas
ellas que se realizan principalmente por la mafiana. Otro factor que pudiera influir
en que durante el TRE tardio, la movilizacion de grasa por el tejido adiposo fuera
menos podria ser la falta de sincronizacion del momento de la comida con las
sefales de luz/oscuridad, que es lo que sucede cuando la maxima ingesta se
realiza por la tarde/noche. Esta falta de sincronizaciéon podria alterar los
mecanismos de saciedad a través de la ghrelina y la leptina [322], instando a una
mayor ingesta calorica; ademas, por la mafana el cuerpo muestra una mayor
termogénesis inducida por la dieta [323], que disminuye durante la noche. Todos
estos procesos al concurrir por la mafana podrian explicar el aumento de la
masa corporal de las personas que se saltan el desayuno y que por tanto acaban
retrasando sus comidas a horarios mas tardios [324]. Por otra parte, estudios
previos han observado que las personas obesas tienden a situar la hora de la
comida mas cerca del inicio de la noche en comparacion con las personas
delgadas [325] lo cual segun lo mencionado anteriormente y con respecto a
nuestros resultados haria que disminuyesen el proceso de movilizacion de
grasas. A pesar de estas evidencias cientificas, los mecanismos subyacentes a
los efectos del horario de las comidas sobre la grasa corporal y la obesidad

siguen siendo confusos [326].
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Figura 37 A. Representacion de liberacion total de glicerol durante las 24 horas del
dia. Los tratamientos se representan con barras verticales: control (n=20) barra
negra, eTRE (n=21) barra con puntitos, dTRE (n=21) barra con rayas, y ayuno
(n=21) barra gris. Los datos se representan en mediatEEM. *indican significacién
estadistica (P< 0,0001).

Movilizacion de grasa en condicién de manana y noche

Puesto que en nuestros resultados (Figura 37A) se observa una mayor
movilizacion de grasas durante las 24 horas del dia cuando la simulacién de la
ingesta se realiza por la mafiana en comparacion con cuando la ingesta se
realiza por la noche en el TRE, creemos relevante conocer el comportamiento y
las diferencias en liberacion de glicerol que pueda haber entre los tratamientos
durante el dia, y durante la noche, a las horas que habitualmente se duerme.
Para ello se repitié el analisis estadistico incluyendo solo el dia/periodo de vigilia
(de 8 a.m. a medianoche) para observar las diferencias de liberacion de glicerol

total entre sus tratamientos. Como era de esperar, se perciben diferencias
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significativas entre control y ayuno (P< 0,0001), liberandose una cantidad
significativamente mayor de glicerol en ayuno. También se aprecian diferencias
significativas entre el control y ambas condiciones TRE (eTRE y dTRE), con una
liberacion de glicerol significativamente mayor en las condiciones TRE (P<
0,0001); mientras que no se advierten diferencias significativas entre eTRE vy
dTRE (P= 0,976) (Figura 37B). Sin embargo, cuando se analizaron los
resultados de liberacion de glicerol en el periodo nocturno/suefio (desde la
medianoche hasta las 8 a.m. del dia siguiente) si se observa una mayor
movilizacion de glicerol en eTRE en comparaciéon con dTRE (P= 0.000007),
manteniéndose la diferencia significativa entre el tratamiento Fasting 24 h y
ambos TRE (eTRE y dTRE) con respecto al control (P< 0,0001) (Figura 37C).

A pesar de que los resultados en animales no son extrapolables a
humanos debido a que sus fases de actividad y alimentacién son opuestas a la
de los humanos, estudios previos en animales revelan que cuando el horario de
alimentacién se restringe a una ventana de tiempo especifica en comparacion
con un patron de alimentacion regular, se produce una pérdida de peso
significativa mayor, una disminucion del tamario de adipocitos, un pardeamiento
del tejido blanco a causa de un aumento de la expresion de la proteina (UCP1),
un aumento de la B oxidacion [327-329] y una disminucion de la expresion de
Cell death-inducing DNA fragmentation factor-like effector C (Cidec), un gen
inhibidor de la lipdlisis [330].

