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Listado de abreviaturas

AdPLA — Fosfolipasa A; especifica de adipocitos
ATGL — Lipasa adipocitica de triacilglicéridos
AUC - Area bajo la curva

cAMP — Adenosin monofosfato ciclico
CGI-58 — Comparative gene identification-58
cGMP — guanosin monofosfato ciclico

DAG — diacilglicérido

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium
G0S2 — G0O/S2 switch protein 2

HSL — Lipasa sensible a hormonas
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MAG — Monoacilglicerol
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1. Introduccién

Obesidad

La obesidad se ha convertido en uno de los principales problemas de salud que afectan a la
sociedad actual. Es una enfermedad multifactorial producida tanto por factores genéticos como
ambientales.! La Organizaciéon Mundial de la Salud la define como “una acumulacién excesiva o
anormal de grasa que supone un riesgo para la salud”. Los cambios de alimentacién y de
conductas, como la tendencia a la ingesta de alimentos hipercaldricos con peor calidad
nutricional y la adquisicidn de un estilo de vida mas sedentario, han conducido a la sociedad a
un aumento de peso. Estos factores combinados han provocado que desde 1975 la tasa de

obesidad mundial casi se haya triplicado.?

Asi, en el afio 2016, un 38.9% (1.900 millones de personas) de adultos en el mundo tenian
sobrepeso, de los cuales 650 millones de personas (13.1% de la poblacién mundial) presentaba
obesidad. El 20.6% de nifios de entre 5 y 9 afios (131 millones de personas) presentaban
sobrepeso en dicho afio, suponiendo un 9% los nifios que presentaban obesidad. El porcentaje
de personas con sobrepeso y obesidad se mantiene relativamente estable en la adolescencia,
siendo 17.3% (207 millones de personas) los adolescentes en el mundo con sobrepeso y 5.6%
los adolescentes con obesidad. Con relacién a los nifios menores de 5 afios, se estima que unos
40 millones presentaban sobrepeso u obesidad, representando el 5.9% de la poblacién

comprendida en esas edades (Figura 1).3
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Figura 1. Porcentaje de individuos en el mundo que presentan sobrepeso, distribuidos por edad (2016).
Adaptado de FOOD SECURITY AND NUTRITION IN THE WORLD THE STATE OF. Published online 2019.
Accessed May 25, 2022. www.fao.org/publications



Entre los afios 2000 y 2016 el porcentaje de obesidad aumentd considerablemente, llegando a
duplicarse en nifios y adolescentes. Estos datos evidencian el alarmante crecimiento de la tasa

de obesidad y se estima que continuardn aumentando en los préximos afios.>

La obesidad conlleva una serie de riesgos de padecer patologias tales como enfermedades
cardiovasculares, diabetes, hipercolesterolemia, enfermedades musculoesqueléticas tales

como la artrosis, etc.2
Tejido adiposo

El tejido adiposo (TA) es un tejido conectivo que estd compuesto principalmente por un tipo
celular denominado adipocitos, los cuales se diferencian en 3 tipos: blancos, marrones y beige.
Los adipocitos blancos estan especializados en el almacén de grasa en forma de triacilglicéridos
(TAG), por este motivo cuentan con una gran gota lipidica que ocupa casi todo el citoplasma. En
periodos de demanda energética, estos TAG son hidrolizados en acidos grasos no esterificados
y glicerol, mediante un proceso denominado lipolisis, proveyendo de energia al organismo. Los
adipocitos marrones tienen en su citoplasma varias gotas de grasa pequefias y cuentan con
numerosas mitocondrias, ya que este tipo de adipocitos esta especializado en la termogénesis
gracias a una proteina denominada UCP1 o termogenina, que le permite disipar energia
mediante la oxidacion de los 4cidos grasos generando calor. Mas recientemente se ha descrito
un tercer tipo de adipocitos denominados ‘beige’, o también denominados ‘brite’ (que significa
brown in white), el cual es un tipo celular similar a los adipocitos marrones. Como ellos, poseen
varias gotas lipidicas y numerosas mitocondrias, y expresan la proteina termogenina, y por lo
tanto pueden realizar termogénesis. Sin embargo, este tipo celular estd localizado dentro del
tejido adiposo blanco.*” Ademas, segun su localizacién, los depdsitos de grasa se pueden
clasificar en tejido adiposo visceral (se encuentra asociado a los drganos internos) y tejido

adiposo subcutédneo (se localiza bajo la piel).2

Ademas de los adipocitos, el TA contiene otros tipos celulares como los preadipocitos, células
inmunitarias como macroéfagos o linfocitos, células vasculares, células endoteliales, fibroblastos

y otros.’

La funcion principal del TA es el almacenamiento de energia en forma de lipidos. Asimismo, los
adipocitos secretan una serie de péptidos denominados adipoquinas que pueden actuar de
manera autocrina, paracrina o endocrina y permiten al TA participar en el balance energético
del organismo, ya sea regulando la ingesta o el gasto energético. Esta funcién endocrina del TA

también se relaciona con la respuesta inmune y la funcidn reproductiva.*’ Otra funcién del TA



es cohesionar y mantener en su lugar a los dérganos internos y protegerlos al servir como

amortiguador mecdnico y térmico.®°
Lipolisis

La lipolisis, o division de los TAG en dacidos grasos no esterificados y glicerol para su posterior
utilizacion como energia, consta de tres etapas, actuando enzimas especificas en cada una de
ellas. La conversion de TAG a diacilglicéridos (DAG) esta catalizada por la lipasa adipocitica de
triacilglicéridos (ATGL), la transformacion de DAG a monoacilglicéridos (MAG) la lleva a cabo la
lipasa sensible a hormonas (HSL) y la ultima etapa que corresponde a la hidrolisis de MAG en

glicerol y 4cidos grasos libres la realiza la enzima monoacilglicerol lipasa (MAGL).1!

