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Abreviaturas

ABREVIATURAS
A Amplitud
ADIPOQ Adiponectina

ADIPOR Receptores de la adiponectina

ADNCc Acido dexoxiribunucléico complementario

ALT Alanina Transaminasa

AMPc Acido dexoxirribunucleico complementario

ARN Acido Ribonucleico

ARNmM ARN mensajero

ASCs Células madre derivadas del tejido adiposo (siglas en inglés: Adipose stem
cells)

AST Aspartato Transaminasa

BCA Acido bicinchoninico (siglas en inglés: Bicinchoninic acid)

BMAL1 Brain and muscle ARNT-like protein

CCG Genes controlados por los genes reloj (siglas en inglés: clock controlled
genes)

CLOCK Circadian locomotor out-put cycles kaput (por sus siglas en inglés)

CKI 6/¢ Caseinquinasas d Y ¢

CPS Cuentas por segundo

CRY Cryptochrome

CT Tiempo circadiano (siglas en inglés: Circadian Time)

DE Desviacion estandar

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (por sus siglas en inglés)

EEM Error estandar de la media
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Abreviaturas

FBXL3
HDL
IMC
IR
LDL
LEP

LEPR

NSQ
PAKT
PAS
PBS

PCR

PER
PR

RCC
RCM

RT-gPCR

SBF

SDS

SDS-PAGE

SMet
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Proteinas con un dominio F (siglas en inglés, F-box/LRR-repeat protein 3)
Lipoproteinas de alta densidad (siglas en inglés: high density lipoproteins)
indice de masa corporal

Receptor de la insulina (siglas en inglés: Insulin receptor)

Lipoproteinas de baja densidad (siglas en inglés: low density lipoproteins)
Leptina

Receptor de la leptina

Mesor

Nucleo supraquiasmatico

AKT fosforilada (siglas en inglés: phospho-AKT)

dominio Per-Arnt-Sim (por sus siglas en inglés)

Tampon fosfato salino (siglas en inglés: Phosphate buffered saline)
Reaccidon en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés: Polimerase
chain reaction).

Period

Porcentaje del ritmo

Relacion cintura-cadera

Relacion cintura-muslo

PCR cuantitativa a tiempo real (siglas en inglés: Real time quantitative
PCR)

Suero bovino fetal

Dodecilsulfato sodico (siglas en ingles: sodium dodecyl sulfate)
Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (siglas en
inglés: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Sindrome metabdlico



TA

tAKT

TAS

TAV

TBS-T

Abreviaturas

Periodo

Tejido adiposo

AKT total (siglas en inglés: total-AKT)
Tejido adiposo subcutaneo

Tejido adiposo visceral

Tris-buffered salino, contiene 0.1% Tween, y 5% leche desnatada
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ANTECEDENTES (BACKGROUND)

Uno de los grandes descubrimientos en el &rea de investigacion en obesidad de
las dltimas décadas, ha sido la presencia de relojes circadianos activos, que existen no
solo en nuestro cerebro, sino también en varios érganos relacionados con la ingesta
alimentaria como son el higado, el aparato digestivo o el pancreas. Quizas, el tejido que
mas relevancia adquiere en el estudio de la obesidad sea el tejido adiposo, lo que llevé a
nuestro grupo de investigacion a investigar, y finalmente demostrar, que el tejido
adiposo también presenta un reloj propio, capaz de funcionar incluso fuera del cuerpo,
in vitro, sin la influencia del reloj central [1].

Actualmente, la comunidad cientifica acepta que existe un nexo de unién entre la
obesidad, el sindrome metabdlico (SMet) y el sistema circadiano. Por ello, esta tesis
doctoral pretende aportar una mayor comprensién a) del funcionamiento de este reloj
interno del tejido adiposo, que presenta ritmos diarios de 24h, también llamados ritmos
circadianos, b) de su relacién con el metabolismo, y c¢) mas especificamente de su
interaccién con la funcién endocrina del tejido adiposo. Con este nuevo conocimiento,
esperamos contribuir al desarrollo de una terapéutica mas racional de la obesidad y de

las alteraciones asociadas, en la que se tenga en cuenta el “cuando” [2].
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Introduccién

1. Cronobiologia

La cronobiologia es la ciencia que estudia los ritmos bioldgicos de los seres
vivos, es decir, las variaciones periodicas que se manifiestan regularmente como
consecuencia de los cambios que ocurren en la Tierra, asi como su adaptacion a estos
cambios, en todos los niveles de organizacion. Estos ritmos bioldgicos se clasifican en
tres grandes grupos segun el tiempo que tardan en realizar un ciclo completo (periodo):

o Ritmos ultradianos: aquellos que presentan una duracion inferior a 24

horas, como las frecuencias cardiacas y respiratorias.

o Ritmos infradianos: cuando el ciclo tarda m&s de 24 horas en

completarse, como son los ciclos menstruales.

o Ritmos circadianos: aquellos que duran aproximadamente 24 horas como

es la secrecion de hormonas tales como la melatonina y el cortisol, los ciclos de

suefio/vigilia o los ciclos de ingesta/ayuno. Esta tesis doctoral se plantea en el
estudio de estos ritmos de 24h. Y es que estos ultimos engloban la mayoria de

ritmos en los que se ha centrado principalmente la cronobiologia. Esta ciencia, a

pesar de ser relativamente moderna, pues su desarrollo maximo en fisiologia se

inici6é sobre los afios 70 del pasado siglo, presenta ya un largo recorrido en su

conexion con la fisiologia y fisiopatologia del ser humano[3-5].

El sistema circadiano y el reloj central

El sistema circadiano de los mamiferos estda compuesto por una red de
estructuras jerarquicamente organizadas responsables de la generacion de ritmos
circadianos y de su sincronizacion con el entorno. Este sistema circadiano esta formado
principalmente por un marcapasos central, localizado en el nucleo supraquiasmatico
(NSQ) del hipotadlamo [6, 7]. En condiciones ambientales naturales, el NSQ se

«reajusta» cada dia mediante una sefial periodica de luz/oscuridad gracias a la existencia
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de una ruta no visual basada en las células ganglionares provistas del pigmento
melanopsina y en el tracto retino-hipotalamico. Aunque la entrada luminosa (cambios
luz/oscuridad) sea la principal sefial entrante al NSQ, existen otras entradas periddicas,
como el horario de las comidas (ingesta/ayuno) y el ejercicio programado
(actividad/reposo), capaces de poner en hora el sistema circadiano de los mamiferos. El
marcapasos central, a su vez, sincroniza la actividad de varios relojes periféricos fuera
del NSQ mediante la secrecion ciclica de hormonas y la actividad del sistema nervioso

vegetativo.

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 [8]. Por un lado, los elementos positivos del reloj central, CLOCK
(circadian locomotor out-put cycles kaput) y BMAL1 (brain and muscle ARNT-like
protein), dos proteinas con estructura de hélice-bucle-hélice que contienen dominios
PAS (Per-Arnt-Sim, que permiten la unidn proteina proteina) para factores de
transcripcion; por otra parte, las proteinas PER (period) y CRY (cryptochrome) son los
componentes negativos del bucle de retroalimentacion. CLOCK heteromeriza con
BMAL1 (CLOCK:BMALL1) para activar la transcripcion ritmica de los genes PER vy
CRY [9, 10], que se acumulan en el citoplasma, heteromerizan entre si (PER:CRY) y se
translocan hacia el nucleo, donde inhiben al complejo activador CLOCK:BMALL, y
ademas reprimen su propia transcripcion completando el bucle de retroalimentacion
transcripcional/translacional [11, 12]. Por lo tanto, los picos de expresion de estos dos
juegos de genes ocurren en el NSQ en antifase uno respecto al otro. Ademas, dentro de
este proceso ciclico, proteinas como las caseinquinasas (CKId/¢) o proteinas con un

dominio F (FBXL3) se encargan de controlar la estabilidad de las proteinas PER y

22



Introduccién

CRY, respectivamente [13, 14]. Se cree que este control post-translacional es clave en la
determinacion de la longitud de la oscilacion molecular [15].

Actualmente, se conoce muy bien como participa directamente en el
metabolismo la maquinaria del reloj circadiano. Aproximadamente entre un 10 y un
30% de los genes, dependiendo de los tejidos, parece mantener un ritmo de expresion
guiado por los genes reloj. Existen numerosas enzimas metabdlicas tales como la acil-
CoA oxidasa, y la HMG-CoA sintasa, y sistemas de transporte como la sirtuina-1, que
muestran ritmos circadianos controlados por el reloj molecular por lo que se consideran
genes controlados por los genes reloj (CCG por sus siglas en inglés). En este sentido,
proteinas del reloj como BMALL y otras proteinas también controladas por los genes
reloj, como el PPARa y el REV-ERBa, estan involucradas en el metabolismo lipidico.
Ademas, sabemos que el dimero formado por BMAL1 y CLOCK est4 implicado en la
homeostasis de la glucosa, mientras que CLOCK y PER2 parecen asociarse con la
regulacion del apetito. En definitiva, hay evidencias sélidas de que el sistema circadiano

influye sobre el metabolismo.

Los relojes periféricos

Tal y como comentabamos al inicio, este reloj circadiano intracelular no solo
reside en las neuronas del NSQ del hipotalamo sino que también lo hace en varios
tejidos periféricos como son el higado, el corazén o el pancreas [16-18]. Estos relojes
periféricos tienen la capacidad de oscilar de manera autbnoma, expresando sus propios
“genes reloj”, aunque son sincronizados por el reloj central. De hecho, se ha demostrado
gue el NSQ no es esencial para dirigir las oscilaciones periféricas, pero si presenta un
papel fundamental como sincronizador de estos cambios ciclicos. En otras palabras, el
reloj central no es necesario para que se produzcan los ritmos de estos relojes

periféricos, pero si lo es para ponerlos en hora segun las necesidades de nuestro
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organismo [18]. Por ello se puede afirmar que la ritmicidad en los tejidos periféricos
puede estar controlada directamente por los “genes reloj” propios del tejido, aunque son

sincronizados por el reloj central.

Genes reloj en el tejido adiposo de modelos de experimentacion animal

La gran mayoria de los estudios realizados sobre los genes reloj en el tejido
adiposo, se lleva a cabo en animales de experimentacion, sobre todo en roedores [19-
24]. De hecho, con estos modelos experimentales se ha demostrado que la expresion de
los genes reloj presenta ritmicidad circadiana, de manera que los ritmos de los
elementos positivos (Bmall y Clock) estan en anti-fase con los ritmos de los elementos
negativos (Per2 y Cryl) [19, 20, 25, 26].

En este sentido, gracias a estos estudios se ha podido demostrar la relacion entre
la alteracion de estos ritmos circadianos y los estados patoldgicos asociados con la
obesidad, enfermedad metabdlica que se caracteriza por presentar un exceso de TA. Por
ejemplo, varios grupos de investigacion han estudiado los genes reloj en el tejido
adiposo de ratones obesos [20, 25-27]. Los resultados obtenidos de estos trabajos han
sido muy dispares, y mientras algunos indicaban que la obesidad tenia efectos leves
sobre el reloj circadiano [26], otras investigaciones demostraron que la obesidad, no
solo afectaba de manera importante a la expresion de los genes reloj, sino que incluso
era capaz de bloquearla. Concretamente, el estudio realizado por Ando y cols. [20], fue
decisivo, ya que mostré como la expresion ritmica de los genes reloj se atenuaba en
mayor o menor grado dependiendo del grado de obesidad de los ratones. Asi, los
ratones obesos KK presentaron una atenuacion leve de los ritmos, mientras que los
ratones con mayor grado de obesidad y diabetes KK-AY tuvieron un aplanamiento de
los ritmos significativamente superior que los KK. Esta idea fue reforzada por el estudio

realizado por Turek y cols. [27], el cual demostré que los ratones mutantes knock-out
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homocigoticos para Clock presentaban ritmos de ingesta alterados, eran ratones obesos
y ademas desarrollaban sindrome metabdlico (SMet). Este estudio fue clave para
conocer la conexion entre los genes reloj en el TA y la obesidad o el SMet, que derivan
de un exceso de tejido adiposo.

Otros modelos de experimentacion animal in vitro que han demostrado ser
validos para el estudio de la biologia molecular del tejido adiposo humano son, ciertas
lineas celulares de ratén, como la linea celular 3T3-L1 [28], o por ejemplo el cultivo de

celulas madre derivadas de tejido adiposo (ASC) [29].

El tejido adiposo humano, un tejido periférico con ritmos circadianos
enddgenos

Un ritmo circadiano enddgeno es aquel que no necesita la accién del nucleo
supraquiasmatico para producirse. Tal y como se coment6 al inicio, nuestro grupo de
investigacion demostré hace unos afios que el tejido adiposo humano, posee un
verdadero reloj enddgeno con ritmicidad propia. Fue en el afio 2009 cuando
descubrimos, gracias a la tesis doctoral de la Dra. GoOmez-Abellan, que ciertos genes
reloj, tales como PER2, BMAL1 y CRY1, se expresaban en el TA humano, en diferentes
localizaciones adiposas, subcutanea y visceral [30].

Una vez demostrada la existencia de genes reloj en el tejido adiposo humano,
pudimos comprobar, tras una serie de cultivos celulares, la naturaleza periodica de estos
genes en el tejido adiposo [1]. Un aspecto importante a destacar fue que en los explantes
(piezas de tejido adiposo de un didmetro de 1-5 mm de diametro aproximadamente)
estos genes reloj mantuvieron un ritmo de expresion ciclico in vitro al menos durante
dos ciclos tras ser extraidos de los sujetos mediante cirugia de bypass gastrico. Este
hecho reforzo la teoria de que los genes reloj en los tejidos periféricos oscilan

independientemente del NSQ. Este mismo trabajo mostré que el patron circadiano de
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expresion de los genes reloj diferia entre los dos depdsitos grasos, subcutaneo y
visceral. De hecho, la expresidn de los genes reloj en el tejido adiposo visceral se asocio
mas estrechamente con las caracteristicas del SMet que la del tejido adiposo subcutaneo
[1, 31].

A partir de este estudio se realizaron otros trabajos en los que se analizaron otros
genes implicados en el metabolismo del tejido adiposo como es el caso de PPARY' y
otros genes relacionados con el metabolismo del cortisol. De nuevo, se demostré que los
genes de determinadas citoquinas relacionadas con el tejido adiposo, presentan
ritmicidad. Entre ellas, la adiponectina (ADIPOQ), considerada como un factor
protector frente a perturbaciones asociadas al SMet. Tanto ella, como sus receptores
ADIPOR1 y ADIPOR2, mostraron ritmicidad circadiana en el tejido adiposo de
pacientes con obesidad severa [32]. Por otro lado, la leptina (LEP), otra adipoquina
secretada en el tejido adiposo y fuertemente implicada en el control de la ingesta,
también presentd ritmicidad circadiana en su expresion, al igual que el gen de su
receptor LEPR.

La figura 1 resume una aproximacion del orden temporal interno de los ritmos
circadianos del TA humano en el que se sefiala el horario de mé&xima expresion o
acrofase, de diferentes genes reloj y otros genes de importancia metabdlica en el tejido
adiposo humano [33]. Por ello, la existencia de un orden temporal especifico en los
patrones diarios de estos genes parece ser crucial en el tejido adiposo para acumular o
movilizar la grasa en el momento adecuado, un fendmeno conocido como

compartimentacion temporal [33].
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Figura 1. Aproximacion del orden temporal interno de los ritmos
circadianos en el TA humano. Adaptado de Garaulet M y cols., Nutr
Hosp. 2015.

Ademés de la acrofase, hora de méaximo pico de expresion, existen otros
pardmetros interesantes para definir las caracteristicas del ritmo. Para el estudio del
comportamiento de las variables ritmicas, en cronobiologia se suele usar el método
Cosinor, una herramienta que ajusta los datos de dichas variables a una funcién coseno
o sinusoidal. Se considera que un ritmo es circadiano, si su patron se puede ajustar a una
curva sinusoidal. Este concepto es importante, ya que una variable puede tener cambios
a lo largo del dia, lo que se podria comprobar estadisticamente gracias a un ANOVA de
muestra repetidas, pero esto no asegura que los cambios sean ritmicos, y por lo tanto no
podemos decir que un ritmo es circadiano, aunque cambie a lo largo del dia, si no

presenta este patrdn sinusoidal. Ademas, los cronobiélogos méas puros consideran que
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un ritmo es circadiano, sélo si ademas se demuestra que no estd marcado por las
conductas del individuo, sino que se produce como consecuencia de su reloj interno.