Como se ha comentado anteriormente observamos que la restriccion de
la ingesta a una ventana de tiempo de 4 horas por la mafana aumenta la
liberacion de glicerol total de 24 horas en comparacion con la ventana de
alimentacion tardia, y que el aumento de movilizacién de grasa que se produce
en eTRE respecto al dTRE se produce principalmente durante el periodo
nocturno/descanso (Figura 37C). Los hallazgos sugieren que eTRE, puede
promover una movilizacion de grasa mas eficiente durante la noche, aumentando
la lipdlisis [331] para satisfacer las necesidades energéticas durante el ayuno
nocturno [332]. Esta situaciéon produce una alineacién entre el ritmo circadiano
enddgeno y la ingesta, que tal y como hemos explicado anteriormente por la
mafana nuestras funciones estan mas preparadas para comer. Estos hallazgos

indicarian los beneficios potenciales de alinear los patrones de alimentacién con
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los ritmos circadiano. Dado que, estudios previos en humanos han mostrado que
comer de acuerdo con los ritmos circadianos, situando la ingesta de alimentos
por la mafana, en lugar de por la noche, produce una mejora de los valores
lipidicos, glucémicos, ademas de aumentar la pérdida de peso y reducir la
sensacion de hambre [145, 315, 333]. Y es que el reloj circadiano endoégeno
desempeiia un papel importante en el metabolismo [334]. Las primeras
evidencias que respaldan la estrecha relacion entre el reloj circadiano, el
metabolismo y el momento de la comida como factor importante para modular el
peso, se observaron en modelos animales, concretamente en ratones que se
sometieron a una alimentacion en su fase inactiva, lo que derivd en la
desincronizacién entre los tejidos periféricos y el reloj central, seguido de un
aumento de peso y alteraciones metabdlicas [134, 335]. Demostrando por tanto
que el momento de la comida actua como una poderosa senal para la

determinacion de fase y ritmicidad en los 6rganos periféricos [154, 155].

Pero por lo general, estudios previos observaron que la pérdida de peso
viene asociada a una mejora generalizada del metabolismo de la glucosa [336],
presion arterial [224] y oxidacidn de las grasas [315, 337]. Leonidas S Lundell et
al. sugerian que la TRE a corto plazo, era capaz de modular el ritmo diurno del
metabolismo de los lipidos [338]. Por este motivo es de interés saber cual es el
mejor momento para organizar dicha restriccion alimentaria [150] y parece ser
de gran relevancia cuadrar la comida con los periodos circadianos. Pero de igual
manera y a pesar de todas las posibles variables mencionadas, los mecanismos
que subyacen a los efectos del horario de las comidas en los resultados de salud

pueden ser multifactoriales.
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Figura 37 B-C. En esta figura se representa la liberacion total de glicerol durante el dia (B) y
durante la noche (C). En ambas figuras los distintos tratamientos se representan con barras
verticales: Control (C) barra negra, eTRE barra con puntitos, dTRE barra con rayas y ayuno barra
gris. Los datos se representan en mediatEEM *indican significacion estadistica (P< 0,0001). NS
indica no significancia estadistica.

Comparacién entre eTRE y dTRE segun las horas de ayuno

A dia de hoy persiste el debate en la comunidad cientifica sobre la eficacia de la
alimentacion restringida en el tiempo como estrategia dietética para perder peso
[339], ya que estudios previos sugieren que TRE no es mas eficaz para la pérdida

de peso que las dietas sin restriccion horaria [159, 340].

Diferencias en duracion del tiempo de ayuno

Una de las preguntas planteadas es si las diferencias en pérdida de peso que se
podrian producir entre una condicidn en el que la ventana de ingesta se produce
por la manana o por la tarde/noche, se deban a la hora a la que se come, o a las
diferencias en duracién de ayuno entre las dos condiciones de TRE. Nuestros
resultados muestran que existen diferencias significativas en la liberacion de
glicerol (mol/h/g) dependiendo de la duracion del ayuno entre las dos situaciones
de eTRE y dTRE, hacia una mayor liberacién de glicerol cuando la duracion de

ayuno es mayor. Por ejemplo, tras 8 h de ayuno se produjo una liberacién de
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glicerol de 0,50 + 0,07 mol/h/g de 0,56 + 0,07 mol/h/g alas 12 hy de 0,75 + 0,08
mol/h/g a las 16 h de ayuno (media + EEM) (P< 0,0001); mientras que no
existieron diferencias significativas en funcién de la ventana de tiempo a la que
se produjo la ingesta (eTRE y dTRE) (P= 0,189). Y ademas tampoco se
encontraron interacciones significativas entre el tratamiento (eTRE y dTRE) y la
duracion del ayuno (P= 0,988). Es decir, que independientemente de la ventana
temporal (eTRE o dTRE), la liberacion de glicerol aumenté con la duracién del
ayuno, indicando que la movilizacién no es constante y por tanto varia como se

muestra en la Figura 38.