Si la proporcién entre la sintesis y la hidrolisis de TAG no estd equilibrada puede resultar en el
desarrollo de obesidad en el caso de que exista una mayor sintesis de TAG que hidrélisis, o en la
pérdida de peso en el caso contrario, es decir que haya una mayor hidrélisis de TAG que
sintesis,'? que es lo que se espera que ocurra cuando un individuo sigue una dieta hipocaldrica

o realiza un mayor gasto energético por actividad.

Hay numerosos factores que influyen en la actividad basal de la lipolisis, entre los que podemos
encontrar el sexo, la genética, la edad, la actividad fisica, etc. y otros factores que contribuyen a
su regulacidon como las catecolaminas, péptidos natriuréticos, hormonas o factores autocrinos y

paracrinos, entre otros.'3

Se han descrito diferentes rutas para la activacion de la lipolisis: dependientes de AMP ciclico
(cAMP), dependientes de GMP ciclico (cGMP), dependientes de MAP kinasas, etc. La mayoria de
las rutas confluyen en la formacién de cAMP. El cAMP es un segundo mensajero que se une ala
protein kinasa A (PKA), que se encuentra en su forma inactiva en el citosol, dando lugar a una
molécula de PKA activa que a continuacién fosforila a la perilipina 1 (PLIN1). Esta es una proteina
que se encuentra en la superficie de la gota lipidica y dificulta la actuacién de las enzimas
lipoliticas, ya que obstaculiza su acceso a la superficie de la gota lipidica y secuestra a la proteina
CGI-58, coactivador de la ATGL. La proteina G0S2 se encuentra unida a la lipasa ATGL en el
estado basal inhibiendo su actividad. Cuando PLIN1 es fosforilada se disocia de CGI-58 y este
ultimo se une a ATGL, potenciando su actividad hidrolitica. Ademas, GOS2 también se disocia de
ATGL incrementado aun mas su actividad lipolitica. PKA también fosforila a HSL, favoreciendo
su traslocacién del citoplasma a la superficie de la gota lipidica favoreciendo el acceso a su

sustrato (Figura 2).12716
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Figura 2. La cascada lipolitica en el estado basal y tras una estimulo pro-lipolitico. Las flechas mds gruesas indican una mayor cantidad
o actividad. ATGL, lipasa de triacilglicéridos; cAMP, AMP ciclico; CGI-58, comparative gene identification-58; FA, dcido graso; GOS2,
GO/S2 switch protein 2; HSL, lipasa sensible a hormonas; MGL, monoacilglicerol lipasa; PKA, protein kinasa A; PLIN1, perilipina 1. De
Chen S, Huang X. Cytosolic lipolysis in non-adipose tissues: energy provision and beyond. The FEBS Journal. Published online 2021.
doi:10.1111/FEBS.16161

Cuando este proceso ocurre, da lugar a la movilizacién de TAG en el tejido adiposo y la

consecuente pérdida de grasa, que resulta fundamental en el proceso de pérdida de peso.™
Ritmos circadianos

Muchos procesos bioldgicos presentan variaciones a lo largo del dia que tienen lugar de forma
periddica dando lugar a ciclos de aproximadamente 24 horas, que ademds son ritmos
endodgenos, es decir, propios de los relojes internos, y que no derivan de las actividades o de los
cambios ambientales. A estos ritmos se les denomina ‘ritmos circadianos’. La regulacion de estos
ciclos o ritmos circadianos estd llevada a cabo por los relojes circadianos, los cuales son
mecanismos moleculares enddgenos que le permiten al cuerpo, mediante una serie de
feedbacks negativos y positivos de transcripcion y traduccidn, realizar ciclos de
aproximadamente 24 horas. Esto nos permite mantener los ritmos fisioldgicos aunque no haya
estimulos externos para sincronizarlos. El principal sincronizador de los ritmos circadianos son
los ciclos de luz y oscuridad, que sincronizan el reloj central. Las horas de las comidas se
consideran un factor sincronizador importante de los relojes periféricos presentes en 6rganos y

tejidos relacionados con la alimentacidn, entre ellos el TA.1718



Estudios previos han demostrado que existen ritmos circadianos en la expresidon génica y el
metabolismo en el tejido adiposo.?®?! Nuestro grupo de investigacién demostré que la HSL
presenta un ritmo circadiano en el tejido adiposo ex vivo, es decir un ritmo de 24h enddgeno,
ya que permanece incluso fuera del organismo cuando no hay influencia del reloj central y que
por tanto, estd producido por el propio reloj del TA.?? Estudios en modelos animales han
mostrado que la movilizacién de grasa del TA se asocia con la amplitud del ritmo de HSL.?
Ademas, otros estudios en animales muestran que la lipolisis aumenta en la fase de reposo del
animal.?* Sin embargo, todavia no se conoce en TA humano si existe un ritmo circadiano en la

lipolisis, es decir, en la movilizacion de acidos grasos.

El ritmo circadiano de la HSL alcanza su maximo (acrofase) aproximadamente a medianoche.
Ademas, la amplitud este ritmo presenta una correlacién positiva con la duracién del ayuno
nocturno, es decir, a mayor duracién del ayuno nocturno, mayor amplitud del ritmo, lo que
supondria una mayor movilizacion de grasa. Por otro lado, la amplitud del ritmo de HSL en
humanos también presenta una correlacién negativa con la hora de la ultima ingesta, lo que
quiere decir que los sujetos que cenaban mas temprano (antes de las 22:00 h
aproximadamente), mostraban una mayor amplitud en el ritmo de esta enzima, lo que sugiere

una mayor movilizacién de grasa.?
Los horarios de ingesta y obesidad

Las intervenciones dietéticas son uno de los principales tratamientos en la pérdida de peso. En
los ultimos afios, las terapias basadas en el cambio de hora de la ingesta, por ejemplo, adelantar
la hora de la cena o de la comida principal del dia, se han propuesto como herramientas eficaces

para el adelgazamiento.