El método cosinor, permite obtener una serie de parametros que describen
objetivamente el ritmo de la variable. Estos parametros pueden observarse en la figura
2 y son: el mesor (M) o valor medio del ritmo ajustado a la funcidn sinusoidal; la
amplitud (A) diferencia entre el valor maximo y el valor medio del ritmo; el porcentaje
del ritmo (PR) o porcentaje de variabilidad considerado para la curva de coseno; y por
ultimo el periodo (T), definido como el tiempo de duracion de un ciclo completo en una
variable ritmica. En el método Cosinor, el periodo es un valor que debe ser conocido
previamente, y normalmente al estudiar ritmos circadianos se le suele asignar el valor de
24 horas. Existe otra variable importante en el estudio de los ritmos circadianos, ésta es
la frecuencia (f) o nimero de ciclos que tiene lugar por unidad de tiempo. El periodo o
T es un valor que no se puede obtener mediante el método Cosinor, pero si mediante
otro método que ajusta el ritmo a una curva de seno. La frecuencia nos permite

determinar el periodo real del ritmo.

Periodo (T)

Variable

Tiempo (h)
Figura 2. Definicion de los parametros de una funcién

sinusoidal ajustada a los datos. A: amplitud, ®: acrofase.
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Estudios previos han demostrado que la robustez de un ritmo se puede
determinar de dos maneras. Por un lado, se dice que un ritmo es robusto cuando el PR
obtenido tras el analisis de cosinor es superior al 60% [32, 34], o por otro lado, cuando

el valor del ritmo es estadisticamente significativo, es decir (P<0,05) [35].

2 Métodos de estudio de los ritmos circadianos en el tejido adiposo

Los explantes de TA humano se pueden considerar el mejor modelo para el
estudio de la fisiologia y metabolismo de dicho tejido. Sin embargo, su utilizacion en
ocasiones no es posible, ya que este tipo de experimentos necesita de una gran cantidad
de tejido, el cual se extrae a los sujetos participantes en los estudios mediante métodos
invasivos. Concretamente, nuestra experiencia indica que se necesita al menos una
cantidad de 12 gramos de TA para establecer una curva de expresion circadiana fiable
[1, 32, 34, 35]. Esta se consigue tomando muestras de TA al menos cada 4 horas para
analizar 6 puntos horarios en el total de 24 horas del dia. En ocasiones, por motivos
éticos, esto no siempre es posible, siendo una gran limitacion en este tipo de estudios.

Tampoco resulta facil encontrar un tejido que sea buen modelo para estudiar las
funciones de los relojes periféricos in vivo. Segln la localizacion existen dos tipos de
TA en los seres humanos: el TA subcutaneo (TAS), situado justo por debajo de la piel,
y el TA visceral (TAV) localizado en el interior de la cavidad abdominal rodeando las

visceras. EI TAS presenta una accesibilidad mejor que el TAV (figura 3).
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Grasa
subcutanea

Estomago

Higado

Rifién Cavidad
Vesicula biliar abdominal
Colon

Grasa
Visceral

Intestino

Figura 3. Localizacion en nuestro organismo de los dos depésitos

grasos mas importantes y su accesibilidad.

Por estos motivos, se han descrito una serie de métodos para analizar los ritmos
circadianos en el TA, asi como las ventajas y desventajas que presenta cada uno de ellos

[36].

A) Anélisis de un solo punto en biopsias de TA

El analisis de un solo punto en biopsias de TA, de la expresion de genes reloj en
particular o del metabolismo en general, es uno de los métodos mas simples. En este
caso, las biopsias se realizan una unica vez en el tiempo, y es importante determinar el
momento de dia en el que éstas se realizan, de tal manera que sea similar entre todas
aquellas biopsias que se van a comparar en un mismo estudio. De esta manera, se
asegura la relacién entre la expresion de los genes estudiados y el estado metabdlico de
los sujetos participantes.

Este tipo de técnica ha sido muy Util en nuestro grupo de investigacion ya que,
gracias a ella en 2008, pudimos, por primera vez analizar la expresion de ciertos genes

reloj (BMALL, PER2 y CRY1) en el TA humano. En este estudio se usaron biopsias de
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TAS y TAV, que procedian de hombres obesos (indice de masa corporal (IMC) > 40
Kg/m?) [30]. La expresion de los tres genes en el TAS se correlaciond
significativamente con el colesterol plasmatico total y con las lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Ademas, se encontr6 una relacion negativa entre la expresion del gen
PER2 y la circunferencia de la cintura en el TAV. En otro estudio [37], mediante esta
misma técnica, se comparo la expresion del ARN mensajero (ARNm) en el TAS con el
IMC de los sujetos. En este caso se estudiaron sujetos que presentaban desde un IMC
<25 Kg/m? (normopeso) a un IMC> 30 Kg/m? (obesos). Los resultados mostraron que
la expresion de la mayoria de los genes reloj se correlacionaba con la expresiéon de
genes biomarcadores de los adipocitos. Todos estos estudios han sido muy Utiles para
vincular la expresion de los genes reloj en el TAS y TAV, con el estado metabolico del
sujeto.

Sin embargo, la desventaja en este caso es que los andlisis en un solo punto
horario a lo largo del dia, no da informacion sobre la naturaleza circadiana del tejido

adiposo.

B) Cultivo de biopsias realizadas en un solo punto (explantes de TA)

Pronto surgié una buena alternativa para solventar la problematica que
presentaban los muestreos de un solo punto horario. Esa alternativa fue realizar el
cultivo de biopsias de TA extraidas de voluntarios humanos que eran sometidos a una
intervencion quirargica. Tras la obtencion de una sola biopsia, ésta es llevada al
laboratorio y alli, mediante un bisturi y pinzas, la biopsia se divide en varias porciones o
explantes de TA. Un explante de TA, por tanto, es parte de este tejido que se cultiva en
un medio artificial in vitro, bajo unas condiciones que simulen las condiciones in vivo.
Una vez establecido el cultivo, los explantes se recogen a distintas horas del dia para su

posterior analisis a intervalos de 4-6 horas durante un periodo de 24 horas. Mediante
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este protocolo, nuestro grupo de investigacion pudo demostrar la expresion circadiana
de los genes de los glucocorticoides, asi como los ritmos circadianos de ciertas
adipoquinas como la adiponectina [31, 32]. Ademas, pudimos comprobar que el ARNm
de los genes reloj oscilaba de manera ritmica a lo largo del dia y que su expresion era
diferente entre los TAS y TAV. Este experimento afianzé la teoria de que ambos
depdsitos grasos eran diferentes, no solo desde el punto de vista fisioldgico, sino
también de su metabolismo, y por tanto, debian ser analizados por separado.

La gran ventaja de esta técnica es que a partir de una sola biopsia se consigue
comparar los resultados obtenidos entre el TAS y el TAV de un mismo individuo.
Ademas, permite estudiar las caracteristicas de los ritmos circadianos endégenos de un
tejido periférico, como es el TA humano. Aunque esta técnica también presenta algunas
desventajas. Una de ellas, es el nimero de experimentos que se puede realizar. Este va a
depender del tamafio de la biopsia que se obtenga durante la cirugia. Como se mencion6
anteriormente, el tamafio minimo de la biopsia para obtener un ritmo circadiano fiable
es de 12 gramos. Solamente se puede hacer esta técnica en individuos con obesidad
severa, y que sean operados quirdrgicamente. La otra desventaja que presenta es la
dificultad que supone extrapolar los resultados obtenidos del cultivo in vitro a las

caracteristicas fisioldgicas que se dan in vivo.

C) Realizar biopsias en serie

A pesar de que el muestreo de determinados tejidos no resulta facil, en este
sentido, se han conseguido avances hacia un mayor conocimiento del funcionamiento de
los relojes periféricos en humanos. A ello ha colaborado la extraccion de biopsias en
serie, técnica que consiste en obtener del mismo organismo distintas biopsias en
diferentes momentos del dia. Ademas del TA humano, se han usado otros tejidos en este

tipo de analisis, como son las células sanguineas [38, 39], o los foliculos pilosos [40].
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Concretamente, los ritmos circadianos encontrados en leucocitos se correlaciona tanto
con los ritmos de la melatonina y el cortisol, como con los horarios de suefio-vigilia, lo
que demuestra la capacidad que presentan de capturar el ritmo interno del individuo, a
pesar de ser extraidos del organismo [41]. Por otro lado, los foliculos pilosos humanos
pueden usarse como marcadores de los ritmos periféricos humanos [40]. La desventaja
de estos tejidos es que no tienen una clara relacion con el metabolismo.

En este sentido, mediante estas biopsias en serie del TAS, varios estudios han
demostrado la posibilidad de captar los cambios a lo largo del tiempo en la expresién
génica. Concretamente, Loboda y cols., realizaron la extraccién de tres biopsias de la
region subcutanea, muy cerca del ombligo, concretamente por la mafiana, por la tarde y
por la noche, en un intervalo total de diez horas y media. En este caso, los sujetos
participantes eran todos hombres sanos con sobrepeso y obesidad (IMC entre 27-35
kg/m?). Tras analizar el transcriptoma del TA humano, concluyeron que,
aproximadamente el 25% del mismo presentaba cambios significativos en el tiempo, es
decir a lo largo del dia, en la regulacion de su expresion diaria [42].

En otro estudio posterior, las biopsias de TAS se recogieron en serie cada seis
horas a lo largo de un periodo de 24 horas, esta vez en una region de la nalga superior,
la cual contiene TA metabolicamente activo [43]. En este caso, se analizd la expresion
génica diaria en tres grupos de sujetos, divididos en delgados, ligeramente obesos y
obesos con diabetes tipo 2 [44]. Los sujetos se trasladaron al laboratorio la noche previa
al experimento para conseguir una aclimatacion al entorno similar entre ellos. Ademas,
durante la semana previa a la realizacion del estudio, todos ellos siguieron una misma
rutina en suefio y alimentacion. Los resultados mostraron de nuevo ritmos robustos en
todos los genes reloj analizados, asi como los genes implicados en el metabolismo del

TA humano regulados de manera circadiana. Sorprendentemente, y en contraste con los
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datos obtenidos en un experimento similar con ratones [20], no se encontraron
diferencias significativas en la expresion geénica entre los tres grupos experimentales,
segun el grado de obesidad, tras permanecer en condiciones de laboratorio controladas.
Esta técnica se reduce al estudio del TAS, ya que no es posible realizar la
obtencion de biopsias en serie del TAV, esto limita la utilidad de la técnica ya que el
TAS no es tan buen predictor del sindrome metabdlico como el TAV [45]. No obstante,
el uso de biopsias en serie, ha demostrado ser un protocolo Util para el analisis de los
ritmos circadianos in vivo en un tejido metab6licamente activo como es el TAS. Esto
supone una ventaja frente al estudio de los ritmos circadianos en las células sanguineas
o los foliculos pilosos, que no se consideran tejidos metabolicos. Por lo tanto, queda
claro que el TAS es un buen marcador fisiologico de los relojes periféricos para el

estudio de la cronobiologia en humanos.

D) Cultivos celulares y andlisis a tiempo real de la expresion génica

Hasta ahora, todas las técnicas descritas han utilizado el TA como biopsia o
explante, compuesto por diferentes tipos celulares, ya que ademas de adipocitos, el
tejido adiposo presenta otras células como macréfagos o linfocitos. Para conseguir una
mayor comprension de la biologia molecular circadiana de las células que caracterizan
principalmente al tejido adiposo, que son los adipocitos, es necesario recurrir al uso de
otras técnicas, como alternativa a la metodologia descrita hasta ahora.

Para estudiar los adipocitos, y su ritmicidad circadiana, una de las técnicas que
se utiliza, es la manipulacion genética del nicleo del reloj en los adipocitos. Esta
proporciona a tiempo real el analisis de los genes denominados “reporteros” y gracias a
ella se consigue una resolucion temporal, es decir muchas mas mediciones durante las
24h del dia, que con las técnicas previamente usadas. Este tipo de técnica se ha usado

con éxito en fibroblastos de piel humana in vitro [46]. La ventaja de esta técnica,
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ademaés del nimero de determinaciones, que puede ser de unas 200 medidas, es que a
partir de una pequefia cantidad de tejido de origen permite el andlisis de multiples ciclos
circadianos, es decir de varios dias. Es por ello, que esta técnica resulta ideal para
comparar las propiedades circadianas de los adipocitos de diferentes depositos grasos
(TAS y TAV). Ademaés, permite estimar de manera fiable el periodo y la fase de los
relojes periféricos humanos [46], con resultados paralelos a los obtenidos en otros
estudios realizados en animales [47].

El mecanismo que permite a esta técnica captar el ritmo de estos genes
reporteros, se basa en la capacidad que tienen ciertos organismos vivos de producir luz:
es la reaccion de bioluminiscencia.

De forma resumida, esta reaccion es un proceso bioquimico, que ocurre de la
siguiente manera: el oxigeno oxida al sustrato (la luciferina), en un proceso catalizado
por el enzima luciferasa, y en el que interviene una molécula de ATP proporcionando la
energia necesaria para que la reaccion ocurra. Gracias a esta reaccion se obtiene luz, que

es lo que finalmente se determina (figura 4).

Luciferasa / Mg2+
D-luciferina + ATP + O, D-oxiluciferina + PPi-Mg? * + AMP + CO, + Luz

Figura 4. Reaccion de la bioluminiscencia. Fuente: elaboracion propia.

Por lo tanto, para llevar a cabo esta técnica es necesario obtener modelos de
estudio, como lineas celulares o explantes de tejidos, que contengan en su genoma el
promotor del gen reloj de interés, unido al gen de la luciferasa, de tal manera que,
cuando se activa el mecanismo de expresion del propio gen, provoca a su vez la

expresion del gen de la luciferasa, y asi es como se puede observar a tiempo real la
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expresion de un gen especificamente. Dicho de otra manera, la emision de
bioluminiscencia es directamente proporcional a la expresion génica.

El modo de conseguir esto en una linea celular, es mediante transduccion,
término genético que se utiliza para nombrar al proceso por el que se introduce material
genético exdgeno utilizando un virus como vector. Para conseguirlo en explantes, lo que
se hace es extraer el tejido de animales transgénicos, es decir, aquellos animales a los
que se ha modificado genéticamente alguna secuencia de su ADN con el fin de
conseguir un efecto en particular. En ambos casos, el efecto que se quiere obtener es el
detectar luz tras la expresion del gen de interés.

Como ya se ha comentado, la técnica ha sido utilizada para evaluar los relojes
periféricos en humanos, mediante el cultivo de fibroblastos procedentes de biopsias de
piel, principalmente [46, 48-50]. En estos estudios, la transduccion de los fibroblastos se
realiz6 con un vector de lentivirus que contenia el gen promotor de un gen reloj,
fusionado con el gen de la luciferasa y posteriormente se registro la bioluminiscencia a
tiempo real.

La principal ventaja de esta técnica reside en que los datos se registran de
manera continua, y aunque se trata de un método que técnicamente puede considerarse
mas complejo o exigente, resulta mucho mas eficaz en la determinacion de los ritmos
circadianos que el hecho de recoger varias muestras a lo largo del dia. Este registro,
ademas, se realiza en una sola placa de cultivo, durante varios dias y sin necesidad de
efectuar distintos muestreos en el transcurso de esos dias.