Con el fin de ver como unas condiciones extremas de ayuno afectan a la
movilizacion de grasa segun el momento en el que se sitia esa ventana de
alimentacion, se igualaron los puntos CTs segun la duracion del ayuno entre
eTRE y dTRE (Figura 38).
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Figura 38. La liberacién media de glicerol 24 horas se representa emparejando los puntos CT
que tengan la misma duracién de ayuno. eTRE se corresponde con circulo blanco con borde
negro, y dTRE con triangulo negro. Todos los erros estandar de la media se representaron con
lineas verticales. El recuadro y la figura del plato enmarcan el momento de la comida.
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Diferencias en la duracion de la ventana de tiempo de ingesta

La controversia que existe en los resultados obtenido en relacion al ayuno
intermitente podria estar relacionada con el hecho de que no existe un consenso
sobre la duracion de la ventana de tiempo de ingesta recomendada para una

pérdida de peso eficaz.

La mayoria de los ensayos previos apuestan por una aplicacion dietética
en el que la ventana de tiempo de ingesta oscile entre 8-10 horas, debido a que
es mas facil su adherencia para compaginarla con la vida social. A pesar de la
cantidad de estudios que han surgido durante estos ultimos anos, no se han
encontrado muchas diferencias en el beneficio metabdlico entre una ventana de
ingesta de 10 o0 6 horas [158, 341, 342], o de 4 0 6 horas [162], ya que en ambos
casos se beneficiaron mejorando el peso corporal y las comorbilidades

asociadas a la obesidad y sobrepeso.

En el presente trabajo, a pesar de no haber diferencia significativa entre
la movilizacién de glicerol entre eTRE y dTRE a la misma duracion de ayuno, se
puede contemplar en la Figura 38 que la tendencia es a que se movilice mayor
grasa cuando la ventana de alimentacion se realiza por la manana (eTRE) en
lugar de por la noche (dTRE), y que la liberacion va siendo mayor conforme se

va aumentando las horas de ayuno.

El hecho de que exista la posibilidad de multiples combinaciones de
ventanas de tiempo es un problema a la hora de comparar estudios, y por tanto
no se sabe cual es la ventana de tiempo mas adecuada para la pérdida de peso.
Aunque, varios estudios han demostrado que una ventana de tiempo que oscile
entre 6 y 10 horas es de momento la recomendada con mas frecuencia en
humanos por sus mejoras metabdlicas, y reducciéon de peso corporal [163, 224,
341].

Solo existe un estudio que haya implementado una ventana de
alimentacion de 4 horas en humanos [162] y en su caso, al igual que en el
nuestro, se observa que una ventana de alimentacién corta de 4 horas produce
una movilizacion de grasa mas significativa que ninguna restriccion de horario,

lo que apoyaria nuestros resultados. En particular, los estudios experimentales
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en humanos apuntan a que el consumo de la comida por las mafianas mejoran
parametros como la captacién de glucosa y sensibilidad a la insulina [250],
mientras que alimentarse bien entrada la noche se asocia con valores mas
elevados de triglicéridos, LDL y colesterol; lo que puede asociarse a mala salud
cardio metabdlica como indican estos estudios observacionales [227, 343]. En
adultos sanos también se han observado cambios en el periodo posprandial,
hacia un aumento de los niveles de glucosa, menor oxidacion de acido grasos
libres cuando cenaban mas tarde de las 22:00 h de la noche [344]. De manera
similar, se han observado alteraciones en el ritmo circadiano, en este caso de
temperatura corporal y cortisol, en nifios que cenaban tarde [345], y sabemos

que el cortisol es una hormona que esta muy relacionada con la obesidad [200].

Todos estos estudios respaldan, de alguna manera, nuestros resultados,
al indicar que la ventana de alimentacion por el dia puede promover una
movilizacion de grasa mas eficiente que por la noche, como consecuencia de su
alineacion con el ritmo circadiano natural del cuerpo y los procesos metabdlicos.
Permitiendo al organismo utilizar las reservas de grasa de forma eficiente para

satisfacer las necesidades energéticas durante el ayuno nocturno [332].

Entre los puntos fuertes del estudio se encuentra que es el primero en
evaluar el efecto directo del TRE sobre un patron circadiano ex vivo en TA de
humanos. Una de las limitaciones es que el estudio se realizé en personas con
obesidad de clase 2 y 3 para asegurar una cantidad suficiente de TA para el
cultivo de explantes, por lo que los resultados pueden no ser directamente
transferibles a la poblacién general. Ademas, el estudio solo se realiz6 en TA
subcutaneo y no en TA visceral. Aunque la edad, el sexo, la medicacion y el
cronotipo individual no influyeron significativamente en los resultados, otros
estudios en poblaciones mas amplias deberian probar si puede haber diferencias
dependientes del sexo, la edad y el cronotipo, que fueron demasiado pequefias
para ser detectadas en el estudio actual. Ademas, s6lo determinamos datos cada
cuatro horas durante el periodo de 24 horas debido a las limitaciones en la
cantidad de TA recopilada, y s6lo probamos una ventana de alimentacion de 4
horas, que puede ser dificil de aplicar en la sociedad actual. Deberian realizarse
mas estudios probando diferentes ventanas de alimentacion de mayor duracion

para comprobar si los efectos de la TRE son similares.
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Resultados y discusién en relaciéon con el objetivo 3:

Este estudio permite analizar el efecto sobre la lipdlisis de dos aspectos
cruciales en la movilizacién de grasa: el momento circadiano y la duracion del

ayuno.