Se ha observado que el horario de la ingesta es un factor que influye en el metabolismo. En un
estudio llevado a cabo por Jakubowicz et al.> en mujeres con sobrepeso u obesidad, los autores
concluyeron que las personas que ingerian una mayor proporcién de sus calorias diarias en el
desayuno en comparacién con aquellos que ingerian una mayor proporcion de su ingesta diaria
en la cena, perdian mas peso y conseguian disminuir las concentraciones de glucosa en sangre
y de insulina, asi como de ghrelina (hormona estimuladora del hambre) con mayor eficacia. Otro
estudio determiné que los individuos que son comedores tardios (comen mas tarde de la media
de la poblacién, por ejemplo, en este estudio llevado a cabo en Espaifia fue a las 15:00h
aproximadamente) pierden menos peso durante el tratamiento de pérdida de peso que aquellos

gue son comedores tempranos (comen antes de la media). En ambos estudios tanto las calorias



consumidas como el ejercicio fisico realizado eran similares, siendo la principal diferencia la hora

de ingesta.?®

Una desincronizacion de nuestro horario de ingesta con los periodos de luz-oscuridad,
ocasionada principalmente por una disponibilidad de alimento las 24 horas del dia y el trabajo
por turnos, puede provocar un desajuste de nuestros relojes internos (cronodisrupcién),
causando una alteracion en los ritmos circadianos de numerosos procesos fisiolégicos.?””?® La
cronodisrupcién, por tanto, parece estar relacionada con el desarrollo de obesidad, intolerancia

a la glucosa, eventos cardiovasculares y diversas alteraciones metabdlicas.?®?°

De esta manera podemos concluir que no solo el exceso de calorias consumidas contribuye a la
obesidad, si no que el espacio temporal en el que se ingieren dichas calorias podria también

estar contribuyendo al desarrollo de obesidad.

Unido a estos conceptos aparece la idea del ayuno como un mecanismo beneficioso para la
salud, ya que en animales de experimentacion se ha observado que una restriccién calérica
severa ademds de reducir el peso corporal parecia alargar la esperanza de vida.3®3? Ademas,
también se han descrito otros efectos como la disminucidn de grasa visceral, reduccién de la
glucosa en sangre, reduccién de la presion sanguinea, etc.2®3! La restriccién calérica también es
capaz de inducir la autofagia, reciclando moléculas y organulos dafiados, necesario en
condiciones de restriccién energética para poder abastecer al organismo de material necesario

para obtener energia y generar nuevas biomoléculas.®

Recientemente ha crecido el interés por las terapias que incluyen una restriccién energética
intermitente, en las que destacan dos categorias: ayuno intermitente y time restricted

eating 3*%°

El ayuno intermitente consiste en periodos de ingesta ad libitum interrumpidos por periodos de
entre 16 y 48 horas con ingesta nula o limitada. Hay varios tipos: el ayuno en dias alternos, donde
se alternan dias de ayuno con dias de ingesta ad libitum; el ayuno en dias alternos modificado,
en el que se alternan dias con restriccion calérica superior al 75% con dias de ingesta ad libitum,
o el ayuno periddico que consiste en ayunar 1 o 2 dias a la semana y el resto de ingesta ad

libitum 3837

La ingesta restringida en el tiempo o time restricted eating (TRE) consiste en limitar la ingesta a
un determinado periodo del dia, normalmente de 8 horas o menos, repitiendo el mismo patrén
todos los dias de la semana, reduciendo los periodos de ingesta y ajustandolos al dia biolégico,

y sin necesidad de una restriccidn caldrica, es decir, esta dieta permite una ingesta ad libitum 3*%



Estudios recientes sugieren que una dieta TRE podria dar lugar a una reduccion del peso corporal
sin necesidad de contar las calorias.3*%3° La reduccién de peso en parte podria deberse a que
los participantes tienden reducir de forma involuntaria las calorias ingeridas al dia tras reducir
el periodo de ingesta.3**® Este tipo de dieta también parece tener mejor adherencia que las

dietas de restriccidn caldrica ya que la cantidad de calorias a ingerir no esta limitada.3+3°

Por este motivo, resulta interesante analizar los efectos de un popular tipo de intervencion
dietética como es el TRE sobre la lipolisis y dilucidar si la hora del periodo de ingesta influye en

el proceso lipolitico en explantes de TA ex vivo.



2. Objetivos

Para este trabajo se han planteado una serie de objetivos:

1. Estudiar si la lipolisis presenta un ritmo circadiano en el tejido adiposo, es decir, si
observamos variaciones a lo largo del dia en la funcién lipolitica ex vivo en explantes
de tejido adiposo.

2. Analizar si el grado de lipolisis durante las 24 horas del dia aumenta cuando se
simula un ayuno completo (24 horas de ayuno) con respecto al control, que simula
la ingesta habitual de un individuo en la que se come durante el dia (16h) y se ayuna
mientras se duerme (8h).

3. Determinar si en una simulacion de TRE en tejido adiposo en cultivo ocurren
cambios en el grado de lipolisis en funcién del horario de ingesta, si esta se hace por
la mafana y se ayuna el resto del dia o si se hace por la tarde-noche y se ayuna el

resto del dia.