Estos genes reporteros de bioluminiscencia, se han usado con éexito en otras
células humanas como las células de los islotes pancreaticos [51] o células epiteliales

del pigmento retiniano [52].
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No obstante, esta técnica presenta algunas limitaciones. Una de las principales es
el hecho de extrapolar los parametros del ritmo circadiano observado en un cultivo de
células in vitro hacia la situacion in vivo. En este sentido existe gran controversia, ya
gue mientras que unos estudios demuestran una correlacion significativa entre la
situacion in vivo e in vitro [53], otros, muestran la ausencia de esta correlacion [50]. Por
tanto, aunque se necesitan méas estudios para verificar si los ritmos in vitro reflejan con
precision el comportamiento del reloj en su entorno natural (in vivo), la mayor ventaja
de esta técnica es que es perfecta para determinar los ritmos circadianos del tejido, ya
que por el mero hecho de presentar ritmicidad fuera in vitro, es decir sin la influencia
del reloj central, demuestra que estos ritmos son circadianos, es decir que estan

generados por el reloj propio del tejido en estudio.

3 El tejido adiposo humano y sensibilidad a la insulina
El tejido adiposo humano

El TA humano clasicamente era considerado como un tejido pasivo cuya Unica
funcion era la de almacenar energia a largo plazo y ser aislante mecénico y térmico de
organos vitales. Actualmente esta idea ha cambiado por completo, y ademas de ser
almacén de energia, se le reconoce como un importante 6rgano endocrino [54]. Se trata
de un tejido que secreta multiples moléculas bioactivas como son las denominadas
adipoquinas [55, 56]. Estas adipoquinas tales como la adiponectina, la leptina o la
resistina, entre otras, tienen una accion autocrina: ya que actdan en el propio tejido
adiposo donde se producen; paracrina: es decir en tejidos cercados, pero también y lo
mas importante es que presentan una accion endocrina; es decir pueden ser secretadas a
sangre y actuar sobre otros drganos y tejidos. De esta manera, interacttan localmente en

el tejido adiposo y con otros organos como el cerebro, el pancreas o el higado,
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influyendo activamente sobre el metabolismo sistémico, y ademas muchas de ellas
muestran concentraciones plasmaticas que varian a lo largo de las 24 horas del dia [57-
60]. Ademas, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que los genes reloj juegan,
dentro del tejido adiposo humano, un papel fundamental en la regulacion de la
expresion de todas las adipoquinas secretadas por él, y por tanto sobre el metabolismo

[61].

El TA esta compuesto por diferentes tipos celulares que contribuyen y participan
en mayor o menor grado en su funcion secretora [62]. En él se puede distinguir, una
fraccion adiposa propiamente dicha y mayoritaria, que se compone de las células de la
grasa o adipocitos (figura 5) y preadipocitos (sus precursores), y por otro lado, una
fraccion denominada estroma-vascular, que se conforma de vasos sanguineos,
terminaciones nerviosas y células inmunitarias, como macréfagos y linfocitos [63].
Ademas, como han descrito varios autores, para estudiar los ritmos circadianos del TA
es importante tener en cuenta esta naturaleza heterogénea [64, 65]. De hecho, se sabe
que la mayoria, sino todos los tipos celulares que forman parte de este tejido poseen un
reloj circadiano enddgeno propio, e incluso su composicion varia segin el estado
metabolico del individuo. Por ejemplo, el TA de sujetos obesos se caracteriza por
presentar una infiltracion superior de macrofagos a la que presenta el TA de sujetos no
obesos, por ello se dice que el individuo obeso tiene un tejido adiposo “inflamado”. Esta
es una cuestion que debe ser considerada, ya que en ocasiones no se puede saber con
certeza qué tipo celular aporta la ritmicidad del tejido.

Por otro lado, en funcién del tipo de caracteristicas de la fraccién adiposa se
distinguen principalmente dos tipos tisulares como son el tejido adiposo marrén (TAM)
y el tejido adiposo blanco (TAB), ambos funcional e histolégicamente bien

diferenciados.
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Los adipocitos blancos almacenan energia en forma de lipidos, principalmente
triglicéridos, por ello, se caracterizan por presentar una gran y U(nica vacuola
almacenadora de acidos grasos procedentes de la dieta, que ocupa casi todo el
citoplasma, quedando su nucleo desplazado hacia la periferia (figura 5, izquierda). Por
otro lado, a los adipocitos marrones (figura 5, derecha) se le atribuye desde hace mas
de 20 afios un papel clave en la termogenesis inducida por el frio y la homeostasis del
peso corporal. De hecho, la grasa marron es esencial en bebés humanos, pero no tanto
en adultos debido a la mayor tasa metabdlica y masa muscular que poseen en
comparacion [66, 67]. La conversién de tejido adiposo blanco en marrén o pardo ha
sido denominada también como “tejido adiposo beige” (también llamada tejido adiposo
convertible). Este es un tipo de tejido intermedio entre el blanco y el marrén, por

adquirir similitudes con los adipocitos pardos (figura 5, centro).
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Figura 5. Esquema de un adipocito marrén, uno beige y uno blanco. Diferencias

-
~
s

morfologicas.
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Especificamente, el tejido adiposo blanco presenta diferencias metabdlicas en
funcién de su localizacion anatomica. En humanos el TA se distribuye principalmente
en dos depdsitos grasos mayoritarios, como se ha comentado anteriormente, el depdsito
visceral (o intraabdominal) y el subcutdneo. Ambos presentan caracteristicas anatdmicas
y fisiolégicas bien diferenciadas, de manera que el tejido adiposo subcutdneo (TAS),
situado justo por debajo de la piel, presenta mayor capacidad de expansion, y por
ejemplo, se sabe que en ratas secreta una mayor cantidad de leptina que el tejido
adiposo visceral (TAV) [68]. ElI TAV, sin embargo, se localiza en el interior de la
cavidad abdominal rodeando las visceras y presenta una mayor respuesta lipolitica [69],
asi como una mayor captacion de glucosa en respuesta a la insulina que el TAS [70].

Cabe destacar, que el TA se encuentra ampliamente distribuido a lo largo de
todo el organismo, llegando a definirse como uno de los 6rganos méas extensos del
cuerpo. Debido a su gran capacidad plastica, representa desde un 5% en deportistas de
élite a mas de un 50% del peso corporal, en individuos obesos y obesos extremos. Por lo
tanto, este 6rgano adiposo [54] aumentara de tamafio cuando el balance energético del
organismo resulte positivo, ya que aumenta la cantidad de lipidos almacenados en los
adipocitos. Este agrandamiento se da mediante dos mecanismos conocidos como
hipertrofia e hiperplasia. El primero de ellos ocurre cuando aumenta el tamafio del
adipocito y el segundo cuando lo hace el numero de adipocitos. Si tenemos en cuenta
este aspecto junto con la funcién endocrina del TA, sabremos que un exceso de TA se
traduce en un desequilibrio en la actividad metabolica de nuestro organismo, lo que
conducird a la aparicion de alteraciones fisiopatoldgicas, como la obesidad y otras

enfermedades asociadas, como la diabetes tipo II.
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Fisiopatologias asociadas al exceso de tejido adiposo humano

La obesidad, como se ha mencionado anteriormente, es un exceso de tejido
adiposo que origina un aumento de peso corporal con respecto a lo que corresponderia
segun sexo, talla y edad. Hoy en dia la obesidad es considerada la epidemia del siglo
XX1y es un problema serio de salud mundial, ya que esta vinculada estrechamente con
las principales causas de morbilidad (enfermedad), mortalidad y discapacidad. De todas
las patologias que se asocian a la obesidad, la diabetes mellitus tipo Il es una de las mas
frecuentes. Este tipo de diabetes (conocida anteriormente como diabetes no
insulinodependiente) es una enfermedad metabdlica caracterizada por altos valores de
glucosa en la sangre. Esta hiperglucemia se debe a la resistencia que se produce en las
células a la accion de la insulina que puede estar combinada, en los Gltimos estadios de
la enfermedad, con una secrecion deficiente de insulina por el pancreas. Unos
individuos pueden tener resistencia a la insulina, mientras que en otros se puede dar un
mayor defecto en la secrecion de la hormona. Segun esto, la resistencia a la insulina se
podria definir como una sensibilidad reducida en los tejidos corporales a la accién de la
insulina y afecta a la disponibilidad de glucosa en el musculo y en el tejido adiposo [71,
72]. Cuando los sujetos obesos, que presentan un porcentaje de grasa elevado, sufren o
padecen resistencia a la insulina, el pancreas intenta superar los defectos de la
resistencia a través de la sobreproduccion de esta hormona, con lo que se produce un
aumento de los valores de insulina en sangre, efecto al que se conoce como
hiperinsulinemia [71]. De hecho, Carey DG vy cols., demostraron que el aumento de la
adiposidad en el TAV se correlaciona negativamente con la sensibilidad a la insulina
(figura 6) [72]. En general, la resistencia a la insulina parece estar relacionada con un
aumento de la adiposidad, y de la grasa visceral en particular. Asi, el compartimiento

visceral es mas resistente a la accion de la insulina que el subcutaneo.
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Figura 6. Relacion entre el porcentaje de grasa visceral y la sensibilidad a la
insulina. Como se observa en la gréfica, existe una relacion inversa entre el contenido

de TAV y la sensibilidad a la insulina. Fuente: Carey DG y cols. Diabetes 1996.

Accion de la insulina en el tejido adiposo

La insulina, hormona cuyo papel fundamental es la homeostasis de la glucosa en
sangre, esta ademas implicada activamente en el metabolismo de los lipidos en el TA.

Las diferentes acciones de la insulina sobre este tejido estan mediadas por los
receptores de superficie en las células grasas. Cuando la insulina se une a su receptor
especifico IR (“insulin receptor”, por sus siglas en inglés), en el adipocito se produce
una cascada de reacciones de fosforilacion/desfosforilacion de distintas proteinas. Una
de las proteinas clave en la ruta de sefializacion de la insulina es la proteina AKT (o
protein kinase B, PKB). Esta enzima se fosforila/defosforila segin la accion de la
insulina en las células del TA, de tal manera que la pAKT (AKT fosforilada) se ve

incrementada con la interaccion de la insulina con el adipocito. Las concentraciones de
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tAKT (AKT total) y pAKT se pueden determinar mediante técnicas experimentales
conocidas, como es el western blot, lo que nos aporta informacion sobre la accion de la
insulina en la célula. Ademas, existen anticuerpos independientes frente a estas
proteinas [73].

Como previamente se ha comentado, estados fisiopatoldgicos como la obesidad
que se alargan en el tiempo, conducen a una disminucién de la sensibilidad a la insulina
en los tejidos periféricos donde esta hormona actla, esta sensibilidad cambia a los largo

del dia.

Sensibilidad a la insulina
Se sabe, que la insulina se secreta en el organismo de forma continua a lo largo del dia,
lo que se conoce como secrecion basal, y también lo hace de forma aguda en dos fases
como respuesta a las comidas. En humanos, la tolerancia a la glucosa varia con la hora
del dia [74]. Este sistema sirve para mantener los valores de glucemia dentro de unos
limites adecuados. La secrecion basal constituye el 50% del total diario, mientras que el
otro 50% se secreta en respuesta a las comidas. La secrecion de insulina no es igual a lo
largo del dia caracterizandose por un descenso durante la noche. La glucosa en plasma
en respuesta a las comidas, glucosa oral, y glucosa intravenosa es mucho mas alta por la
tarde-noche que por la mafiana [75]. Ademas, conforme pasa el dia, se produce una
disminucion de la sensibilidad a la insulina, ademas de una disminucion en la secrecién
lo que da lugar a una menor tolerancia a la glucosa al final del dia [76].

A pesar de todas estas evidencias, los mecanismos responsables de la variacién
diaria en la homeostasis de la glucosa no se conocen todavia. Ademas, para determinar
la existencia de un patron circadiano endogeno, se debe intentar minimizar los factores

externos, marcados por la conducta del individuo, que puedan dar lugar a confusion
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como son, la variabilidad en el tamafio y composicion de la comida, grado de actividad
fisica, patrones de suefio y otros factores que influyen en la tolerancia a la glucosa [77].
Otra cuestion importante a considerar es que parte de las fluctuaciones diarias
que se producen en la tolerancia a la glucosa/sensibilidad a la insulina se deben al
control circadiano del cuerpo versus la influencia del ciclo conductual. La mayoria de
los estudios realizados en seres humanos no estan disefiados para probar la existencia de
un patrén endogeno circadiano en la secrecion o accion de la insulina, independiente de
los ritmos diarios en los comportamientos y en el medio ambiente. La ritmicidad
circadiana enddgena en los seres humanos como ya se ha mencionado antes, es
generada por las neuronas del nicleo supraquiasmatico (NSQ, el reloj central) y
osciladores periféricos localizados en practicamente todos los 6rganos y células de
nuestro cuerpo. Aunque estos tejidos periféricos tienen relojes intrinsecos, existe una
informacion limitada sobre sus funciones fisiologicas [78, 79]. Los estudios realizados
en animales de experimentacion han demostrado que es necesario un reloj circadiano
intrinseco en el pancreas para que se produzca la liberacion normal de insulina y la
homeostasis de la glucosa [80]. En los ratones, el reloj del higado también contribuye a
la homeostasis de la glucosa mediante la conduccién de un ritmo diario de la
produccion de glucosa hepética que compensa el ciclo diario de ayuno e ingesta [78].
Sin embargo, poco se sabe sobre la contribucion del reloj periférico del tejido adiposo
en la sensibilidad a la insulina. Como ya se ha comentado previamente, en los seres
humanos, el TA es uno de los 6rganos mas grandes del cuerpo, y que ademas de
funcionar como aislamiento mecanico y térmico de drganos vitales y como importante
almacén de energia a largo plazo, es un tejido metabolicamente activo y clave en la

regulacion del metabolismo de la glucosa [81].
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Obijetivos

Situacidn actual y objetivo general

El tejido adiposo humano posee un reloj circadiano periférico que puede
funcionar independientemente del control del NSQ. Para demostrarlo, nuestro grupo de
investigacion llevo a cabo cultivos de explantes de tejido adiposo humano. Sobre ellos
se analizd la expresion circadiana de los genes reloj, asi como la de otros genes del
tejido adiposo relacionados con el metabolismo. Los muestreos se realizaron con una
frecuencia maxima de 6 puntos durante 24 horas, que hasta ahora se ha considerado
aceptable para el analisis de un ritmo circadiano tipico. Sin embargo, el aumento en la
frecuencia de muestreos permitiria un mayor acercamiento a la situacion real que se da
in vivo. Esto no resulta facil cuando trabajamos con explantes, ya que, para cada nuevo
punto de muestreo que se propone se necesita disponer de una gran cantidad de tejido
adiposo.

Hasta ahora, esta técnica ha resultado ser realmente util para demostrar la
existencia de ritmos circadianos en el tejido adiposo humano, pero no aporta una vision
real sobre las caracteristicas del ritmo, concretamente sobre el periodo enddgeno y la
fase del tejido adiposo, sino que lo hace de forma aproximada. El uso de la técnica de
luminiscencia, utilizada hasta ahora en tejido adiposo de modelos animales, pero no en
humanos, ayudaria a alcanzar este conocimiento, sin embargo, no existe todavia ningin
grupo que haya sido capaz de aplicar esta técnica al estudio del tejido adiposo humano.

Otra alternativa no invasiva al uso de explantes de TA, podria ser el uso de
lineas celulares primarias comerciales obtenidas del tejido adiposo humano. De esta
manera no tendriamos que obtener biopsias del sujeto, durante operaciones quirdrgicas.
Aun asi, no se sabe si podrian ser buenos modelos de estudio, ya que se desconoce si

estas lineas celulares presentan o no ritmos circadianos.
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También se ha demostrado que los genes reloj influyen sobre la expresion
ritmica de ciertas hormonas secretadas por el tejido adiposo, sin embargo, hasta ahora
no se han hecho estudios en el tejido adiposo humano sobre si existen ritmos
circadianos en la eficacia de una hormona metabolicamente activa sobre el tejido
adiposo y su funcion. El estudio de los ritmos diarios en la sensibilidad que presenta el
tejido adiposo humano para la accion de la insulina, podria ser de gran ayuda en el
conocimiento de la realidad circadiana de este tejido, y en su aplicacion a la medicina, y
su translacion a la préactica clinica.

Si tenemos en cuenta la relevante contribucion que representa el tejido adiposo
sobre el metabolismo de los azucares en el ser humano, el estudio de los ritmos
circadianos de la sensibilidad la insulina por este tejido, nos permitiria aconsejar la
ingesta de carbohidratos en aquellos momentos de mayor sensibilidad, y desaconsejar
esta ingesta en los momentos de menor sensibilidad.