Podemos decir que una alimentacion restringida en el tiempo moviliza en mas
grasa que un patron dietético regular (con cuatro comidas diarias) (es decir,
un patron 16/8). También, nuestros resultados parecen indicar que hay
diferencias en la cantidad total de glicerol liberado durante las 24 horas del
dia, entre eTRE y dTRE. Con una mayor liberacion de glicerol durante el
periodo nocturno en la condicion temprana eTRE en comparacién con la
tardia dTRE. Lo que respaldaria la idea de que comer en consonancia con los
ritmos circadianos, en los que puede mejorar la salud metabdlica y la pérdida

de peso.

Estos resultados pueden conducir a una mejor comprension de los
mecanismos implicados en estas novedosas estrategias dietéticas que
utilizan la restriccion horaria para la pérdida de peso. No obstante, para
trasladar estas conclusiones a la practica general, es fundamental comparar
diferentes duraciones de la ventana temporal y tener en cuenta el horario
habitual de comidas de los individuos y otros factores que pueden estar
implicados en la eficacia de estos tratamientos, como la edad, el sexo, el
cronotipo individual o factores genéticos, fisiolégicos, psicolégicos y

ambientales, entre otros.
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CONCLUSION

CONCLUSION 1

1A. Confirmamos la existencia de ritmo circadiano exdégeno en explantes de
tejido adiposo humano para el gen LIPE y en la actividad de la lipasa sensible a
hormona (LSH).

1B. El horario de comida y la duracion del ayuno nocturno se asocian con la
alteracion del ritmo circadiano de la actividad de la LSH. En particular, el horario
de cena tardio y la duracion del ayuno nocturno menor de 12 horas se asocian
con un aplanamiento de los ritmos (menor amplitud), lo que podria estar asociado

a una menor movilizacién de grasa.

1C. La siesta se asocia con alteraciones en los patrones ritmicos del gen LIPE y
de la proteina LSH. Los individuos que duermen habitualmente una siesta larga
poseen un ritmo circadiano aplanado en comparacién con los que no duermen
siesta, lo que podria estar asociado a una menor movilizaciéon de grasa. Estos
datos apoyan estudios previos de nuestro grupo que vinculan la siesta larga con

la obesidad abdominal y el sindrome metabdlico.

CONCLUSION 2

2A. Demostramos que la sensibilidad a la insulina en explantes de tejido adiposo
humano se ve reducida cuando se expone de manera simultanea al tejido

adiposo a la melatonina e insulina.

2B. Este efecto es especialmente marcado cuando la concurrencia de

melatonina e insulina se produce por la noche.

CONCLUSION 3

3A. Confirmamos que el ayuno intermitente simulado en cultivos de tejido
adiposo es capaz de movilizar mayor cantidad de grasa que un patrén dietético

regular.

3B. La movilizacién de grasa del tejido adiposo es mayor cuando el periodo de

alimentacion se situa estrictamente en horario de mafiana y no de tarde/noche.
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CONCLUSION GENERAL.

El tejido adiposo humano y sus ritmos circadianos se ven afectados por los
habitos de vida del individuo, en particular con la alteracién de diferentes
sincronizadores externos como son los horarios de comida y de suefio nocturno
y diurno (la siesta), o por la duracién del ayuno, lo que podria explicar en parte

la asociacion existente entre Cronodisrupcion y Obesidad.
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CUESTIONARIOS

Cuestionario de sueno

¢ Tienes problemas de suefio? SI/NO Hora de acostarse:

¢,Como duermes? Regular/Bien/Mal ¢, Te sueles despertar por las noches?
SI/NO ¢ Cuantas veces?.......

. SIESTA ENTRE SEMANA

¢ Sueles dormir siesta entre semana? SI/NO

Si la respuesta es NO, ¢ cual es el motivo?..........c.c.eevvvenennn.

¢ Cuantas veces por semana?........ ¢ Cual es la duracién en min?...........
¢ Eres estacional en la siesta (invierno/verano? SI/NO

. SIESTA DURANTE EL FIN DE SEMANA

¢ Sueles dormir siesta los fines de semana? SI/NO

Si la respuesta es NO, ¢ cual es el motivo?............ueeeeeennnnn.