La hipdtesis que se propone con respecto al objetivo 1, basdndonos en la evidencia previa, es
que la lipolisis presenta un ritmo circadiano, alcanzando su maximo (acrofase) por la noche. La
hipdtesis 2 es que la lipolisis es mayor en un ayuno completo respecto al control. La hipétesis 3
es que, al comparar las condiciones de TRE entre ellas y con el control, la ingesta por la mafiana

serd la que presente un grado de lipolisis mas alto.



3. Materiales y métodos

Participantes

El TA subcutaneo se obtuvo de individuos con obesidad (7 mujeres y 3 hombres), edad 42 + 4

afios y un indice de masa corporal (IMC) de 40 + 2 que fueron intervenidos mediante una cirugia

de bypass gastrico por laparoscopia en el Hospital Quirénsalud (Murcia, Espafia). Las

caracteristicas de la poblacion se encuentran representadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los participantes y sus hdbitos de vida. Los datos estdn representados como

media + SEM.

Poblacion total (n = 10)

Caracteristicas Media SEM
Edad (afios) 41 4
IMC (kg/m?) 38 2
Antropometria
Circunferencia de la cadera (cm) 130 3
indice Cintura-Cadera (ICC) 0,88 0,02
Diametro abdominal sagital (DAS) (cm) 43 1
Didametro coronal (DC) (cm) 29 2
Sindrome metabdlico (MetS)
Circunferencia de la cintura (cm) 114 5
Glucosa (mg/dl) 119,33 16,57
Presidn arterial sistdlica (mmHg) 112 5
Presion arterial diastdlica (mmHg) 79 7
Suefio
Comienzo del suefio (hh:mm) 0:09 0:47
Final del suefio (hh:mm) 8:07 0:58
Duracién del suefio (hh:mm) 7:58 0:31
Hora de ingesta
Hora del desayuno (hh:mm) 8:25 0:30
Hora de la comida (hh:mm) 14:40 0:20
Hora de la cena (hh:mm) 20:47 0:14




En el mismo dia de la cirugia se obtuvieron las medidas antropométricas de los sujetos. El peso
y la grasa corporal (%) se obtuvo mediante impedancia bioeléctrica empleando un equipo
TANITA MC-580 (Tanita Corporation of America, EEUU). La altura se midié usando un
estadiémetro digital Harpenden (escala 0.7-2.05) con el sujeto de pie y la cabeza en el plano de
Frankfurt. A partir de estos datos se obtuvo el indice de Masa Corporal (IMC) segln la férmula:
peso corporal (kg)/altura? (m?). La distribucién de la grasa corporal se determiné segin el indice
Cintura-Cadera (ICC) tras medir la circunferencia de la cintura a la altura del ombligo y la

circunferencia de la cadera como la circunferencia mas grande medida sobre el trocanter mayor.

El consentimiento informado escrito se obtuvo siguiendo la Declaracién de Helsinki, que recoge
los principios para la experimentacion médica en humanos, y fueron aprobados por el Comité

de Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia (Murcia, Espafia).
Estilo de vida

El mismo dia de la cirugia se realizan varios cuestionarios a los participantes, los cuales incluyen
diversas preguntas relacionadas con su hora habitual de irse a la cama, la hora a la que se
duermen y se despiertan, y la hora de las tres comidas principales del dia (desayuno, merienda

y cena).
Procedimiento experimental

Tras la cirugia, la cual tiene lugar por la tarde, las biopsias de TA subcutaneo se colocan en una
duquesita con Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) sin rojo fenol con 4.5 g/l de glucosa
(D1145; GIBCO, EEUU), suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF) (10270-106; GIBCO,
EEUU), una mezcla de penicilina-estreptomicina (P0781; Sigma-Aldrich, EEUU) y glutamina
(G7513; Sigma-Aldrich, EEUU) (PSG) y piruvato (S8736; Sigma-Aldrich, EEUU). En adelante nos
referiremos a este medio como medio feeding, el cual se va a emplear en los periodos de ingesta.
El tejido es trasladado inmediatamente al laboratorio donde se limpia, eliminando los vasos
sanguineos y el cartilago, y se lava en PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; L0615;
Biowest, Francia). A continuacidn, se corta en pequefias porciones de didametro aproximado de
1 mm a los que llamaremos explantes. En una bascula digital se pesan 400 mg de explantes. En
una placa de 12 pocillos se colocan 400 mg en cada pocillo hasta rellenar un total 4 pocillos,
correspondientes a cada condicién (‘Control’, ‘AM’, ‘PM’ y ‘fasting’), tal y como se representa

en la Figura 3. A estos pocillos se les afiade 500 ul de medio feeding.

10



Este procedimiento se repite hasta obtener 7
Control AM PM Fasting

placas iguales.

1 2 3 4
Zeitgeber es un término aleman que se A arh o8 W sale : ol
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Zeitgeber time es una medida de tiempo de ’ == “ — A = A =
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del ciclo que coincide con alguna sefial
sincronizadora.*** En este caso, el ZTO
Figura 3. Esquema representativo de las 7 placas de 12 pocillos en las que

establecido seria la hora a la que se afiade el ~ selleva a cabo el cultivo de los explantes.

medio feeding tras un ayuno nocturno en la

condicidn control (08:00h), y se emplea la misma hora como ZT0 en el resto de las condiciones.

El tejido y el medio de cultivo van a ser recogidos para posteriores analisis en diferentes puntos

de tiempo o Zeitgeber time (ZTs), en intervalos de 4 horas durante las 24 horas posteriores: ZTO

(08:00h), ZT4 (12:00h), ZT8 (16:00h), ZT12 (20:00h), ZT16 (00:00h), ZT20 (04:00h) y ZT24

(08:00h). Cada placa corresponde a un ZT, por este motivo necesitamos 7 placas.