Es por ello que en la presente tesis doctoral nos propusimos alcanzar los

siguientes objetivos.
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Objetivos especificos

Objetivo 1: Evaluar si existen ritmos circadianos en una linea celular primaria
comercial de preadipocitos humanos (PT-5020: Human Subcutaneous Preadipocytes;
Lonza Walkersville, Inc.), técnica no invasiva y que podria ser un modelo adecuado
para el estudio de los de los genes reloj y su implicacion en determinados procesos

fisioldgicos.

Objetivo 2: Desarrollar una técnica que permita analizar los ritmos circadianos en
cultivos primarios del tejido adiposo humano subcutdneo y visceral. Esta técnica
podrias ser util para: a) evaluar de manera continua y durante un mayor periodo de
tiempo los ritmos circadianos; b) obtener ritmos circadianos precisos usando poca
cantidad de tejido adiposo; y c) obtener un valor de la fase y el periodo de estos ritmos

mas cercano a la realidad.

Subobjetivo 2.1: Investigar si existe relacion entre las caracteristicas de los
ritmos circadianos enddgenos de adipocitos y preadipocitos, con las caracteristicas de la
poblacién donante del tejido adiposo, como son la edad, el indice de masa corporal o los

habitos de suefio.

Objetivo 3: Determinar si este reloj circadiano presenta ademas un efecto metabdlico

en el tejido adiposo humano, concretamente para la sensibilidad a una hormona de

importancia metabdlica en obesidad y diabetes, como es la insulina.
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Material y Métodos

En la presente tesis doctoral se ha analizado la expresion de los ritmos
circadianos del tejido adiposo en cultivos in vitro, mediante tres aproximaciones
diferentes segun el objetivo planteado: para el objetivo 1, el estudio se realiz6 en una
linea celular primaria comercial de preadipocitos humanos (PT-5020: Human
Subcutaneous Preadipocytes); para el objetivo 2, en el que se pretendia aplicar una
nueva técnica basada en luminiscencia, se utilizaron adipocitos y preadipocitos aislados
de tejido adiposo de sujetos sometidos a cirugia por su obesidad extrema; para el
objetivo 3, con el fin de determinar la sensibilidad del tejido adiposo a la insulina, se
utilizaron explantes de tejido adiposo de sujetos sometidos a cirugia por su obesidad

extrema (Figura 7).

Adipocitos y
preadipocitos aislados
de TAde cirugia

Linea celular
primaria comercial

« Cultivo celular, + Aislamiento, cultivo y « Cultivoy
diferenciaciony sincronizacionde sincronizacion de
tratamientos. adipocitos del TA. explantes de TA.

» Extraccion de RNA. * Generacion de » Tratamiento con

lentivirus portadores insulina.

« Tratamiento con del casette Bmal1.luc.

ADNasa. « Western blot.
* Transduccion de los

* Retrotranscripcion a adipocitos aislados. « Densitometria.

ADN.
» Registro de
- gPCR a tiempo real bioluminiscencia.

l
) Objetivo 2 o Objetivo 3

¢

Figura 7. Resumen de las técnicas empleadas para cada objetivo de la presente tesis

doctoral.

A continuacion se describen de manera detallada cada una de las técnicas

empleadas para la consecucion de los tres objetivos.
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1 Cultivo celular, diferenciacion y tratamientos

Todo el trabajo relacionado con el cultivo del tejido adiposo, se realizé en

cabinas de flujo laminar de seguridad bioldgica tipo 2 y en condiciones de esterilidad.

Establecimiento del Cultivo Primario

Tras las busquedas bibliograficas que se realizaron mediante la consulta de la
base informatica PubMed (U.S. Nacional Library of Medicine) de acceso a través de
internet en la direccion URL www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed que accede a revistas de
alto indice de impacto en el area en que se incluye este trabajo: obesidad, cultivos
celulares, biologia molecular, genes reloj, etc, las células seleccionadas para nuestro
estudio fueron preadipocitos de tejido adiposo subcutdneo humano adquiridas en una
casa comercial (PT-5020: Human Subcutaneous Preadipocytes (Lonza Walkersville,
Inc.). Para el establecimiento del cultivo se usé el medio de crecimiento especifico de la
misma casa comercial (PT-8202: PBM-2: Pre-adipocyte Basal Medium) suplementado
con un 10% de suero bovino fetal (SBF, por sus siglas en inglés), bajo las condiciones
de 5% CO, y 37°C.

Una vez establecido el cultivo de preadipocitos, se llevo a cabo el proceso de
diferenciacion a adipocitos maduros. Dicho proceso se realizd en placas multipocillo
(NUNC Corporation, United Kingdom). Al llegar a un 90% de la confluencia en la
misma placa, se afiadié un medio de diferenciacion. Este medi6 de diferenciacion
consistio en el mismo medio utilizado para el crecimiento de las células (PBM-2) al que
se le afiadié una mezcla de factores de crecimiento de la misma casa comercial, los
PGM-2 Single Quots (PT-9502, Lonza Walkersville, Inc.). Segun las instrucciones del
fabricante, el medio se se mantuvo sin cambiar durante todo el proceso de

diferenciacion, ya que se trata de un sistema complejo que permite el mantenimiento de
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las células. A los 10 dias desde el inicio del proceso de diferenciacion se observo que

los preadipocitos estaban completamente diferenciados a adipocitos maduros.

Caracterizacion de adipocitos (analisis histoldgico)

El fenotipo de los adipocitos se caracteriza por la acumulacion intracelular de
gran cantidad de gotitas de lipidos (triglicéridos intracelulares), por lo que, para
comprobar la diferenciacion de los preadipocitos a adipocitos maduros, se llevé a cabo
la técnica de tincion de lipidos con Oil Red [82]. Para ello, primero se fijaron las células
con formaldehido (expuestas durante 10 minutos), posteriormente se retird el
formaldehido, y se realizaron dos lavados con tampdn fosfato salino (PBS, por sus
siglas en inglés) y se puso Oil Red hasta cubrir por completo el pocillo con las células
durante 30 minutos. Por ultimo, se retird el exceso de Oil Red, se lavé de nuevo con
PBS. Se comprobd que las células eran ya adipocitos maduros mediante observacion en

microscopio Optico por su acumulo de gotas de lipidos tefiidas de color rojo (figura 8).

Figura 8. Linea celular de preadipocitos humanos del TA

subcutaneo diferenciados en adipocitos maduros adheridos a

la placa de cultivo (40x). Fuente: Elaboracién propia.
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Sincronizacion del cultivo

El disefio experimental en cronobiologia se fundamenta en el hecho de que, en
principio, todas las variables bioldgicas muestran ritmos. Cuando nos encontramos ante
una variable ritmica, la influencia de los intervalos de muestreo es crucial. En el
presente trabajo, una medida Unica nos serviria de muy poco, aunque siempre la
realicemos a la misma hora. La determinacion de una variable realizada en dias
diferentes a la misma hora o bien el mismo dia con un intervalo de una hora entre un
muestreo y otro nos dard valores diferentes. A medida que vamos aumentando la
frecuencia de muestreo, nos vamos aproximando mas a la situacion real. Para un ritmo
circadiano tipico, se considera aceptable la determinacién de la variable cada 4 horas (6
valores en 24 h).

En este sentido en el presente trabajo, una vez que tuvimos los adipocitos
maduros en cultivo, se tomaron muestras cada 4 horas durante un ciclo de 24 horas y se
conservaron en un congelador a -80°C hasta su posterior analisis. Las horas
seleccionadas para los distintos muestreos fueron 10:00h A.M (Tiempo 0), 14:00h P.M
(Tiempo 4), 18:00h P.M (Tiempo 8), 22:00h P.M (Tiempo 12), 02:00h A.M (Tiempo

16) y 06:00h A.M (Tiempo 20). Para cada tiempo de muestreo, las células se cultivaron

en pocillos independientes y por duplicado (figura 9).

Figura 9. Esquema de la placa multipocillo usada en el experimento.

Fuente: elaboracién propia. T=tiempo.
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2 Estudio de la expresion de genes reloj

En general, para el andlisis de la expresion de genes, se han de realizar los
siguientes pasos: extraccion del ARN (&cido ribonucleico), tratamiento con ADNasa
(dexosirribonucleasa), retrotranscripcion y por Gltimo la técnica de la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR).

Extraccion de ARN

Las células fueron lisadas y el ARN total extraido, mediante la técnica de
extraccion de ARN TRIZOL® (Invitrogen, Paisley, UK) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Posteriormente se procedié a la cuantificacién del ARN total presente en
cada muestra, asi como su grado de pureza utilizando el espectrofotometro Nanodrop
ND1000 (Thermo Scientific, Wilminton, DE, USA). EI ARN se cuantificé mediante la
medida de la absorbancia a 260 nm. De manera que una absorbancia de una unidad a
260 nm corresponde a 40 pg de ARN por ml (A260 =1, entonces la concentracion es de
40 pg/ml). Para que esta relacion sea valida, las medidas se han de realizar en agua
MilliQ. Ademas, se comprobo la pureza del ARN mediante el calculo de la relacion
entre la absorbancia a 260 y a 280 nm (A260/A280). Para que las muestras puedan ser

analizadas, los valores de esta relacion han de estar entre 1,6-2,1.

Tratamiento con ADNasa

Este proceso es recomendable para evitar posibles contaminaciones de ADN que
pudieran interferir en el proceso de la RT-gPCR. Para ello se usé el kit DNA-free® de
AMBION (Ambion Inc, Austin TX), siguiendo las instrucciones del fabricante, lo que
permitio eliminar la posible contaminacion de ADN hasta niveles no detectables por

una PCR rutinaria.
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Retrotranscripcion y PCR cuantitativa a tiempo real

La retrotranscripcion o transcripcion inversa implica la sintesis de ADN a partir
de ARN. Se llevo a cabo a partir de 250ng de ARN total por cada pocillo y el uso de
iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, California),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Todos los cebadores, tanto de los genes reloj analizados CLOCK y PER2, como
el de control interno (S14) se obtuvieron de la casa comercial Biolegio BV (Nijmegen,
UK). Se utilizd la herramienta bioinformatica PRIMER3, de acceso libre a través de
internet en la direccién URL http://primer3.wi.mit.edu/ para el disefio de los primers.

La PCR cuantitativa a tiempo real se realiz6 usando SYBR green Master Kit
(Invitrogen, Paisley, UK), y el Sistema de Deteccion de Secuencia iQ5 Real-time PCR
segun el proveedor (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, California).

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

separados siguiendo las siguientes condiciones de temperatura y tiempo:

- 19) 95° C durante 10 minutos.
- 29) 40 ciclos repetidos de las siguientes condiciones:
- 95° C durante 15 segundos (desnaturalizacion)

- 57° C durante 30 segundos (Alineamiento/Extension)

Una vez finalizada la RT-qPCR, se calculd la cantidad relativa de los transcritos
usando la férmula 2-AACt de acuerdo al manual del proveedor, donde 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
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de cada uno de los genes reloj estudiados y el Ct del gen control (S14); y el AACt es la
diferencia entre el ACt de la muestra de interés (por ejemplo, en la que medimos
expresion de genes reloj) y el ACt de la muestra control/calibrador (por ejemplo, en la
que medimos expresion de genes control o housekeeping, como el S14)[83]. Los
resultados se expresan como unidades arbitrarias, y se le asigna el valor de 1 al grupo

control (S14).

3 Analisis de los ritmos circadianos

El método del Cosinor es uno de los més utilizados en cronobiologia médica
para describir el comportamiento de variables ritmicas y se basa principalmente en el
ajuste de los datos de una variable a una funcién coseno. Fue propuesto por Halberg y
cols. (1972). Este método consiste en ajustar una serie temporal de N datos y (i), i= 1,
2,3...N, a una funcion coseno de tal forma que y (i) pueda ser expresada por y (i)=
M+A*cos ((360/T)t(i)+j). Si a la funcidn coseno le sumamos un valor constante, M (M=
mesor, Mean Estimated Statistic Over- Rhythm; que aproximadamente suele coincidir
con la media de los datos) obtendremos valores que se aproximan mucho mas a los
datos originales. En muchas ocasiones los datos de una variable se ajustan bien a una
sinusoide. Ello permite obtener una serie de parametros que describen objetivamente el
ritmo de la variable. M es el valor medio de la funcion. A, es la amplitud o la diferencia
entre el maximo (o minimo) valor de la funcion y la media. T es el periodo del ciclo,
este valor ha de ser previamente conocido para poder resolver la ecuacion. J es el
desplazamiento de fase, indica el tiempo que pasa desde t=0 hasta el momento en que la
funcion ajustada alcanza el valor méximo. Con este método pudieron medirse las
siguientes variables (ya representadas anteriormente en la figura 2):

* Mesor (M): es el valor medio de un ritmo ajustado a la funcion sinusoidal.
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* Amplitud (A): es el valor obtenido como la diferencia entre el valor maximo y el
minimo de un ritmo. Al usarse el método del cosinor, la amplitud es numéricamente
igual a la diferencia encontrada entre el valor maximo o minimo de la funcién
sinusoidal y el mesor del ritmo ajustado.
» Amplitud relativa: se expresd como un porcentaje de los valores del mesor seglin la
siguiente formula: Amplitud Relativa = (Amplitud/Mesor) x 100)
» Acrofase (® o f): es la localizacion temporal del maximo valor de la funcién
sinusoidal ajustada a los datos de una variable biolégica. Como referencia para el
calculo de la acrofase se suele utilizar un momento definido por el investigador,
habitualmente suele ser la media noche. Se mide en horas.
* Porcentaje del ritmo (PR: Percent Rhythm, por sus siglas en inglés): es el porcentaje
de variabilidad considerado para una curva de coseno.

La significacion de los ritmos se determind por el rechazo de la hipotesis de
amplitud cero con un umbral del 60%. De manera que aquellos genes con un porcentaje
de ritmo igual o superior al 60% se considera que presentan ritmos circadianos en su

expresion.

Periodo (T)

Variable

Tiempo (h)
Figura 2. Definicién de los parametros de una funcion

sinusoidal ajustada a los datos. A: amplitud, ®: acrofase.
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4 Muestras de tejido adiposo

Para alcanzar los objetivos 2 y 3 se utilizo tejido adiposo obtenido de cirugia de
pacientes con obesidad severa, A continuacién se describe los métodos que presentan en
comun los dos objetivos, posteriormente describiremos las metodologias en las que

difieren, las especificas.
PROTOCOLO COMUN DE LOS DOS OBJETIVOS

Obtencion de muestras

Las muestras de tejido adiposo se obtuvieron durante el proceso quirdrgico de
bypass gastrico al que fueron sometidos los sujetos participantes, como se detalla méas
adelante en el apartado 9 (Poblacion de estudio). Las muestras de tejido adiposo
subcutaneo se tomaron de la region abdominal-periumbilical y las de tejido adiposo
visceral u omental de la region del epiplon. Para todos los pacientes, la toma de
muestras fue siempre a la misma hora, entre las 11 horas y las 13 horas.

Inmediatamente después de la extraccion, estas muestras se pusieron en tubos de
120 ml con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 1 g/l de glucosa

estéril y frio, y se transportaron al laboratorio durante los siguientes 30 minutos.

Establecimiento del cultivo in vitro

Una vez en el laboratorio, se procedi6 a procesar el tejido adiposo.

Se procedio de la siguiente manera:
1° Diseccion grosera: se realizé poniendo el tejido en placas Petri estériles con un poco
de medio de cultivo y separando los restos de piel, vasos sanguineos y tejido conjuntivo
con la ayuda de pinzas, y tijeras de diseccion.
2° Diseccion fina: se corto el tejido en piezas de 2-3 mm de didmetro para conseguir

aumentar la superficie de contacto del tejido con el medio de cultivo
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PROTOCOLO ESPECIFICO DEL OBJETIVO 2

5. Aislamiento, cultivo y sincronizacion de adipocitos del tejido adiposo
humano

Para alcanzar el objetivo 2 se llevd a cabo el aislamiento de las células que
forman parte de la fraccion grasa del tejido adiposo, asi como su cultivo y
sincronizacion. EI método que se siguid para lograrlo es una adaptacion del método de
Rodbell [84].