¢ Cuantas veces por semana?........ ¢ Cual es la duracién en min?...........
¢ Eres estacional en la siesta (invierno/verano? SI/NO

. SIESTA EN GENERAL

¢ Por qué duermes siesta en general? Cansancio/Relajarme/Desconectar del
trabajo/Necesidad

Otras

¢En qué lugar duermes la siesta? Sofa/Cama
Si pudieras elegir entre dormir o no dormir siesta... jDormirias siempre? SI/NO
Duracion:<30 / 30-60 / >60

¢, Como te encuentras después de la siesta si...es corta (<30)? Bien/Mal....es
larga (>30)? Bien/Mal

Si no pudieras dormir siesta, ¢ cémo te sentirias? Irritado/Cansancio
acumulado/No me afectaria

Al despertar, ¢ Tienes hambre? SI/NO ;Qué te apetece?
Dulce/Salado/Indiferente
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. HORARIOS DE COMIDAS

¢, Sueles desayunar entre semana? SI/NO ;Sueles desayunar los fines de semana?
SI/NO

Entre semana... a qué hora sueles ;Desayunar?........ ¢Comer?.......... ¢Cenar?..........
Fin de semana... a qué hora sueles ¢ Desayunar?........ ¢, Comer?.......... ¢Cenar?..........

Ejemplo del dia de ayer: (Entre semana/Fin de semana)

DESAYUNO: Hora: ....... ......... Duracion...........
MEDIA MANANA: Hora: .......... Duracion...........
COMIDA: Hora: ....... coccevvnannne Duracion:...........
MERIENDA: Hora: ....... ........... Duracion...........
CENA: Hora: ........cooiiiiiiieen, Duracion...........

¢ Picas entre horas? SI/NO ;Cuantas veces al dia?

¢, Sueles comer algo durante las 2,5h antes de ir ala cama? SI/NO si la respuesta es
Sl, ;Qué suele comer: dulce, salado, ;,Qué tipo de alimento?

. EJERCICIO FiSICO

¢, Haces un ejercicio fisico especifico? SI/NO

Hora del ejercicio fisico: Mafiana/Tarde/Noche

¢, Coémo te consideras? Sedentario/Activo/MuyActivo
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Cuestionario de matutinidad vespertinidad de horne osberg

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

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

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

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

5. Entrelas 8 -9 a.m.

4. Entrelas 9 -10 a.m.

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

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

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

4. No lo necesito.

3. Lo necesito poco.

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

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

1. Nada facil.

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

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

1. Nada alerta.

2. Poco alerta.
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3. Bastante alerta.
4. Muy alerta.

P6. Una vez levantado por las mafanas. ;Como es tu apetito durante 1a
primera media hora?

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

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

1. Muy cansado.

2. Bastante cansado.

3. Bastante descansado.
4. Muy descansado.

P8. Cuando no tienes compromisos al dia siguiente. A qué hora te acuestas
en relacién con tu hora habitual?

4. Raramente o nunca mas tarde.
3. Menos de 1 hora mas tarde.

2. De 1 a 2 horas mas tarde.

1. Mas de 2 horas mas tarde.

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

4. Estaria en buena forma.

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

1. Me resultaria muy dificil.

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

5. Alas 8-9 p.m.
4. Alas 9-10:30 p, m.
3. Alas 10:30-12:30 p.m.
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2. Alas 1-2 a.m.
1. Alas 2-3 a.m.

P11. Quieres estar en tu punto maximo de rendimiento para una prueba de dos
horas que va a ser mentalmente agotadora. Siendo totalmente libre de
planificar el dia y pensando sélo en cuando te sentirias mejor. ¢ Qué horario
elegirias?

6. De 8 a 10 de la mainana.

4. De 11 de la mafiana a la 1 de] mediodia.

2. De 3 alas 5 de la tarde.

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

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

2. Algun cansancio.

3. Bastante cansancio.

5. Mucho cansancio.

P13. Por algun motivo te has acostado varias horas mas tarde de lo habitual,
aunque al dia siguiente no has de levantarte a ninguna hora en particular.
¢, Cuando crees que te despertarias?

4. A la hora habitual y ya no dormiria mas.
3. A la hora habitual y luego dormitaria.

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

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

1. No acostarme hasta pasada la guardia.

2. Echar un suefo antes y dormir después.

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

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

4. De 8 a 10 de la mafiana.
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3. De 11 de la mafnana a 1 del mediodia.
2. De 3 a 5 de la tarde.
1. De 7 de la tarde a 9 de la noche.