Las 7 placas se colocan en un incubador a 372Cy 7.5% CO,. A las 00:00h se cambia el medio por
DMEM sin rojo fenol ni glucosa, suplementado con PSG, que en adelante llamaremos medio
fasting, que serd el medio en el cual se encontrardn los explantes durante los periodos de ayuno,

y se colocan de nuevo en el incubador, con esto se pretende simular un ayuno nocturno.

En el Dia 1 comienzan los tratamientos descritos a continuacién y se aplican a las 7 placas

siguiendo el protocolo que se muestra en las Figuras 4, 5,6y 7.

A las 06:00h se cambia el medio fasting por medio de sincronizaciéon, compuesto por DMEM sin
glucosa ni rojo fenol (A1443001, GIBCO, EEUU) suplementado con PSG al que se adiciona 1 uM
de dexametasona (D4902, Sigma-Aldrich, EEUU), la cual se emplea para sincronizar los relojes
circadianos de todos los explantes.*?>* Tras 1 hora de incubacién el medio de sincronizacién es

retirado, los explantes se lavan con PBS y se vuelve a aifadir medio fasting.

Ademas, tal y como se ha representado en la Figura 3, en cada placa se simulan las diferentes
condiciones que se pretenden estudiar (cada protocolo descrito a continuacién se repite dos
dias, para que haya mas de un dia de tratamiento agudo y aseguremos que las muestras que

recogemos realmente plasman el efecto del tratamiento):
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e Control: simula una ingesta continua de 8:00h a 00:00h y un ayuno nocturno de 8 horas,

tal y como seria en la sociedad actual con disponibilidad de comida a cualquier hora del

dia (Figura 4).

Protocolo Control

06:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00
Dial I |
M)
L ¢
08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00
Dia 2 | |
ZT0 T4 ZT8 112 ZT16 ZT20 7124
Noche £\ Sincronizacién
|| '@
1 Ingesta
1 Ayuno Recogida de tejido y medio

Figura 4. Esquema del protocolo del patrén de ayuno-ingesta y de la recogida de muestras seguido en la condicion

control.

e AM: simula una dieta TRE 20:4 (20 horas de ayuno y 4 horas de ingesta), cuya ventana

de ingesta se situa de 8:00h a 12:00h (Figura 5).

Protocolo AM

06:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00
Dial | |
£\
\\ 4
08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00
Dia 2 |
ZT0 T4 VAR 112 ZT16 ZT20 7124
Noche ) 5 izacio
[ ] ' incronizacion
[ Ingesta
1 Ayuno Recogida de tejido y medio

Figura 5. Esquema del protocolo del patrén de ayuno-ingesta y de la recogida de muestras seguido en la condicion

AM.
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e PM: simula una dieta TRE 20:4, cuya ventana de ingesta se sitla de 16:00h a 20:00h

(Figura 6).

Protocolo PM

06:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00
F I
Dial
VY
\\4
08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00

Dia 2 |

]

ZT10 T4

Noche £\ Ssincronizacion
I '@
[ Ingesta
1 Ayuno Recogida de tejido y medio

ZT12

1

ZT16 7120 124

Figura 6. Esquema del protocolo del patréon de ayuno-ingesta y de la recogida de muestras seguido en la condicion PM.

e Fasting: simula un ayuno completo (24 horas al dia), no presenta ninguna ventana de

ingesta (Figura 7).

Protocolo Fasting

06:00 08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00
F I
Dial
VY
L
08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00

Dia 2 |

|

ZT0 T4

Noche £ ) Sincronizacién
| '
] Ingesta

1 Ayuno

Recogida de tejidoy medio

ZT8

ZT12

b

ZT16 ZT20 124

Figura 7. Esquema del protocolo del patrén de ayuno-ingesta y de la recogida de muestras seguido en la condicion

fasting.
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Una vez finaliza el ayuno nocturno al que estan sometidas las cuatro condiciones, a las 08:00h
se cambia el medio de las condiciones control y AM por medio feeding para iniciar sus
respectivos periodos de ingesta. A las 12:00h se cambia el medio de la condicién AM por medio
fasting, ya que a esta hora finaliza su ingesta, y se refresca el medio de la condicién control. A
las 16:00h se cambia el medio de la condicion PM por medio feeding, iniciando sus 4 horas de
ingesta, y se refresca de nuevo el medio de la condicién control. A las 20:00h se cambia el medio
de la condicion PM por medio fasting y se refresca el medio de la condicién control. A las 00:00h

se cambia el medio de la condicidn control por medio fasting.

En el Dia 2 se cambia el medio de cultivo siguiendo el mismo patrén de ingesta-ayuno. En este
dia, cada 4 horas, es decir, en cada ZT, se introduce el TA de cada pocillo en un criotubo, que
son inmediatamente sumergidos en nitrogeno liquido para detener los procesos celulares, y el
medio de cultivo se recoge en eppendorfs, y se almacenan ambos a -802C para su posterior

analisis.
En la Tabla 2 encontramos un resumen de todos los medios de cultivo empleados.

Tabla 2. Descripcion de los medios de cultivo empleados durante el procedimiento experimental.