Tras diseccionar el tejido adiposo en porciones de 2-3 mm, tanto el subcutaneo
como el visceral, lo que se hizo fue digerirlos con una solucién Colagenasa 11 (C6885, 1
mg/mL; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) durante 45 minutos en un bafio (Memmert,
Memmert GmbH + Co. KG) a 37° C y con agitacién constante a velocidad 5 (maxima).
La digestion se detuvo poniendo la misma cantidad de DMEM alto en glucosa
suplementado con un 10% de SBF. Posteriormente, la suspensién ya digerida se filtro
con una malla de 100 uM, vy el filtrado se centrifugé a 1000 rpm durante 5 minutos.
Logramos asi la separacion de esta suspension en distintas fases (figura 9) y pudimos

obtener los adipocitos por un lado, y los preadipocitos por otro.

——» Capade grasafina

—> ADIPOCITOS AISLADOS (color amarillo)

—— Medio de cultivo

® 000

————» Pellet (PREADIPOCITOS)

Figura 9. Representa la separacion de las fases tras centrifugar el
filtrado obtenido de la digestion del TA.

En primer lugar, se recogieron los adipocitos maduros de la capa superior, y tras

una nueva centrifugacion a 1500 rpm de 5 minutos, se recogieron los preadipocitos.
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El nimero total de células obtenidas, se evalu6 mediante contaje en la cdmara de
Nuebauer. Después, las células aisladas se pusieron en cultivo en placas de 6 pocillos
(NUNC Corporation, United Kingdom) a 37°C y 5% de CO, Cabe destacar que los
adipocitos maduros se pusieron en placas de cultivo especiales para células en
suspension (Sarstedt AG & Co, Alemania), y evitar asi su adherencia a la base de la

placa.

Sincronizacién de los adipocitos

Con el fin de que las células en cultivo se encontraran en la misma fase, tanto los
adipocitos como los preadipocitos se sincronizaron durante 2 horas, justo antes de
iniciar el registro de bioluminiscencia, que se explicara en el siguiente apartado de este
material y métodos.

Segun el tipo celular se usaron agentes de sincronizacion distintos.

- Adipocitos maduros: se sincronizaron afiadiendo medio de cultivo suplementado

con 1ul/ml de dexametasona a cada pocillo de la placa de cultivo.

- Preadipocitos: se sincronizaron con un pulso de SBF (50% de SBF, 50% de
medio de cultivo) en la placa de cultivo.
Ambos agentes se han usado clasicamente en cultivos celulares como

sincronizadores del sistema circadiano de los relojes periféricos [85].

6 Ensayo de la luciferasa

Para conseguir determinar la expresion de un gen reloj a tiempo real a lo largo
de un periodo de tiempo, se usé un ensayo basado en la reaccién de la bioluminiscencia.
Este ensayo consiste en utilizar el gen luc de la luciferasa de luciérnaga para monitorizar

la expresion genica a través del promotor del gen de interés. Este gen reportero de luc se
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introduce en el ADN de la célula para ver la expresion génica mediante una propiedad
facil de medir: la bioluminiscencia[86]. Esta bioluminiscencia recogida a tiempo real, es
directamente proporcional a la expresion del gen.

Para nuestro experimento en particular, antes debiamos obtener un lentivirus que
contuviera este gen luc de expresion de la luciferasa, junto a la region promotora del gen
reloj de interés, el Bmall (cassete reportero Bmall:luc), asi como la capacidad para

integrarlo en el genoma de nuestros adipocitos aislados.

Generacion de lentivirus

Para la obtener los lentivirus, se emplearon células humanas embrionarias de
rifion (HEK293T), las cuales se mantuvieron en cultivo con DMEM suplementado con
un 10% de SBF y una mezcla de antibidticos. Cuando alcanzaron entre un 50-80% de la
confluencia, las células fueron transfectadas siguiendo las instrucciones del protocolo
del fabricante (Xfect, Clontech) con 1 pg del cassette reportero Bmall:luc contenido en

el plasmido pABpuro-BIuF (figura 10).
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Figura 10. Mapa del pldsmido pABpuro_ Bluf
disefado por Steven Brown. Imagen obtenida de
Addaen.
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Este plasmido, que desarroll6 por primera vez Steven Brown, se puede adquirir
comercialmente (Addgene plasmid # 46824, [46]). Posteriormente, los virus se aislaron
del sobrenadante del cultivo celular, y se concentraron mediante el protocolo de
concentracion Lenti-X (Clontech). Después fueron congelados a -80 °C hasta su futuro

uso.

Transduccion de los adipocitos

Transduccion es el término genético que se utiliza para nombrar al proceso por
el que se introduce material genético exdgeno utilizando un virus como vector.

Por lo tanto, para transducir el inserto de interés desde el genoma lentiviral al
genoma del adipocito, se usé 8 ug/mL de Polybrene (107689, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri) y 6,5 x 10" de los virus transfectados con el reportero Bmal1l:luc. Los virus se
afiadieron al medio de cultivo de los adipocitos maduros y los preadipocitos, y se
dejaron entre 18-22 horas. Transcurridas el namero de horas indicado, este medio se
cambié por medio fresco.

Una vez que ya tuvimos el reportero Bmall:luc insertado en el genoma de los
adipocitos, y los adipocitos en cultivo, debiamos afadir el sustrato necesario para que
finalmente se produjera la reaccion de la bioluminiscencia (figura 4). Este sustrato es la
luciferina que, en presencia de oxigeno, se oxida por medio de la luciferasa y se produce

la bioluminiscencia.

Luciferasa / Mg2+
D-luciferina + ATP + O, D-oxiluciferina + PPi-Mg? * + AMP + CO, + Luz

Figura 4. Reaccion de la bioluminiscencia. Fuente: elaboracion propia.
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Por lo tanto, después de eliminar los virus del sobrenadante, el medio de cultivo
fresco se suplementé con100 nM de D-luciferin sodium salt (L6882 Sigma-Aldrich, St.

Louis, Missouri).

Registro de la bioluminiscencia
La bioluminiscencia emitida se midié en un lector de placas (BMG FLUOstar
Galaxy) con incubadora (37 °C) cada 22 minutos durante un periodo de 3 dias

consecutivos (= 72 horas).

PROTOCOLO ESPECIFICO DEL OBJETIVO 3

7 Cultivo y sincronizacion de explantes del tejido adiposo

Para el objetivo 3, con el fin de determinar la sensibilidad del tejido adiposo a la
insulina, se utilizaron “explantes” de tejido adiposo de sujetos sometidos a cirugia por
su obesidad

Para alcanzar el objetivo 3, una vez se habia procesado el tejido (como se
describe en el apartado 4), se llevo a cabo el establecimiento del cultivo de los
explantes de TA subcutaneo y visceral en placas de 6 pocillos. Un explante se define
como la parte viva de un organismo que se transfiere a un medio artificial para su
cultivo in vitro. Los explantes del tejido adiposo son secciones de tejido adiposo de 2-
3mm de diametro que se cultivan como tal, como tejido, y no se digieren en adipocitos,
como se hizo en el objetivo 2.

En cada pocillo se ponia una porcién aproximadamente de 1500 mg con 2,5 ml
de DMEM 4,5 g/l de glucosa suplementado con una mezcla de antibiéticos (penicilina-

estreptomicina), glutamina (GIBCO #10378-016), y un 10% de SBF. Para este
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experimento, se empleaban s6lo 4 pocillos de cada placa, dos para el cultivo del TA
subcutaneo y dos para visceral.

Estas placas con los explantes se dejaban hasta el dia siguiente a 37°C en una
estufa con atmosfera humidificada de aire y CO, constante, durante el tiempo que se

considerd como periodo de pre-incubacion.

Protocolo para el estudio de ritmos circadianos de la sensibilidad a insulina

Para un ritmo circadiano tipico hasta ahora se ha considerado aceptable
determinar la variable cada 6 horas (obteniéndose 4 valores en 24 h). Sin embargo, en el
presente estudio, Yy tras el periodo de pre-incubacion, se tomaron muestras cada 4 horas
durante un ciclo completo de 24 h (6 valores e incluso 7 valores para algunos sujetos
participantes), lo que aumentaba la frecuencia de datos tipica para evaluar un ritmo
circadiano. Previamente al muestreo, los explantes fueron sometidos a una exposicién
con insulina durante 10 minutos (se explica mas adelante).

Las horas seleccionadas para los muestreos, denominadas “tiempo circadiano” o
CT (por sus siglas en inglés), fueron las 08:00 h A.M. ( Circadian time 0 0 CT 0), 12:00
h P.M. (CT 4), 16:00 h P.M. (CT 8), 20:00 h P.M. (CT 12), 00:00 h A.M. (CT 16),
04:00 h A.M. (CT 20), e incluso en una subpoblacién de 15 sujetos se tomo un séptimo
valor a las 08:00 h A.M. (CT 24). Este valor fue util para alcanzar el objetivo que se
describe en el apartado 8. EI CTO (08:00 h) se eligié6 porque es el momento que
coincide con la hora de despertar.

En resumen, teniamos un total de 6 placas de 6 pocillos, ocupando sélo 4 de

ellos en cada una, en el interior de la incubadora.
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8 Analisis de la sefalizacion de la insulina

El objetivo principal de este estudio fue analizar la sefializacion de la insulina en
los explantes del tejido adiposo a lo largo de 24 h y en respuesta a varias
concentraciones de insulina (0, 1, 10 100 nM).

Para lograr este objetivo, se us6 una gran muestra de TA de cada depdsito
(subcutaneo y visceral) por cada sujeto participante. Los explantes se distribuyeron en 6
partes iguales, una para cada uno de los 6 tiempos de ensayo (CTO, CT4, CT8, CT12,
CT16, CT20), y se dispusieron en placas de 6 pocillos como previamente se ha
explicado en el apartado 7.

La figura 11 representa la sefializacion de la insulina en el TAS de un individuo
representativo a lo largo de 24 h. Esta sefializacion se produjo en respuesta a diferentes
concentraciones de insulina in vitro. En la figura 11. A se puede ver una imagen de
western blot donde se aprecia la sefial de pAKT y total AKT en respuesta a 4
concentraciones de insulina diferentes (0, 1, 10, 100 nM) a lo largo de las 24 h del dia.
La figura 11. B muestra, en un CT representativo, la cuantificacion de la respuesta que
se produjo entre la relacion de ambas proteinas (pAKT/tAKT), a las dosis de insulina
dadas. Esta cuantificacion se realizé6 mediante densitometria, que es la técnica empleada
para medir la densidad de un negro expuesto a la luz, como son las manchas del

revelado de western blot.
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A CTO CT4 CT8 CT12 CT16 CT20
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Figura 11. Muestra la sefalizacion de la insulina en el tejido adiposo de un individuo
representativo. A: pAKT y tAKT en respuesta a 4 concentraciones de insulina (0, 1, 10 y
100 nM) a lo largo del dia. B: cuantificacion densitométrica de la dosis-respuesta de la
relacién pAKT / tAKT tras estimular el tejido adiposo con insulina en el CTO (08:00 h), un

CT representativo.

Ademas, se estudié el punto de las 08:00 h (CT24) del dia siguiente en una sub-
muestra de 15 sujetos participantes. El objetivo fue determinar si, la sensibilidad a la
insulina se veia afectada por la duracién de la incubacién in vitro del tejido adiposo,
independientemente de la fase circadiana. Lo que se hizo fue comparar los valores

obtenidos en los puntos CTO con CT24.

Experimento de exposicion a insulina

A continuacion, se explica el procedimiento experimental que se repitio en cada
CT. Los explantes repartidos en las 6 placas de cultivo, que correspondia a cada uno de
los 6 tiempos evaluados, se subdividieron entonces en 4 sub-partes para cada una de las

4 concentraciones de insulina. Cabe destacar, que se realizaron un total de 24 explantes
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por depdsito graso (subcuténeo y visceral), 48 en total por cada sujeto participante. En
resumen, se hicieron 864 explantes entre todos los sujetos, llegando a alcanzarse casi los
1000 cuando se midi6 también un séptimo punto de tiempo, el CT24.

Ademas, las placas que correspondian a tiempos distintos, no tuvieron el mismo
periodo de cultivo entre ellas, sino que este tiempo era 4 horas mayor cada vez, para
cada placa.

El ensayo consistia en tratar a los explantes de TA durante 10 minutos con
cuatro concentraciones de insulina (0, 1, 10, 100 nM). Estas concentraciones se
prepararon en DMEM 1g/l de glucosa suplementando con insulina, segun la
concentracion correspondiente. Transcurridos los 10 minutos de exposicidn, la reaccion
se paraba eliminando rapidamente el medio de cultivo y lavando con PBS.

Inmediatamente se congelaban a -80 © C hasta su posterior analisis mediante western

blot (figura 12).
TRATAMIENTO CON INSULINA 10"
(0,1, 10 and 100 nM )
v v v v v v J
EXPLANTES DE TEJIDO ADIPOSO
TIEMPO C'I:O CIT4 C.T8 c+12 C'II'16 CIT2O CI:T24
(hh:mm) (08:00)  (12:00) (16:00)  (20:00)  (00:00)  (04:00)  (08:00)

bbb

Analisis de la relacion
pAKT/ tAKT (mediante western blot)

Tratamiento con insulina.

«— <--

Almacenamiento a -80°C del tejido adiposo tratado, para su posterior analisis
mediante WB.

Figura 12. Esquema cronologico del experimento en el que se tratd al tejido

adiposo con insulina durante 10 minutos cada 4 horas a lo largo de 24 horas.
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Analisis de la accion de la insulina en el TA humano

La accién de la insulina en el TA se determind analizando el grado de
fosforilacion 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 (empleado como control de carga). Los valores de pAKT y tAKT se
obtuvieron en primer lugar por WB, como se detalla mas adelante, y mas tarde se
cuantifico la densidad de la mancha por densitometria. La densitometria se usa para
evaluar la cantidad relativa de mancha y cuantifica el resultado en términos de densidad
oOptica (DO).

Por otro lado, la sensibilidad a la insulina se definié como el cambio relativo

entre la fosforilacion de AKT en presencia de insulina, y esta misma fosforilacion sin
ser estimulada con insulina. Un aumento en la relacion o ratio pAKT/tAKT en presencia
de insulina, comparado con el mismo en ausencia de insulina, indica que existe
respuesta celular para una dosis dada de insulina.

Para comparar estos resultados entre sujetos diabéticos y no diabéticos se corrio
otro gel de WB con muestras del mismo punto de tiempo. Se eligié el CT4 porque,
como se vera en los resultados, coincide con el tiempo de mayor expresion del ritmo de
la sensibilidad a la insulina. Esta comparacion se hizo tanto en muestras no estimuladas
como muestras estimuladas con insulina (10 nM) por cada uno de los sujetos. Todas
ellas se pusieron en un mismo gel.

Este disefio experimental permitié determinar el efecto de los relojes periféricos
en el TA en ausencia de la influencia del NSQ y de otros factores de confusion tales
como el balance de nutrientes circulantes (por ejemplo, la glucosa, los &cidos grasos y
los triglicéridos), el sistema nervioso auténomo, y hormonas como la insulina o los

glucocorticoides).
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Andlisis de proteinas mediante la técnica de western blot

Los explantes se homogeneizaron en un tampén RIPA (sodium dodecyl sulfate o
SDS al 0,1%, desoxicolato de sodio al 0,1%, Triton X-100 al 1% en PBS) y un 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 centrifugacion, se midié la concentracion de proteina en los
sobrenadantes usando el ensayo del acido bicinchoninico (BCA). Se afiadio el tampdn
de carga Laemmli (Bio-Rad Laboratories, Inc., US) y se calentaron las muestras a 95°C
durante 5 min para conseguir la desnaturalizacién 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 bloguearon en TBS-
T (una solucion salina tamponada con Tris, que contenia Tween al 0,1% Yy leche
desnatada en polvo al 5%).