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

1. Estaria en buena forma.

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

4. Me resultaria muy dificil

P17. Imaginate que puedes escoger tu horario de trabajo. Supdn que tu
jornada es de CINCO horas (incluyendo los descansos) y que tu actividad es
interesante y remunerada segun tu rendimiento. ;Qué CINCO HORAS
CONSECUTIVAS seleccionarias?

‘0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10‘11‘12‘13‘14‘15‘16‘17‘18‘19‘20‘21‘22‘23‘24‘

Considera la casilla marcada para escoger entre los siguientes rangos.
1. Entre las 12p.m. y las 4 a.m.

5. Entre las 3 a.m. ylas 7 'a.m.

4. Alas 7 a.m.

3.Entrelas8a.m.yla 1 p.m.

2. Entrela1p.m.ylas 5 p.m.

1. Entrelas 5 p.m.ylas 12 p.m.

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

—

.Entrelas 12 p.m. ylas 4 a.m.
.Entrelas 4 a.m.ylas 7 a.m.
.Entrelas 7 a.m. ylas 9 a.m.

.Entrelas 9 a.m. y las 4 p.m.

N W A~ O

.Entrelas 4 p.m.ylas 9 p.m.

—

.Entrelas 9 p.m.ylas 12 p.m.

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

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

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

La puntuacioén obtenida ha sido: puntos
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Valoracion Antropométrica

PLIEGUES (mm) LADO DERECHO
1 2 3
BICIPITAL
TRICIPITAL
SUBESCAPULAR
SUPRAILIACO
PERIMETROS (cm)
1 2 3
CINTURA (maximo
perimetro)
CADERA
Presion Sistodlica: Diametro Sagital:
Presion Diastodlica: Diametro Coronal:
TANITA

Tipo Normal Atlético
Sexo Hombre Mujer
Edad afios
Altura cm
Peso Kg
IMC Kg/m?
TMB KJ KCal
Impedancia Q
Masa Grasa %
Masa Grasa Kg
Masa Magra Kg
Agua Total Kg
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Historial clinico

1. Menopausia (Historia ginecoldgica/obstétrica):

Premenopausia.......... Perimenopausia........... Postmenopausia........
Férmula menstrual:..............ccoooooennnnnnii. Edad menopausia..............ccoue....
Gestaciones............. Abortos:........... Partos:............ Cesareas:........cccceeues
Diabetes gestacionail:................... Hipertension gestacional:...................
2. DIABETES:

NO/SI

. Tipo de tratamiento:

3. Otras enfermedades:

- Tipo dieta pre-cirugia:

- Cuanto tiempo lleva haciéndola:
4. Historia de la obesidad:

* Inicio de la obesidad:

Padre....... Madre.:....... Cuantos Hermanos........... Hermanos obesos.........
Abuelo paterno.............. Abuela paterna:..........Abuelo materno................
Abuela materna......... Pareja:........... Cuantos Hijos:....... Hijos obesos........
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6. Psiquismo:
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“Habitual nappers and non-nappers differ in circadian rhythms
of LIPE expression in abdominal adipose tissue explants.”

Carolina Zambrano, Agné Kulyté, Juan Lujan, Belén Rivero-Gutierrez , Fermin
Sanchez de Medina , Olga Martinez-Augustin , Mikael Ryden , Frank A J L
Scheer, Marta Garaulet.

Resumen

Antecedentes y finalidad: La siesta es una practica muy extendida en todo el
mundo y en los ultimos afos se ha relacionado con un aumento de la adiposidad
abdominal. La L/IPE codifica la proteina lipasa sensible a hormonas, una enzima
que desempefia un papel importante en la movilizacion de lipidos y presenta un
ritmo de expresion circadiano en el tejido adiposo humano. Nuestra hipétesis es
que la siesta habitual puede afectar al patrén de expresioén circadiano de la LIPE,
lo que a su vez puede atenuar la movilizacion de lipidos e inducir la acumulacion
de grasa abdominal.

Métodos: Se cultivaron explantes de tejido adiposo abdominal de participantes
con obesidad (n=18) durante un periodo de 24 horas y se analizaron cada 4
horas. Se seleccionaron personas que dormian habitualmente (n=8) para que
coincidieran con las que no lo hacian (n=10) en edad, sexo, IMC, adiposidad y
rasgos del sindrome metabdlico. Se analizé la ritmicidad circadiana de la
expresion de LIPE mediante el método cosinor.