Medio Descripcion

Medio feeding DMEM sin rojo fenol + 4.5 g/l glucosa + 10%
SBF + PSG + piruvato

Medio fasting DMEM sin rojo fenol + PSG
Medio sincronizacion DMEM sin rojo fenol + PSG + 1 uM
dexametasona

Todo el trabajo relacionado con el cultivo de TA se realizd en una cabina de flujo laminar de

bioseguridad tipo 2 y en condiciones estériles.
Determinacion de glicerol liberado

Para cuantificar la lipolisis se va a analizar la cantidad de glicerol liberado al medio de cultivo,
puesto que este es uno de los productos finales de la lipolisis. El glicerol apenas es reutilizado
por el TA, asi que su deteccién es una estimacién fiable de la actividad lipolitica.** La
determinacidn de glicerol en el medio se llevé a cabo mediante un ensayo de fluorescencia
descrito en la seccidn Anexos. La fluorescencia se determiné empleando un lector de placas
(CLARIOstar Plus, BMG LABTECH, Alemania) a las longitudes de onda excitacién/emision de
530/590 nm.
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Andlisis estadistico

Para determinar la existencia de un ritmo circadiano en la liberacién de glicerol se empled el
software CircWave (v1.4, desarrollado por R.A. Hut; https://www.euclock.org) para realizar un
analisis cosinor, que ajusta los datos introducidos a una onda sinusoidal. Cuando los valores
reales de glicerol se acercan a la curva de cosinor, se considera que el ritmo es significativo (P <

0.05)

Para el resto de los andlisis estadisticos descritos a continuacion, asi como para la representacion

grafica de los datos se empleo el software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad, EEUU).

Para determinar las diferencias en el grado de lipolisis de las 24 horas del dia entre las diferentes
condiciones se calculd el area bajo la curva (AUC) de glicerol liberado. Para contrastar si la
distribucidn de los datos sigue un patron de normalidad se realizé una prueba de Shapiro-Wilk.
Como el valor P fue >0.05, se considerd que los datos siguieron un patrén normal. La
homogeneidad de las varianzas se determind mediante una prueba de Bartlett. Al ser las
varianzas homogéneas, los datos se analizaron empleando un ANOVA de un factor, en caso de
significancia se empled una prueba de Bonferroni para evaluar diferencias entre las distintas

condiciones.

Se considerd estadisticamente significativo un P-valor inferior a 0.05. Todos los datos estan

expresados como media * error estandar de la media (SEM).
Contribucion personal al proyecto

Con respecto a mi aportacién a este proyecto, he colaborado en el disefio del procedimiento
experimental de este estudio. También he participado en la fase experimental, realizando el
cultivo del tejido. Los ensayos de fluorescencia han sido realizados por mi, asi como el posterior

tratamiento de los datos y analisis estadistico.
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4. Resultados y discusion de los resultados

4.1. Existencia de un ritmo circadiano en la lipolisis del tejido adiposo humano

Nuestros resultados muestran la existencia de ritmos circadianos en la actividad lipolitica del

tejido adiposo subcutaneo humano en las condiciones control, AM y PM.
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Figura 8. Cambios en la actividad lipolitica a lo largo del dia en TA subcutdneo (expresado como uM de glicerol
liberado al medio por cada mg de tejido) en la poblacion total (n = 10) en A) condicién control, B) condicion AM, C)
condicion PM'y D) condicion fasting. El tiempo estd representado en Zeitgeber Time (ZT) en el eje X inferior, y como
hora del dia en el eje X superior. Los datos estdn representados por los puntos negros con barras de error y la linea
continua representa la curva sinusoidal ajustada generada por el software CircWave. Los datos estdn expresados

como media + SEM.

En el ritmo de la condicidn control (P = 0.008; Figura 8A), la acrofase (el punto donde alcanza su

valor mas alto) tiene lugar a las 07:23h.
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En modelos animales alimentados ad libitum se ha observado in vivo la presencia de variaciones
a lo largo del dia en la concentracién de glicerol y acidos grasos no esterificados, lo que sugiere
la existencia de un ritmo circadiano en la actividad lipolitica. Estas concentraciones eran
superiores durante el periodo de suefio al compararlas con aquellas concentraciones

23,45

determinadas durante el periodo de actividad donde tiene lugar la ingesta, asemejandose al

ritmo que nosotros hemos determinado en la condicidn control.

Los datos obtenidos reproducen el ritmo circadiano observado in vivo en humanos en
condiciones de ingesta y suefio normales. Este estudio hallé un ritmo circadiano en la liberacién
de glicerol en el tejido adiposo subcutaneo (medido mediante microdialisis), el cual comenzaba
a aumentar sobre las 20:00h y experimentaba un descenso a las 08:00h cuando tenia lugar la
primera ingesta.*® Estos resultados coinciden con el ritmo que nosotros hemos observado en la

condicidon control, aumentando la lipolisis durante la noche y descendiendo con la ingesta.

Al analizar los ritmos circadianos en el resto de condiciones encontramos que tanto el AM (P =
0.0001; Figura 8B) como el PM (P = 0.001; Figura 8C) mantienen un ritmo aunque en diferente
fase. La acrofase de la condicién AM se encuentra a las 04:01h, mientras que la acrofase de la

condicién PM se localiza a las 11:36h.

Por el contrario, los datos de la condicién fasting (Figura 8D) no se ajustaron a una curva
sinusoidal indicando que no presentaba ningln ritmo. Esto podria indicar que el ritmo

observado procede del tratamiento aplicado mas que de un ritmo propio del tejido.

Un estudio previo observo que, en higado de ratones, la mayoria de los transcritos que bajo una
ingesta ad libitum o un ayuno restringido presentaban un patrén de expresidn circadiano,
cesaban esta expresion ritmica durante un ayuno prolongado.*’ Estos resultados podrian indicar
gue un ayuno prolongado tiene consecuencias a nivel celular que pueden afectar a los relojes
circadianos, siendo esta una posible explicacidn a por qué la condicidn fasting es la Unica que no

muestra un ritmo circadiano.
4.2. Diferencias en el ritmo diario entre las diferentes condiciones estudiadas

En la Figura 9 estan representadas las curvas de glicerol liberado al medio de cultivo de las cuatro

condiciones.