Inmunotransferencia: Cuando ya tuvimos toda la proteina en la membrana de
nitrocelulosa, se realiz6 la inmunotransferencia, cuyo fin es el de detectar antigenos
frente a la proteina de interés, pAKT y tAKT en nuestro caso, mediante anticuerpos
especificos. Y posteriormente, mediante el uso de otro anticuerpo poder detectar la
cantidad de proteina de interés que habia en las muestras. Para ello, se us6 una dilucién
1: 2000 del Anticuerpo monoclonal anti-pAKT Ser473 de conejo (Cell Signaling
Technology, Danvers, Massachusetts). 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 visualizd
utilizando el sistema de deteccion de transferencia Western quimio-luminiscente Pierce

(PerkinElmer, Madrid, Espafia). Las membranas se volvieron a bloquear y se lavaron
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con TBS-T. Finalmente, se traté con una dilucion 1: 1000 de anticuerpo policlonal anti-
tAKT de conejo (Cell Signaling Technology).

Para evaluar con qué cantidad de proteina se iba a trabajar para la consecucién
de estos western, se utilizaron cantidades crecientes de TA humano lisado. Los
resultados se muestras en la figura 13. En ella se puede ver que las sefiales de
transferencia del western son lineales hasta los 50 pg aproximadamente, después el
tAKT alcanza su punto de saturacion, mientras que el pAKT continGa aumentando sin
llegar a la saturarse. Es por ello, que para permanecer dentro de la seccién lineal de la
curva de respuesta para pAKT y tAKT, todos los experimentos se realizaron con 30 ug

de proteina total.
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Figura 13. Relacion entre la intensidad de la sefial de transferencia del Western y la
cantidad de proteina usando cantidades crecientes de lisado de tejido adiposo humano. (A,
B) de las proteinas tAKT y pAKT, respectivamente, (C, D) Immunoblots de las proteinas tAKT y

pAKT respectivamente.
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Densitometria

Con el objetivo de cuantificar la cantidad de proteinas obtenidas, se realizd un
analisis por densitometria de la densidad que tenian las bandas de pAKT y tAKT
obtenidas en el WB. Esta densitometria para inmunotransferencias se realizé usando el
programa Imagen J, version 1.44 (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland).
AKT total se utilizd como un control de carga de las proteinas, con el fin de normalizar
cualquier variacion en el contenido de proteina entre las muestras. Ademas, debido a
que habia demasiadas muestras para cada tejido y sujetos que se iban a correr en el
mismo gel, se puso una muestra control del mismo tejido e individuo en cada gel. Esto
se hizo para normalizar los valores de las muestras que se evaluaban en diferentes

manchas.

9 Poblacion de estudio de los objetivos 2y 3

Para los objetivos 2 y 3 se recopilé informacion sobre las caracteristicas de la
poblacion de la cual se obtuvieron las porciones de TA empleadas en la presente tesis

doctoral.

Seleccion de los sujetos participantes en el estudio

Para lograr estos dos objetivos, el tamafio de la muestra fue distinto (Tabla 1).

Tabla 1. Tamafio muestral para los distintos

objetivos de la presente tesis doctoral.

. Edad media IMC
Objetivos n - .
Sanosz ‘Kg/m 2
2 16 46 + 10 44 + 11
3 18 46 + 11 42 +6
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Todas las caracteristicas que aqui se recopilaron para todos los sujetos
participantes en ambos estudios aparecen en una tabla adicional (ver Anexo 1)

Los sujetos participantes en el estudio eran pacientes que procedian del Servicio
de Cirugia General del Hospital Universitario “Virgen de la Arrixaca”, que iban a
someterse a cirugia de by-pass gastrico por su obesidad mérbida (IMC > 40 kg/m?).

Los protocolos realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité de
Bioética del Hospital Universitario “Virgen de la Arrixaca”. Ademas, todos ellos fueron
debidamente informados de cuéles eran los objetivos del estudio, asi como el modo en
que ellos iban a contribuir en la consecucién del mismo, y dieron su consentimiento
informado tanto para la participacion en el estudio, asi como para la utilizacion 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 garantizo la total confidencialidad de todos los datos e informaciones
relativas a los participantes, tal y como se observa en la Ley Orgénica para la
Regulacidon del Tratamiento Automatizado de Datos de Caracter Personal (Ley Organica

5/1992).

Estudio antropométrico y evaluacion de la obesidad

La evaluacion de la obesidad de estos pacientes se llevd a cabo segun los
métodos establecidos por la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad
(SEEDO).
Antropometria

El peso se midi6 en una balanza digital, con el paciente portando ropa ligera y
sin calzado, antes de cenar y con recto y vejiga evacuados, quitando manualmente una
cantidad de 500 gramos antes de subir. La altura se midié con un estadiometro tipo

Harpender (rango 0,70-2,05 m) (Holtain Ltd, Bryberian, Crymmich, Pembrokenshire,
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UK), con el participante descalzo y erguido, y la cabeza alineada segun el plano de
Frankfurt (siguiendo la linea tragocomisural). A partir del peso y la talla de los

pacientes se determiné su indice de Masa Corporal (IMC) segin la formula: IMC =

Peso (kg) / Altura® (m).
Porcentaje de grasa corporal

El porcentaje de grasa corporal se evalu6 mediante bioimpedancia, con un
bioimpedanciometro TANITA (TANITA Corporation of America, Inc, Arlington

Heights, IL, USA) modelo TANITA SC-330 (Figura 14).

Figura 14. Tanita modelo SC-330

El analizador de la composicion corporal TANITA® (Biologica Tecnologica
Médica S.L.) analiza la bioimpedancia mediante el contacto de los pies con unos
electrodos. La técnica de analisis por bioimpedancia se basa en el hecho de que los
tejidos magros tienen un alto contenido en agua y electrolitos, y por tanto, funcionan
muy bien como conductores eléctricos. En cambio, la materia grasa tiene un bajo
contenido de agua corporal, y por lo tanto, no funciona como conductor de sefiales

eléctricas. Asi, es posible medir la resistencia al flujo de la corriente eléctrica
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induciendo una sefial eléctrica de baja energia (500 microamperios) y de alta frecuencia
(50 kHz). Esta corriente pasa a través del electrodo situado en la parte anterior de la
plataforma de la escala, mientras que el voltaje se mide en el electrodo posterior. La
medida de la resistencia se relaciona directamente con el volumen del conductor, que se
emplea para determinar el total de agua corporal, materia magra y finalmente, materia
grasa del cuerpo. El porcentaje de grasa corporal se calcula mediante una ecuacion que
combina medidas de impedancia y peso con informacion de sexo, si son sujetos

atléticos o estandar, la estatura y la edad.

Estas medidas se realizaron la tarde que el paciente ingresaba (12 horas antes de
la intervencion). Para asegurar una mejor fiabilidad de los datos, la medicion se realizo
con los individuos descalzos y cumpliendo las siguientes condiciones [87].

> No haber ingerido alcohol 48 horas antes de la prueba

» No haber realizado ejercicio intenso 12 horas antes de la prueba
» No haber comido ni bebido 4 horas antes de la prueba

» Haber orinado 30 minutos antes de la prueba

» No haber ingerido diuréticos 7 dias antes de la prueba

Ademas del porcentaje de grasa corporal, la bioimpedancia da informacion de
otros parametros de composicién corporal, como el contenido total de agua, el peso en
kg de la masa grasa y el peso corporal libre de grasa. También calcula la tasa metabdlica
basal o el nivel de grasa visceral del individuo.

Para valorar el porcentaje de grasa corporal, ademas del estudio de
bioimpedancia, se realizaron medidas de varios pliegues cutaneos. Estas medidas se
hicieron con el sujeto de pie, en el plano lateral derecho del paciente, pinzando el

pliegue cutaneo de grasa corporal con los dedos pulgar e indice de la mano izquierda. A
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1 cm de la posicion de los dedos se efectud la medicién con un plicbmetro o compés de
pliegues cutaneos tipo Harpender metalico (Holtain Ltd, Bryberian, Crymmich,
Pembrokenshire, UK) (figura 15), que ejerce una presion constante de 10 g/mm?en
cualquier posicion de apertura.

Una vez realizadas las diferentes medidas de los pliegues cutaneos, el porcentaje

de grasa corporal se calculd segln las siguientes ecuaciones:

Figura 15. Plicometro o compéas de pliegues

cutaneos tipo Harpender metalico. Fuente:

Elaboracion propia.

A. Determinacion de la densidad corporal (D) se realizé a partir de la ecuacion de

Durnin & Rahaman [88].
Hombres: D=1,161-0,0632 x X
Mujeres: D =1,12581-0,072 x X
Donde X corresponde al logaritmo decimal de la suma de los cuatro pliegues.

A partir de la ecuacién anterior, se determina el porcentaje de grasa corporal segun la

ecuacion de Siri [89], tal y como viene propuesta por la SEEDO:
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B. El porcentaje de grasa corporal:

%Grasa Corporal = ((4,95/D) — 4,5) x 100

Caracteristicas del sindrome metabolico
Para determinar las caracteristicas del sindrome metabélico se realizaron

diferentes medidas.

- Calculo de la distribucion de la grasa corporal. Mediante la medida de los

siguientes perimetros:

« Circunferencia de la cintura: Se midié en la linea media entre el margen costal

inferior y la cresta iliaca [90].

« Circunferencia de la cadera: Se midi6 en el punto de mayor circunferencia a

nivel de los gluteos [91].

« Circunferencia de muslo: Es el perimetro de la raiz del muslo, en sentido oblicuo

y paralelo al pliegue inguinal [92].

Todas las medidas se realizaron con una cinta métrica flexible e inextensible. A

partir de estas medidas se calcularon los indices de distribucion:

e Indice cintura cadera (ICC) = circunferencia cintura / circunferencia cadera
e Indice cintura muslo (ICM) = circunferencia cintura / circunferencia muslo

e Indice de conicidad (IC) = circunferencia cintura /[0. 109*\/(peso/altura)]

Segun el perimetro de la cintura se puede dividir a la poblacién en obesidad
androide o visceral (Circunferencia de cintura > 94 cm. en hombres y 80 cm. en
mujeres), u obesidad ginoide o gluteo-femoral (ICC < 94 en hombres y < 80 en

mujeres). El 1C [93] descrito por Valdez y cols., en 1993, considera la obesidad
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abdominal como si se tratara de una progresion del cuerpo de una forma cilindrica hacia
una forma de doble cono, es decir, como dos conos con una base comun a la altura de la
cintura. Los valores de referencia varian entre 1,00 (cilindro perfecto) hasta 1,73 (doble
cono perfecto).

También se midieron los didmetros sagital y coronal a nivel de la cresta iliaca

(L4-5) usando un sagitometro abdominal tipo Holtain Kahn (figura 16).

Figura 16. Sagitometro abdominal tipo Holtain Kahn.

Fuente: Elaboracion propia

- Determinaciones sanguineas: La misma mafiana antes de la cirugia se
recogieron muestras de sangre venosa con el paciente en ayunas 8 horas como minimo
siempre. Se recogieron en 2 tubos, uno con EDTA (anticoagulante) y el otro sin él, que
fueron centrifugadas a una velocidad de 3600 gs durante 5 minutos, y obteniendo asi
muestras de suero y plasma también, que posteriormente fueron congeladas a -80° C

hasta ser analizadas.

El suero se utilizd para determinar los valores de glucosa, mientras que las

demas determinaciones sanguineas se llevaron a cabo a partir de las muestras de plasma.
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Los parametros incluidos en este estudio, asi como los métodos para su determinacion
fueron los siguientes:
*Glucosa sérica: se midid por duplicado mediante el método de la glucosa
oxidasa.
*Triglicéridos, colesterol total, HDL-colesterol y LDL-colesterol plasmaticos:
se determinaron con kits comerciales (Roche Diagnostics MBH, Mannheim,
Germany).
- Presion Arterial. El dia antes de la intervencion se midi6 a los pacientes tanto la
presion arterial sistdlica como la diastélica mediante un esfingomandmetro de mercurio.
El score de SMet fue diagnosticado siguiendo los criterios de Zimmet y cols.,

descritos en 2005, con un valor méximo de 5 puntos [94].

10 Historia clinica y aspectos cronobioldgicos de cada sujeto
Ademas, de cada paciente, se recopilé informacion de relevancia clinica con
respecto a la obesidad y aspectos cronobioldgicos mediante cuestionarios, que se les

realizaban el mismo dia que la antropometria, es decir, la tarde previa a la cirugia.

Cuestionarios

Se realizaron teniendo en cuenta los datos basicos considerados por la SEEDO
referentes a la evaluacion y clasificacion de la obesidad que deben constar en la historia
clinica del paciente [95].
- Cuestionario general

Los pacientes respondieron a las preguntas de un cuestionario en el que se
evaluaron las siguientes caracteristicas:

e Datos basicos generales (fecha de nacimiento, sexo, etc...)
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e Habitos fumadores y de bebida
e Antecedentes del peso (peso al nacer, mayor peso alcanzado, etc...)
e Antecedentes familiares del peso (abuelos, padres, hermanos, hijos e incluso
pareja)
e Habitos de actividad fisica diaria
e Antecedentes familiares
e Evaluacion del estado depresivo del paciente
e Salud y enfermedad
e Diabetes Si 0 No, asi como tipo de tratamiento si lo hay
e Medicacion cronica
- Cuestionarios de habitos de suefio:
Los horarios habituales del suefio, asi como los horarios de alimentacion, fueron
también evaluados por el mismo entrevistador, con preguntas que incluian:
e Hora habitual de ir a dormir y la hora de despertar
e Numero de despertares durante la noche.
e Cuantas horas de suefio real tiene
e Calidad del suefio (dormir bien, regular 6 mal)
e Habitos de siesta si 0 no
e Frecuencia y duracion en minutos de la siesta
- El horario de las comidas:
Se le pregunto al paciente por la hora de inicio y fin de cada una de las comidas
que realizaban al dia, especialmente sobre las 3 principales del dia, (desayuno,

almuerzo, comida, merienda y cena).
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11 Estadistica

Ritmos circadianos en una linea celular primaria de adipocitos (PT-5020)
Para comprobar que existian cambios en la expresion de los genes reloj debidos

al transcurso del tiempo, se llevo a cabo un test ANOVA para muestras repetidas.

Ritmos circadianos en adipocitos primarios del TA humano

Los datos en bruto de la bioluminiscencia, obtenidos tras 3 dias de medicion, se
normalizaron restando a los mismos el valor del promedio de 24 horas. Con esos datos
se determind el periodo real de los adipocitos y preadipocitos, mediante una curva de
ajuste al seno (GraphPad Prism 6, La Jolla,USA). S6lo aquellos datos cuya frecuencia
fue menor de 0.3 se les consideré como ritmicos.

Para obtener los demas pardmetros del ritmo como mesor, amplitud o acrofase se
uso el método cosinor, explicado previamente (Ver apartado 3).

Las diferencias estadisticas para estos pardmetros entre adipocitos vy
preadipocitos se analizaron mediante una prueba t de student. Las posibles asociaciones
entre las caracteristicas del ritmo con la edad, el grado de obesidad (IMC) o los habitos
de suefio de los sujetos estudiados se analizaron mediante un analisis de correlacion con

el coeficiente de Pearson.

Ritmos circadianos en la accidén de una hormona en explantes de TA humano
Las diferencias estadisticas en las caracteristicas generales de la poblacion
diabética y no diabética se analizaron mediante la prueba t de student. Debido a que no
hubo diferencias significativas entre los participantes diabéticos y no diabéticos para
cada una de las caracteristicas de los sujetos estudiadas y tampoco para la sensibilidad a
la insulina del tejido adiposo (P = 0,786) (Figura 17), todos los participantes fueron

analizados juntos. Para investigar la presencia de un ritmo circadiano en la sensibilidad
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a la insulina del TA, se utilizé una regresion periodica de minimos cuadrados [96] para
ajustar los datos a una funcién sinusoidal (T = 24h).Las diferencias en la sensibilidad a
la insulina entre el mediodia y la medianoche se analizaron con la prueba t-student

pareada de dos colas.