Resultados: Los explantes de tejido adiposo mostraron ritmos circadianos
robustos en la expresion de LIPE en los no nappers (P= 0,00009). Por el
contrario, los nappers presentaban un ritmo aplanado (P= 0,360) con una
disminucién de la amplitud del 71% en comparacion con los no nappers. La
disminucion de la amplitud entre los que dormian la siesta estaba relacionada
con la frecuencia de las siestas (veces por semana), y una menor amplitud del
ritmo estaba asociada a una mayor frecuencia de las siestas (r=-0,797; P=
0,018).

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que los nappers muestran una
expresion circadiana de LIPE desregulada. Aunque los mecanismos causales
estan aun por definir, esto puede alterar la movilizacién de lipidos y contribuir al
aumento de la obesidad abdominal en nappers habituales.
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Articulo

“Circadian Rhythms in Hormone-sensitive Lipase in Human Adipose Tissue:
Relationship to Meal Timing and Fasting Duration.”

Maria Arredondo-Amador, Carolina Zambrano, Agné Kulyté, Juan Lujan, Kun
Hu, Fermin Sanchez de Medina, Frank A J L Scheer, Peter Arner, Mikael
Ryden, Olga Martinez-Augustin, Marta Garaulet.

Journal of Clinical Endocrinology and Metabolisms. 2020
(indice de impacto=5,958; cuartil: 1°)
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“Circadian Rhythms in Hormone-sensitive Lipase in Human Adipose Tissue:
Relationship to Meal Timing and Fasting Duration.”

Maria Arredondo-Amador, Carolina Zambrano, Agné Kulyté, Juan Lujan, Kun
Hu, Fermin Sanchez de Medina, Frank A J L Scheer, Peter Arner, Mikael
Ryden , Olga Martinez-Augustin, Marta Garaulet.

Resumen

Antecedentes: La movilizacion de grasa en el tejido adiposo tiene un ritmo
especifico. Sin embargo, en humanos no se han demostrado ritmos circadianos
en la actividad de la principal enzima responsable de la movilizacion de grasa, la
lipasa sensible a hormonas (LSH).

Objetivo: Analizar en un estudio transversal si existe un ritmo circadiano
enddégeno en la actividad de la LSH en el TA humano ex vivo y si las
caracteristicas del ritmo estan relacionadas con el momento de la comida o la
duracion del ayuno.

Métodos: Se obtuvieron biopsias abdominales de TA de 18 participantes con
obesidad severa (edad: 46 = 11 afios; indice de masa corporal 42 = 6 kg/m?)
sometidos a bypass gastrico laparoscopico. Se analizaron los ritmos de
veinticuatro horas de la actividad de la LSH y la expresion de la LIPE
(transcripcion de la LSH en humanos) en el TA subcutaneo junto con el horario
habitual de comida y la duracién del ayuno nocturno.

Resultados: La actividad LSH exhibié un ritmo circadiano (P= 0.023) y alcanz6
el valor maximo a la hora circadiana 16 (CT) que correspondio a alrededor de la
medianoche (hora relativa del reloj local. De forma similar, la LIPE mostré un
ritmo circadiano con acrofase también por la noche (P= 0.0002). Los
participantes con una mayor duracion del ayuno nocturno >11,20 horas
mostraron casi el doble de amplitud (1,91 veces) en el ritmo de actividad de la
LIPE que los de corta duracién (P= 0.013); mientras que los comensales
tempranos habituales (antes de las 21:52 horas) tuvieron una amplitud 1,60
veces mayor que los comensales tardios (P= 0.035).

Conclusiones: Nuestros resultados demuestran los ritmos circadianos en la
actividad LSH y pueden conducir a una mejor comprension de las intrincadas
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relaciones entre el momento de la comida, la duracion del ayuno y la regulacion
de la grasa corporal.

225









	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	GLOSARIO
	I. INTRODUCCIÓN
	1. OBESIDAD
	1.1. Definición de la obesidad
	1.2. Clasificación de la obesidad
	1.3. Breve origen e historia de la obesidad
	1.4. Estado actual de la obesidad

	2. FISIOLOGÍA DEL TEJIDO ADIPOSO
	2.1. Función y clasificación del tejido adiposo
	2.2. Tamaño y localización del tejido adiposo blanco
	2.2.1. Diferencias entre tejido adiposo visceral y subcutáneo
	2.3. Lipólisis

	3. OBESIDAD Y CRONODISRUPCIÓN
	3.1. Introducción cronobiología
	3.2. Explicación de los ritmos biológicos
	3.3. Reloj central
	3.4. Relojes periféricos
	3.5. Interacción entre ritmos circadianos y obesidad
	3.5.1. La obesidad como consecuencia de alteraciones circadianas
	3.5.2. La obesidad como causa de alteraciones circadianas