En la condicién control se puede apreciar como libera menos glicerol que el resto de las

condiciones, por lo que seria la que menos lipolisis realiza a lo largo de las 24 horas.
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En la condicidn AM, que se refiere a aquella condicidn que simula la ingesta de 8:00h a 12:00h,
se observa un marcado descenso del glicerol liberado durante la ingesta (entre ZTO y ZT4),
indicando una inhibiciéon de la lipolisis, ya que esta se reduce en la ingesta al tener disponible la
glucosa como fuente de energia, y progresivamente va aumentando conforme aumentan las

horas que esta en ayuno.

De lamisma manera, en la condicién PM, que se refiere a aquella condicién que simula la ingesta
de 16:00h a 20:00h, se observa de igual forma un marcado descenso del glicerol liberado
durante la ingesta (entre ZT8 y ZT12) que progresivamente va aumentando tras comenzar el

ayuno.

Por ultimo, en la condicidn fasting, que realiza 24 horas de ayuno continuado, la lipolisis

presenta valores mas elevados que el resto de las condiciones, los cuales se mantienen
relativamente estables durante las 24 horas, como era de esperar dentro de una situacion en la

gue no hay sustrato energético y el TA debe aportar este sustrato mediante la movilizacion de

grasa.
Hora del dia (hh:mm)

08:00 12:00 16:00 20:00 00:00 04:00 08:00

|| L =
21.0-'
-
g’ @ Control
E X AM
3 & PM
== 0.5 ¥ Fasting
e ]
()
=
O]
0.0

ZT0 ZT4 ZT8 ZT12 ZT16 ZT20 ZT24

Zeitgeber Time (ZT)

Figura 9. Evolucion de la lipolisis a lo largo de 24 horas en los cuatro grupos de tratamiento (n = 10).
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Durante el ayuno, los lipidos se convierten en la principal fuente de energia, ya que son la mayor
reserva de energia del organismo gracias a su eficiencia energética. Tras la ingesta, la glucosa es
utilizada por el organismo como fuente de energia, mientras que la grasa se almacena en el
tejido adiposo. Una vez que los carbohidratos se agotan, el organismo emplea la grasa
almacenada en forma de TAG en el TA, donde los acidos grasos y el glicerol liberados gracias a
la lipolisis serviran para proporcionar al organismo una fuente de energia.”*#* Este cambio en

el metabolismo durante el ayuno es capaz de explicar los distintos cambios en la actividad

lipolitica que se observan en las curvas de las cuatro condiciones, pudiendo ser una explicacion

al aumento de la lipolisis en las condiciones que simulan una dieta TRE.
4.3.Comparativa en el grado de lipolisis entre las diferentes condiciones

Para determinar el grado de lipolisis durante 24 horas en las diferentes condiciones se calculd el
area bajo la curva, y nuestros resultados del ANOVA muestran diferencias significativas entre la
condicidn fasting y todas las demas condiciones, siendo la primera significativamente mayor.

También entre el control y la condicidon de TRE AM se encontraron diferencias significativas.

La condicidn fasting, tal y como se espera, aumenta de manera significativa el total de glicerol
liberado durante 24 horas, frente a la condicién control (P < 0.0001; Figura 10). Por lo que un

ayuno completo estimula la lipolisis en mayor medida que una ingesta continua durante el dia.

kKK

% %

* ¥k

»
|

£

Glicerol (uM/mg TA)
N
]

?

I
Control AM PM Fasting

Figura 10. Andlisis del drea bajo la curva del glicerol liberado durante 24 horas en las cuatro condiciones (n=10).
*P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. Datos representados como media + SEM.
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En el TA, el estado nutricional influye en la expresién de ciertos factores que promueven o
inhiben la lipolisis. Segun un estudio de Nielsen et al. llevado a cabo en humanos, un ayuno
prolongado incrementa la cantidad de la lipasa adipocitica de triacilglicéridos o ATGL presente
en explantes de tejido adiposo.>® La fosfolipasa A, especifica de adipocitos (AdPLA) es una
enzima que cataliza la hidrolisis de fosfolipidos y que ha mostrado capacidad para inhibir la
lipolisis. La expresidon de AdPLA es inducida tras la ingesta, siendo otra posible ruta para la

regulacién de la lipolisis segun el estado nutricional.”!

Concordando con que la condicién control, que es la condicién con una ingesta continuada a lo
largo del dia, realiza menos lipolisis que el resto, mientras que la condicidn fasting, que realiza

un ayuno continuo, presenta mas actividad lipolitica que el resto.

Al analizar qué tratamiento TRE favorece mas la lipolisis, hallamos que Unicamente la condicién
AM mostro diferencias significativas con el control (P = 0.0364), lo que significaria una mayor

lipolisis (Figura 10), no habiendo asi diferencias significativas entre ambos tratamientos TRE.

Esto quiere decir que, al menos ex vivo, parece que realizar una dieta TRE en la que las 4 horas
de ingesta se situan por la mafiana favorece la lipolisis de forma significativa respecto a una
ingesta continuada durante el dia, lo que in vivo se traduciria en una mayor movilizacién de grasa

corporal, que resulta esencial para combatir la obesidad.

Las dietas TRE parecen tener efectos beneficiosos en la salud cardiometabdlica gracias al
establecimiento de un horario fijo de ingesta, favoreciendo un ritmo circadiano méas robusto.>>>3
Establecer un horario de ingesta parece sincronizar y aumentar la amplitud de muchos genes
controlados por los relojes periféricos, dando lugar a que los procesos metabdlicos que

controlan tengan lugar en el momento apropiado del ciclo de ayuno-ingesta®?.