A B
0nM 10 nM
25 2,5 1
P =0.903 P=0.786
3 2 3 2
< <
z 2
g_ 1 1 <é_ 1 4
o) I e
& 05 & 05 1
0 0
No diabéticos Diabeéticos No diabéticos Diabéticos
Figura 17. Evaluacion de la relacion o ratio pAKT / tAKT entre sujetos diabéticos
y no diabéticos en el mismo western. No se encontraron diferencias significativas
entre los dos grupos, tanto para las condiciones de no estimulaciéon 0 nM (A, P = 0,903)
como en las de estimulacion con insulina 10 nM (B, P = 0,786).

Por otra parte, y con el fin de comprobar si hubo una oscilacién circadiana real,
o0 por el contrario, una tendencia lineal en la sensibilidad a la insulina a lo largo de 24 h,
se realiz6 un modelo de regresion lineal para la relacion de pAKT/tAKT. Para ello, se
utilizaron todos los datos analizados (7 puntos). Este analisis incluy6 3 factores fijos: 2
factores fijos para ajustar los datos a una ritmicidad de 24 h, el coseno y el seno, que
juntos determinan la fase y la amplitud del ajuste, y 1 factor fijo para adaptarse a

cualquier cambio lineal (JMP Pro 12, SAS software; SAS Institute, Cary NC, USA).
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Para evaluar las posibles asociaciones entre las caracteristicas del ritmo y las
caracteristicas de la poblacion de estudio como la edad, el grado de obesidad (IMC),
componentes del SMet, duracion del suefio 0 momento de la ingesta de alimentos, se
realizaron andlisis de correlacion con el coeficiente de correlacion de Pearson.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.). El nivel de significacion para todas

las pruebas estadisticas e hipdtesis se establecié en P <0,050.

12 Estudio bibliografico

La busqueda de bibliografia se realizé consultando la base informéatica PubMed
(U.S. Nacional Library of Medicine) de acceso a traves de Internet en la direcciéon URL
www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed que accede a revistas de alto indice de impacto en el
area en que se incluye esta tesis: obesidad, fisiologia, metabolismo, biologia molecular,

etc.
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V. RESULTADOS







Resultados

1. Anélisis de la presencia de ritmos circadianos en una linea celular

primaria comercial de adipocitos humanos
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Resultados

Con este trabajo fruto de esta tesis doctoral hemos demostrado la presencia de un
reloj activo en una linea celular primaria comercial de tejido adiposo humano

subcutaneo (PT-5020).

La figura 18 muestra la expresion de los genes reloj estudiados, CLOCK (fig.
18A) y PER2 (fig. 18B) a lo largo de las 24 horas del dia. Nuestros resultados presentan
un patrén circadiano diferente para cada uno de los dos genes estudiados en esta linea

celular de adipocitos.

5 - CLOCK

>
Expresion relativa (UA)
W
—&—

Hora del dia (h)

: | - PER2

vy
Expresion relativa (UA)

0 T T T T
10 14 18 22 2 6
Hora del dia (h)

Figura 18. Cambios en la expresion de los genes reloj CLOCK (A) y PER2 (B), a lo
largo del dia, y su ajuste a una curva de coseno. Se recogieron muestras de una linea
primaria de preadipocitos diferenciados en adipocitos humanos cada 4h durante 24h (las
horas de muestreo fueron: 10 h (T0),14 h (T4), 18 h (T8), 22 h (T12), 2 h (T16), 6 h
(T20) horas del dia).
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Un aspecto importante de la regulacion de los genes CLOCK y PER2 es que, por
su papel dentro del sistema circadiano, sus ritmos de expresion deben ocurrir en una
fase particular unos respecto a los otros. Como era de esperar, nuestros resultados
indican que la expresion de ambos genes reloj se mostro en antifase uno con respecto al
otro (figura 18). Mientras que la expresion del gen CLOCK (fig. 18A) aumentd por la

mafiana, el gen PER2 (fig. 18B) presentd su maxima expresion por la tarde.

Los pardmetros obtenidos tras el andlisis cosinor tales como el mesor, la
amplitud, la acrofase y el porcentaje de la varianza del ritmo, se muestran en la tabla 2.
Nuestros datos indican que, de ambos genes estudiados, PER2 fue el que mostré un
ritmo circadiano robusto (PR= 66,58 %). Ademas, la expresion de PER2 presentd una
oscilacién circadiana o amplitud de 1,04 (UA). El momento de mayor expresion del

ritmo o acrofase (hh:mm) para este gen se produjo a las 14:42 h, alrededor del T4= 14h.

TABLA 2. Pardmetros del analisis cosinor para cada gen analizado.

Adipocitos humanos (linea celular primaria)
Genes Mesor Amplitud | Acrofase | Porcentaje de
Reloj (UA) (UA) (h) ritmo (%)
CLOCK 1,86 0,43 9,20 20,35
PER2 2,20 1,04 14,43 66,58

Cuando se analizé la variacion a lo largo del dia de la expresién génica relativa
(UA) del gen CLOCK mediante un test de ANOVA para muestras repetidas, se
encontraron diferencias significativas (P= 0,020), evidenciando la existencia de
oscilaciones en su expresion a lo largo del dia, aunque al no ajustarse de manera
significativa a una curva coseno, no podemos afirmar la existencia de un ritmo

circadiano.
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Resultados en relacion al objetivo 1: Los resultados del experimento muestran que
esta linea celular primaria comercial de adipocitos humanos, presenta ritmos
circadianos en el gen PER2, y oscilaciones diarias en el gen CLOCK. Este hallazgo
abre una nueva puerta para el estudio del efecto de factores endocrinos, metabolicos,
de sincronizadores como nutrientes, etc, sobre el tejido adiposo y su ritmo

circadiano. Recomendamos que se estudie en estos casos el gen PER2.
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Resultados

2. Aplicacion de la técnica de bioluminiscencia para evaluar los ritmos
circadianos de adipocitos y preadipocitos primarios del tejido adiposo

humano, subcutaneo y visceral

Subobjetivo: Evaluar la relacién de los ritmos circadianos observados, con las

caracteristicas de la poblacion estudiada, como la edad, el indice de masa corporal o los

habitos de suefio.
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Resultados

En esta tesis doctoral, se ha analizado por primera vez 1) de manera continua
(cada 22 minutos durante un periodo de 3 dias consecutivos); 2) con poca cantidad de
tejido (unos 4 gramos), los ritmos circadianos del reloj interno de adipocitos y
preadipocitos primarios del TA humano. La deteccion del ritmo se consiguié mediante
el uso de un gen reportero de bioluminiscencia unido al promotor del gen reloj BMAL1.

Tal y como muestra la figura 19, estas células exhibieron un ritmo robusto para el gen

BMALL.
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Figura 19. Registro de los ritmos circadianos de bioluminiscencia a lo largo de 3 dias (=72
horas), de adipocitos (n=16) y preadipocitos (n=8) del tejido adiposo tras infectar el tejido con
un vector lentiviral transductor del gen reportero Bmall:luc. Los paneles A, B, C y D,
representan respectivamente el ritmo para adipocitos maduros del tejido adiposo subcutaneo (TAS);
adipocitos maduros del tejido adiposo visceral (TAV); de preadipocitos del TAS; y preadipocitos
del TAV. CPS (cuentas por segundo).

97




Tesis doctoral Maria Paz Carrasco Benso

Para el estudio, con el fin de determinar el nimero de células vivas que existian
en el cultivo tras la digestion con colagenasa del tejido adiposo del sujeto, se determino
el nimero de células/ml en cada pocillo, tanto en adipocitos primarios (media £ DE)
(2,65x10° + 1,80x10° en TAS y 2,34x10° + 1,62x10° en TAV) como en preadipocitos
(6,73x10° + 2,70x10°en TAS y 1,66x10” + 9,24x10° TAV).

Ademas, con el fin de verificar que las condiciones del cultivo permanecieron
constantes al inicio y al final de los tres dias de experimento, se midieron sobre el medio
de cultivo, los valores de osmolaridad y pH del primer y del tercer dia (media + DE)
(Inicial: 344,56 + 8,85 mmol/kg; Final: 361,3 + 6,70 mmol/kg) y pH (Inicial: 7,16 *
0,24; Final: 7,5 + 0,41).

Una vez detectado el ritmo por bioluminiscencia, los datos obtenidos se
analizaron mediante el ajuste a una curva de coseno, que nos permitié conocer las
caracteristicas del ritmo tales como mesor, amplitud, acrofase y valor de significacion
(P) que nos indica si el ritmo existe de manera estadisticamente significativa; por otro
lado, para obtener el periodo se usoé el analisis de los datos ajustados a una curva de
seno. Los valores obtenidos para el ritmo de los adipocitos y los preadipocitos
primarios, se muestran en la tabla 3.

Tras comparar las medias de estos parametros en la poblacion total estudiada
mediante la prueba t-student, encontramos diferencias significativas entre los adipocitos
maduros Yy los preadipocitos, para los valores de periodo, mesor y amplitud del ritmo.
Estas diferencias se observaron tanto en el TAS como en el TAV (ver la tabla 3).

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas para el momento en
que se produjo la méxima expresion o acrofase (TAS P=0,692; TAV P=0,919) entre
ambos tipos de células. En todos los casos analizados, esta acrofase ocurrié alrededor de

las 10 h tras la sincronizacion de los cultivos celulares.
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Tabla 3. Estimacion de los pardmetros que caracterizan el ritmo de adipocitos maduros

y preadipocitos primarios del TA humano.

TAS Periodo  Mesor Amplitud Acrofase P del
(M) (UA) (UA) (hh:mm) ritmo
Adipocitos Media 21,28 -11,51 64,73 10:20 < 0,001
(n=16) DE 0,61 7,77 29,25 1:15
Preadipocitos Media 20,64 -20,96 93,98 10:06 < 0,001
(n=8) DE 0,88 14,14 31,25 1:15
P 0,05 0,04 0,03 0,69
TAV Periodo  Mesor Amplitud Acrofase P del
(M (UA) (UA) (hh:mm) ritmo
Adipocitos Media 21,36 -11,53 67,35 10:22 < 0,001
(n=15) DE 0,54 7,41 30,39 1:18
Preadipocitos Media 20,51 -22,12 96,35 10:19 < 0,001
(n=8) DE 0,93 15,88 30,71 1:17
P 0,01 0,04 0,04 0,92

La acrofase se refiere a la hora de maxima expresion de BMALL1 tras la sincronizacion de los cultivos
celulares. UA (unidades arbitrarias); hh:mm (horas:minutos); DE (desviacion estandar).

Relacion entre los parametros del ritmo y las caracteristicas de la poblacion
estudiada

Las caracteristicas de la poblacidn estudiada para este objetivo se muestran en la
tabla 4 (ver Anexo I).

Cuando se compararon las variables que definen el ritmo con las caracteristicas
de la poblacion estudiada, se encontrd una correlacion significativa entre el IMC y la
amplitud del ritmo circadiano en adipocitos primarios maduros (figura 20). Esta
correlacion fue negativa para el TAS (figura 20A: P= 0,003; r=-0,686) y para el TAV
(figura 20B: P= 0,004; r=-0,701), indicando que aquellos sujetos con un elevado IMC

presentaron una menor amplitud del ritmo en adipocitos maduros del TA
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Figura 20. Correlacion entre el IMC y la amplitud del ritmo circadiano para los adipocitos

maduros, en el TAS (A) y el TAV (B).

Ademas, especificamente en adipocitos maduros del TAS, encontramos que la

longitud del periodo tendia a ser menor al aumentar la edad de los sujetos (P= 0,064; r=

-0,474). Sin embargo, tras ajustar por

correlacion fue significativa (P=0,048; r=

la variable “duracion del suefio (h)”, esta

-0,558) (figura 21).
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Figura 21. Correlacidn entre la edad (afios) y el periodo (T)
de los adipocitos maduros en el TAS. Correlacion ajustada

para la variable “duracion de suefio (h)”.
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Resultados

Resultados en relacion al objetivo 2: Los resultados del experimento muestran que
la técnica de luminiscencia se puede aplicar en tejido adiposo humano procedente de
cirugia, para el estudio de la ritmicidad circadiana de este tejido, y es util tanto en
tejido adiposo subcutaneo como en visceral, mostrando un ritmo robusto, con
caracteristicas marcadas, que pensamos serd de gran ayuda para poder estudiar el

efecto de nutrientes, hormonas, u otros factores metabdélicos o sincronizadores.

Ademas los resultados muestran que con la edad se produce un acortamiento del

periodo, y con la obesidad un aplanamiento del ritmo.
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3. Estudio de la presencia en el tejido adiposo humano de ritmos

circadianos para la sensibilidad a la insulina
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Analisis de los ritmos circadianos

Los resultados de este experimento disefiado para dar respuesta al objetivo 3,
muestran que los explantes de TA procedentes del dep6sito graso subcutaneo (TAS)
obtenido de pacientes sometidos a cirugia, exhibieron ritmos circadianos robustos para
la sefializacion de insulina. Esta ritmicidad se observd en los explantes que fueron
estimulados con una concentracion de insulina de 10 nM (P <0,001) (figura 22), asi
como en aquellos estimulados con 100 nM (P <0,010).

Es importante resaltar que estas oscilaciones diarias en los datos de sensibilidad
a la insulina (determinada por el ratio pAKT/tAKT) se ajustaban de manera significativa
a un periodo de 24 h (P = 0,029).

Ademas, estas variaciones a los largo de las 24h del dia fueron resultado de un
ritmo circadiano interno, y no de una disminucion de la viabilidad de los explantes con
el paso de las horas, lo que se demostrd gracias a los analisis estadisticos que mostraron
que no habia ningn cambio lineal significativo a lo largo de las 24 h (P = 0,40).

Cabe destacar, que para representar el ritmo circadiano en la sefializacion de la
insulina, se selecciond la concentracion de 10 nM. Esto fue asi, porque con esta
concentracion se observaron mejores ritmos para el ratio de pAKTMHAKT en
comparacion con los observados con 1 nM y 100 nM.

Curiosamente, la sensibilidad a la insulina en el TAS alcanzé sus maximos
valores (acrofase) alrededor del mediodia (figura 22F), siendo los valores de
sensibilidad del tejido adiposo a la accion de la insulina 54% mas altos que los
observados hacia la medianoche (P = 0,009) (figura 22C).

Ademas se estudiaron las caracteristicas del ritmo de la sensibilidad a la insulina
comparando la situaciéon control, en ausencia de insulina, con la experimental, en

presencia de insulina, siendo la amplitud del ritmo del: 17%; la acrofase, es decir la hora
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de méaxima sensibilidad a la insulina fue a las 11:06 h, y se obtuvo un valor P =0,022.
En la condicién control sin insulina (0 nM), como era de esperar no hubo ritmo
(Amplitud: 5%, P = 0,69); y las caracteristicas del ritmo obtenidas para la situacion

experimental en presencia de insulina (10 nM) fueron: Amplitud: 25%, Acrofase: 11:23

h, P <0,001.
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Figura 22. Cambios en la sefializacion de la insulina (pAKT/tAKT) a lo largo del dia en el
TA. Los paneles A, B, C muestran el patron seguido por los explantes estimulados con insulina
(10 nM), los no estimulados (OnM) y la sensibilidad a la insulina (que es el cambio relativo
entre el porcentaje de fosforilacion de AKT en los explantes estimulados con insulina con
respecto a los explantes no estimulados). Los paneles D, E, F muestran las representaciones

polares (tipo reloj) de estos patrones de expresion en 18 sujetos estudiados, (n=18).
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- Representacion del ritmo

En las figuras 22, 23 y 24, se muestran dos tipos de gréficos para la

representacion del ritmo. A continuacion, se explica de forma detallada cada uno de

ellos:

En el gréfico lineal, los puntos negros representan la media de los datos
normalizados del ratio de pAKT/tAKT en cada uno de los tiempos en
que se realizd el experimento de exposicion a insulina, con su error
estdndar de la media (EEM) y la linea solida corresponde al ajuste de
esos datos a una curva sinusoidal.