	4. RITMOS CIRCADIANOS EN EL TEJIDO ADIPOSO HUMANO
	4.1. Sensibilidad del tejido adiposo a la insulina
	4.2. Alteraciones en el ritmo circadiano de tejido adiposo con obesidad

	5. HABITOS DE VIDA Y RITMOS CIRCADIANOS
	5.1. Horario de la comida
	5.1.1. Ayuno intermitente
	5.2. Cenas tardías o trabajadores por turno (melatonina e insulina)
	5.2.1. Melatonina y obesidad
	5.3. Hábitos de sueño y siesta


	II. OBJETIVOS
	1. ESTADO ACTUAL Y OBJETIVOS
	1.1. Objetivo general.
	1.2. Objetivos específicos


	III. MATERIAL Y MÉTODOS
	1. MATERIAL Y MÉTODOS COMÚN PARA TODOS LOS OBJETIVOS
	1.1 Población de estudio
	1.2. Mediciones antropométricas y composición corporal
	1.3. Cuestionarios
	1.4. Obtención y preparación de muestras biológicas.
	1.4.1. Preparación de muestras
	1.4.2. Medición de tamaño de adipocitos

	2. PROTOCOLO DEL OBJETIVO 1A Y 1B
	2.1. Procedimiento común entre el objetivo 1A y 1B
	2.2. Exclusivo del objetivo 1B

	3. PROTOCOLO DEL OBJETIVO 2
	4. PROTOCOLO DEL OBJETIVO 3
	5. MÉTODO ESTADÍSTICO
	5.1. Estadística del objetivo 1A
	5.2. Estadística del objetivo 1B
	5.3. Estadística del objetivo 2
	5.4. Estadística del objetivo 3

	6. ESTUDIO BIBLIOGRÁFICO

	IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	RESULTADOS Y DISCUSIÓN DEL OBJETIVO 1A. ANÁLISIS DE LA PRESENCIA DE RITMOS CIRCADIANOS EN LIPASA SENSIBLE A HORMONA Y EL GEN LIPE EN EXPLANTES DE TEJIDO ADIPOSO HUMANOS: HORARIO DE COMIDA Y AYUNO
	Existencia de ritmo circadiano
	Existencia de ritmo circadiano robusto en LSH y LIPE
	La acrofase de LIPE y LSH
	Relación entre la lipasa sensible a hormona, gen LIPE con el horario de la comida y el ayuno
	Relación del ayuno con la actividad de la LSH
	Relación de la cena con la amplitud y porcentaje de ritmo de la LSH
	Relación entre el tamaño de adipocitos y la actividad de LSH
	Relación entre la amplitud de LIPE y la hora de la comida

	RESULTADO Y DISCUSIÓN DEL OBJETIVO 1B. LA SIESTA Y LIPE: SIESTA Y RITMOS CIRCADIANOS DEL TEJIDO ADIPOSO.
	Características de la población
	Existencia de ritmo circadiano
	Existencia de ritmo circadiano robusto en LIPE
	Características de los parámetros de los ritmos circadianos de 24 h de LIPE
	Existencia de ritmo circadiano robusto en la LSH
	Características de los parámetros de los ritmos circadianos de LSH
	Relación entre los parámetros de ritmo y los hábitos de vida y las características de la población
	Relación entre las características metabólicas y la duración de siesta

	RESULTADO Y DISCUSIÓN DEL OBJETIVO 2. EVALUACIÓN DE LA SENSIBILIDAD A LA INSULINA EN EL TEJIDO ADIPOSO EXPUESTO A MELATONINA.
	La melatonina y la señalización de insulina
	Característica de la población de estudio
	Tratamiento simultaneo de melatonina e insulina
	Sensibilidad nocturna de la insulina a la melatonina
	Genes implicados en el tratamiento simultaneo de insulina + melatonina

	RESULTADO Y DISCUSIÓN DEL OBJETIVO 3. VARIACIÓN DE LA LIPÓLISIS EN EXPLANTES DE TEJIDO ADIPOSO HUMANOS: AYUNO INTERMITENTE
	Características de la población
	Variación en la liberación de glicerol en distintos momentos del día (24 h)
	Liberación de glicerol total (24 h) entre los distintos tratamientos
	Movilización de grasa en condición de mañana y noche
	Comparación entre eTRE y dTRE según las horas de ayuno


	VI. CONCLUSIÓN
	VII. BIBLIOGRAFÍA
	VIII. ANEXOS
	CUESTIONARIOS

	IX. CONTRIBUCIÓN CIENTÍFICA
	Contribuciones a congresos nacionales
	Contribuciones a seminarios internacionales

	Página en blanco
	71