El tratamiento AM en particular parece ser mas efectivo que el tratamiento PM en términos de
actividad lipolitica tras compararlos con el control, resaltando la importancia de la hora de la
ingesta. Esto parece sugerir que la eficacia de las dietas TRE también depende de la hora a la

que se fija el periodo de ingesta.

¢A qué se deben estas diferencias? Una posible explicacidon a esto es la presencia de ritmos

circadianos en muchos procesos bioldgicos. El metabolismo parece estar mas adaptado a una

ingesta temprana, ya que, por ejemplo, la sensibilidad a la insulina o el efecto termogénico de
los alimentos estdn aumentados por la mafiana.>*>> Adelantar la hora de ingesta ha demostrado

en otros estudios ser mas ventajoso en relacion a la pérdida de peso y otras alteraciones
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metabdlicas que una ingesta mas tardia.?>?%>% Estos resultados sugieren que combinar una dieta
TRE con una ingesta temprana podria tener un efecto sinérgico en cuanto a sus respectivos

beneficios.
4.4. Limitaciones

Una limitacién de este estudio es el bajo nimero de participantes (n = 10) que aporta una baja
significancia estadistica. Ademas, los participantes eran individuos con obesidad y, por ende, es
posible que estos resultados no puedan ser aplicados directamente a la poblacidn general. Otra
limitacidn es que el estudio estd llevado a cabo en TA ex vivo, por tanto, se precisa realizar
estudios intervencionales in vivo para determinar el impacto real de estos tratamientos en
personas, ya que hay otros factores, como el sistema nervioso o el endocrino, que intervienen
en la lipolisis.®® Los héabitos dietéticos del sujeto antes de la cirugia, las condiciones del cultivo y

el propio proceso quirurgico pueden afectar al ritmo de la lipolisis.

Es importante que en un futuro se realicen intervenciones in vivo para comprobar si una dieta
TRE permite combatir la obesidad sin limitar las calorias diarias, gracias a la alineacién del
periodo de ingesta con los ciclos de luz-oscuridad, que son el principal sincronizador del reloj

circadiano central.?®
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5. Conclusiones

En este proyecto hemos observado un patrén ritmico en la actividad lipolitica en explantes de
TA humano en la condicion control y ambas condiciones de TRE pero que no se ha podido
replicar en una condicidn de ayuno continuo. Los resultados obtenidos sugieren que limitar la
ingesta a un periodo de 4 horas por la mafiana y ayunar el resto aumenta la lipolisis ex vivo,
respecto a una alimentacidn clasica con ingesta durante todo el periodo de vigilia y ayuno
durante el sueiio, destacando el papel tanto del ayuno, aumentando la movilizacién de TAG,
como de la hora de la ingesta, sincronizando los relojes circadianos y alineando la ingesta con

los relojes circadianos, en las terapias de pérdida de peso

Estos resultados realzan el posible uso de TRE como terapia contra la obesidad en humanos,
pudiendo asi acercarse mas al objetivo final que seria trasladarlo en un futuro a la practica
clinica, tratandose de una novedosa intervencién no farmacolégica como tratamiento de la

obesidad y enfermedades metabdlicas asociadas.
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7. Anexos

Cuantificacion de la lipolisis

La medicidn de la liberacién de glicerol al medio de cultivo se lleva a cabo en un ensayo de
fluorescencia siguiendo el protocolo descrito a continuacién que ha sido adaptado por mi para

introducir esta metodologia en la condicidn de investigacion.
Reactivos

-Free Glycerol Reagent (Sigma)

-Amplex® UltraRed Reagent (Invitrogen)

-Glycerol Standard Solution (0.26 mg/ml; 2823 uM) (Sigma)
Procedimiento

1. Preparar diluciones seriadas de glicerol para realizar una curva estandar empleando el
medio de cultivo correspondiente donde se ha realizado el ensayo de lipolisis, es decir
el mismo medio en el que se hallaban el tejido/células, y Glycerol standard solution (0.26
mg/ml; 2823 uM). En eppendorfs de 1.5 ml realizar las diluciones segun la siguiente

tabla.

uM of glycerol Procedure

120 take 8,5 Wl of glycerol stock to 191,5 pl lpolysis medum
60 take 100 pl from 120 pM and add to 100 pl medum

30 take 100 w from 60 pM and add to 100 pl medmum

15 take 100 p from 30 pM and add to 100 il mednm

7,5 take 100 wl from 15 pM and add to 100 pl medum
3,75 take 100 W from 7,5 uM and add to 100 pl medum
1,88 take 100 pl from 3,75 pM and add to 100 pl medum

0 take 100 W mednm

2. Reconstituir el Free Glycerol Reagent afiadiendo 40 ml de agua MilliQ y reconstituir el

Amplex UltraRed solution aifiadiendo 340 ul de DMSO.

3. Para 96 pocillos, mezclar 10 ml de Free Glycerol Reagent con 100 ul de Amplex UltraRed

en un tubo de 12 ml envuelto en papel de aluminio. Mezclar mediante inversion.

4. Pipetear 20 ul de la curva estandar de glicerol o de la muestra en sus correspondientes

pocillos, por duplicado, en una placa negra de 96 pocillos.

5. Anadir 100 pl de la mezcla de Free Glycerol-Amplex UltraRed a cada pocillo.
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Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Leer fluorescencia en un fluorimetro a las longitudes de onda Ex/Em 530/590 nm.
Calcular la concentracion de glicerol de acuerdo con la curva estandar.

Determinar el glicerol liberado por miligramo de tejido empleando la siguiente formula:

(1M de glicerol) / mg de TA = uM/mg TA
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