En la representacion de los diagramas polares, los circulos muestran
las 24 h del dia y el radio apunta hacia su acrofase del ritmo, mientras
que la longitud del vector representa la amplitud del ritmo y el tamafio es
la mitad de lo que corresponderia a la amplitud real. Las elipses
punteadas muestran los limites de confianza del 95% para la longitud de
los vectores, es decir la amplitud (si los limites de confianza incluyen el
centro, el ritmo no se considera estadisticamente significativo). Mientras
que las lineas discontinuas rectas son los intervalos de confianza
correspondientes a las acrofases. Para ajustar los datos a una funcién

sinusoidal, se utilizo una regresion periodica de minimos cuadrados [96].
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La figura 23, representa la falta de ritmos circadianos para la sensibilidad a la
insulina en el TA visceral (P = 0,64). Los parametros del ritmo fueron (Amplitud: 8%,

P = 0,64).

Sensibilidad a la insulina

160 ; (Diferencia entre el cambio Rambio relativo o
relativo de [10] vs [0] nM) ,, /~ “# TR IEAED 9
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Figura 23. Patrdn de sefializacién de la insulina en el tejido adiposo visceral a lo largo de
las 24 h del dia. Representa el cambio relativo del % de fosforilacion de AKT entre los

explantes que fueron estimulados con insulina frente a los que no fueron estimulados (n=18).

Por otro lado, se compar6 el CTO con un séptimo punto temporal analizado
(CT24= 08:00 h del dia siguiente), en una submuestra de la poblacion (n=15), y se
encontré un patron circadiano similar (figura 24). Ademas, no hubo diferencias
significativas entre CTO y CT24 (P =0,49), lo que demuestra que la sensibilidad a la

insulina no se vio afectada por el tiempo que estuvieron los explantes en cultivo in vitro.
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Figura 24. Cambios en la sefializacion de la insulina (pAKT/tAKT) a lo largo del dia en el
TA. En este caso se considerd el 7° punto de tiempo, que incluye el CT24 correspondiente a las
08:00 h del dia siguiente (n=18). Los datos de CT24 s6lo se analizaron en 15 sujetos
participantes. (Los pardmetros del ritmo para la sensibilidad a la insulina(C) fueron: amplitud
18%, acrofase 11: 42 h, P =0,033; para la condicién control 0 nM (B): amplitud: 1%, P =0,98; y
para la condicion con insulina 10 nM (A): amplitud: 23%, acrofase: 12:19 h, P =0,001; 0 nM.

Relacion entre los parametros de ritmo y las caracteristicas de la poblacion.

Las caracteristicas de la poblacion estudiada se representan en la tabla 4 (ver
Anexo 1).

Cuando se compararon los habitos de suefio de la poblacion estudiada con las
caracteristicas de los ritmos circadianos hallados, se obtuvieron los siguientes
resultados:

Por un lado, se observd que la amplitud del ritmo circadiano de la fosforilacion

de AKT en el TAS, se correlaciond significativamente con la duracion del suefio

109




Tesis doctoral Maria Paz Carrasco Benso

(r=0,532; P=0,023). Esta correlacion fue positiva, lo que significa que una mayor
amplitud del ritmo se relacionaba con una duracion de suefio méas larga (figura 25A).
Por otro lado, se encontr6 una correlacion significativa y negativa entre la
amplitud y la hora de ir a dormir del sujeto (r=-0,541; P=0,020). En este caso, lo que
vimos fue que se produjo una mayor amplitud del ritmo cuanto mas temprana era su

hora habitual de ir a la cama (figura 25B).

Relacion entre las caracteristicas del suefio y la amplitud de pAKT/tAKT
de los explantes estimulados con insulina
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Figura 25. Correlaciones entre la duracion del suefio (A) y la hora de ir a dormir (B) con
la amplitud del ritmo. (n=18). (En el panel B, solo se ven 17 puntos. Esto se debe a que los
datos de 2 sujetos participantes estan superpuestos).

Sin embargo, no se encontraron correlaciones significativas entre la amplitud del
ritmo circadiano y otras caracteristicas de los sujetos participantes como la edad, el IMC

o0 la obesidad abdominal (P> 0,050).
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Resultados en relacion al objetivo 3: Los resultados del experimento muestran la
existencia de un ritmo circadiano para la sensibilidad a la insulina del tejido adiposo,
siendo ésta un 54% mayor al mediodia que a media noche. Ademas, los ritmos de
aquellos individuos que durmieron poco, 0 se acostaron méas tarde en su vida

habitual, estuvieron mas aplanados.
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Discusion
1 Sobre la existencia de ritmos circadianos en una linea celular

primaria comercial de adipocitos humanos.

En el presente trabajo se muestra la existencia de genes reloj en una linea celular
primaria de TAS humano comercial (PT-5020). Estos resultados concuerdan con otros
estudios llevados a cabo en explantes de TA humano en los que también se ha
observado la presencia de estos ritmos circadianos en genes reloj [1]. Nuestros
resultados corroboran la teoria de que los genes reloj no sélo se expresan en el NSQ
(reloj central), sino que también lo hacen en tejidos periféricos como el TA, que existen
incluso sin la influencia del reloj central, como se ha observado en estudios previos

también realizados fuera del organismo, en condiciones in vitro [16-18].

Nuestro grupo de investigacion demostrd por primera vez la existencia de estos
genes reloj en explantes de TA humano [30]. Un punto a tener en cuenta para el estudio
de los ritmos circadianos en TA humano es la heterogeneidad celular. En dicho tejido
predominan los adipocitos y preadipocitos, sin embargo, en personas obesas con
morbilidades se ha observado una alta proporcién de macréfagos debido que a que el
tejido estd inflamado de forma croénica [97, 98]. Esto nos hace pensar qué células son
realmente las que muestran ritmicidad circadiana en modelos de estudio como las
biopsias o los explantes del TA [36]. En este sentido, estudios sobre la ritmicidad
circadiana en células adiposas como las 3T3-L1 de raton [29, 99], o derivadas de células
madre del TA (ASCs) [100], han proporcionado un fuerte apoyo a la presencia de un
reloj circadiano en el interior de los adipocitos, que son el principal tipo de células
metabolicas en el tejido adiposo [36]. Nuestros resultados en lineas celulares de
adipocitos de TAS humano, sugieren que los adipocitos contribuyen de forma

importante a la ritmicidad circadiana de los genes reloj observada previamente en
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explantes de TA humano de sujetos obesos [1], y de mujeres pre y postmenopausicas

[101].

Por otro lado, se ha observado que no todos los genes reloj se expresan en la
misma fase [35, 102]. De hecho, se sabe que los genes reloj considerados elementos
positivos (CLOCK y BMALL), se expresan en antifase respecto a los elementos
negativos (PER1-3 y CRY1-2). En este estudio, como era de esperar, observamos que la
expresion de los genes reloj (CLOCK: positivo y PER2: negativo) en la linea celular
primaria de adipocitos humanos se encuentra en antifase, tal y como se observd en
estudios previos de nuestro grupo de investigacion en explantes de TA humano [1]. Este
hecho demuestra la naturaleza periddica de este tejido, observada también en modelos
experimentales de raton (estudio realizado por Zvonic y cols. en 2006 [19]). Por otro
lado, en la linea celular estudiada observamos que PER2 mostr6 mayor amplitud en su
ritmo que el CLOCK. Estos resultados coinciden con los hallados en un estudio previo
realizado en explantes de TA humano, donde el valor de la amplitud de PER2 fue hasta

5 veces mayor que CLOCK [35].

Cuando realizamos el andlisis relativo de los pardmetros del ritmo teniendo en
cuenta las horas reales del dia a las que se llevaron a cabo los distintos experimentos, se
observo que la acrofase de PER2 ocurrié aproximadamente a las 14 horas (T4).
Curiosamente ese fue también el momento de mayor expresion para este gen en
explantes del TA humano en un estudio previo de nuestro grupo de investigacion [33].
La oscilacion circadiana o amplitud del gen CLOCK, fue menos robusta que la de
PER2. Estos resultados concuerdan con los encontrados en otros estudios realizados en
mucosa oral y piel de humanos [103], e incluso en otros mamiferos [104]. Sin embargo,
cuando realizamos un test ANOVA de muestras repetidas con los valores de expresion

de CLOCK en nuestra linea celular, encontramos diferencias significativas, lo que
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sugiere que, existen cambios diarios en su expresion, aunque al no ser significativo por
el método cosinor, no podemos demostrar que éste es un ritmo de naturaleza circadiana.

Cabe destacar, que en este experimento, las células analizadas no fueron
sincronizadas con agentes sincronizadores inmediatamente antes de comenzar el
muestreo. En este sentido, son varios los estudios que en las ultimas décadas se han
llevado a cabo sobre la regulacion de la ritmicidad circadiana en los relojes periféricos,
mediante el uso de sincronizadores. Los pulsos con suero [47, 99] y el uso de
glucocorticoides como la dexametasona [28, 35, 105] u otros [85] han demostrado que
son agentes capaces de modificar la fase sobre los genes analizados e incluso generar
ritmos circadianos. Aun asi, no esta del todo claro cual o cuéles son las sefiales
transductoras que ponen en hora a los tejidos periféricos. Esta cuestion junto con lo
observado en este trabajo con respecto a la hora de maxima expresion del gen PER2,
confirma la necesidad de seguir investigando sobre la regulacion de la fase de los relojes
periféricos con nuevos disefios experimentales.

La técnica de andlisis de la expresion de los genes reloj mediante la
cuantificacion de ARNm, presenta una limitacion cuando se trabaja con cultivos in vitro
de células del TA. Esto es debido a la particular naturaleza del adipocito blanco, cuyo
citoplasma estd ampliamente ocupado por una gran vacuola lipidica, y eso dificulta la
extraccion en muchas ocasiones. La extraccion del ARNm de la linea celular utilizada
en este trabajo, se realizd cuando los preadipocitos estaban totalmente diferenciados en

adipocitos.
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En resumen, tras los resultados obtenidos, podemos concluir que se demuestra que esta
linea celular primaria de adipocitos humanos podria ser un modelo dtil para el estudio
de los genes reloj en el TA humano. Queda claro, que es necesario continuar
investigando con ella, por ejemplo, con el uso de nuevas estrategias experimentales,
como seria la monitorizacion continua a tiempo real de la expresion génica mediante
bioluminiscencia. Se podria conseguir con ello, una informacion més precisa sobre la
fase y el periodo de esta linea celular, mejorando asi su potencialidad como recurso util

en el estudio de los aspectos cronobiolégicos del TA humano in vitro.
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2 Sobre la aplicacion de la técnica de bioluminiscencia para evaluar los

ritmos circadianos de adipocitos y preadipocitos primarios del tejido

adiposo humano subcutaneo y visceral.

Gracias a la utilizacion de la técnica de la bioluminiscencia, se han analizado por
primera los ritmos circadianos en adipocitos y preadipocitos primarios del TA humano,
subcutaneo y visceral, a tiempo real y durante tres dias consecutivos. Ambos tipos
celulares han mostrado un ritmo robusto para el gen reloj BMALL. Esta técnica, por
tanto, nos ha permitido monitorizar in vitro la expresion de un gen reloj en células vivas
procedentes directamente del tejido extraido como biopsia de una cirugia. Ademas,
gracias a ella, hemos podido corroborar nuevamente la presencia de un reloj circadiano
activo en el TA humano. De hecho, esta técnica ha demostrado ser util para analizar la
expresion génica a tiempo real en otros tejidos humanos, como fibroblastos primarios de
piel [46], células primarias tiroideas [106], o en células de los islotes del pancreas [51].
Ademas, se ha empleado con éxito en explantes de otros mamiferos [107, 108], asi
como en otras lineas celulares inmortalizadas de humanos [52, 109], o de ratén [110].

Sin embargo, hasta nuestros hallazgos, no se habia utilizado en tejido adiposo humano.

Cabe destacar que los sujetos de estudio eran personas con obesidad. Como se
ha demostrado previamente, el TA de personas obesas con morbilidades puede tener un
aumento anormal en la cantidad de macrdéfagos que puede llegar a influir en los ritmos
circadianos del propio tejido [64, 65]. Es por ello que, al experimentar con explantes en
estudios anteriores, nuestro grupo de investigacion debia tener en cuenta la naturaleza
heterogénea celular del TA. Gracias a la técnica de la bioluminiscencia estas dudas
desaparecen ya que, aunque el TA procede de sujetos obesos, hemos encontrado unos
ritmos circadianos robustos tanto en los adipocitos maduros como en preadipocitos

(células aisladas del tejido) para el gen reloj BMAL1. Este hecho, junto con la
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demostracion de los ritmos circadianos en la linea primaria de adipocitos (objetivo 1),
refuerza la idea de que los adipocitos y preadipocitos contribuyen de manera importante

a los ritmos circadianos exhibidos previamente en explantes de TA humano [1, 101].

Anterior a esta técnica, nuestro grupo de investigacién analizé los ritmos
circadianos de varios genes reloj, genes de glucocorticoides, asi como de ciertas
adipoquinas [31, 32] mediante la técnica de “Cultivo de biopsias realizadas en un solo
punto (explantes de TA)”. Mediante esta técnica, tras la obtencion de una sola biopsia,
se obtenian explantes que se ponian en cultivo. Una vez establecido el cultivo, los
explantes se recogian y congelaban a distintas horas del dia para el posterior analisis de
la expresion génica (mediante PCR cuantitativa) a intervalos de 4-6 horas durante un

periodo de 24 horas. Aun asi, esta técnica de cultivo present6 desventajas.

Una de ellas, fue el nimero de experimentos que se podian realizar. Este
dependia del tamafio de la biopsia obtenida durante la cirugia, pero como se menciond
anteriormente, el tamafio minimo de la biopsia para obtener un ritmo circadiano fiable
con esta técnica era de 12 gramos. En cambio, la técnica de la bioluminiscencia permite
utilizar una biopsia de un tamafio menor. Especificamente en nuestro experimento
solamente usamos 4 gramos de TA, para obtener los adipocitos aislados y los
preadipocitos, que posteriormente fueron usados para el andlisis de los ritmos

circadianos.

Otra desventaja de la técnica anterior (“Cultivo de biopsias realizadas en un solo
punto (explantes de TA)”), que se solventa con la técnica de la bioluminiscencia, es que
aquella resultaba invasiva para las células del cultivo primario. Con la nueva técnica no
es necesario congelar las muestras para su analisis posterior, sino que los resultados se

registran a tiempo real, y las células permanecen vivas durante el proceso. Por otro lado,

120



Discusion

cabe destacar, que la amplitud del ritmo de bioluminiscencia en nuestras células no
disminuyé durante los tres dias de medicion, tal y como ya se observd en estudios
anteriores [111, 112], en los que esta medicion se realizd durante mas de tres dias
seguidos. En nuestros resultados, este hecho pudo estar determinado por las condiciones
de los cultivos, las cuales permanecieron estables durante los dias de medicidn, tanto en

pH como osmolaridad.

La dificultad que supone extrapolar los resultados obtenidos del cultivo in vitro a
las caracteristicas fisioldgicas que se dan in vivo, es otra desventaja que nos
encontramos con la técnica de cultivos de explantes usada previamente. Sin embargo, es
una técnica ideal para el estudio del caracter circadiano del tejido adiposo, ya que se
estudia fuera del organismo y demuestra que los ritmos son propios del tejido, ya que

existen al menos tres dias a pesar de no presentar el efecto del NSQ.

Ademas, el analisis de la expresion genica a tiempo real mediante el uso de
reporteros de bioluminiscencia, ha permitido una estimacion precisa del periodo y la
acrofase del ritmo de los adipocitos y preadipocitos del TA humano. En cuanto a la
estimacion de la fase, esta técnica ofrece una gran ventaja respecto a las usadas
previamente. La técnica del cultivo de biopsias Unicas, tras el cual se recolectaban
muestras independientes de esa Unica biopsia para el analisis del ritmo, ofrecian un total
de 4-6 datos en 24 horas [1, 28, 31, 32, 35]. Con la nueva técnica, en cambio, hemos
obtenido unos 200 datos en tres dias de registro de bioluminiscencia (cada 22 minutos).
Por tanto, hemos conseguido un mayor conjunto de datos para un mismo intervalo de
tiempo, asi que el calculo de la fase y el periodo obtenidos, es mas preciso y acorde a la

realidad que se produce in vivo.
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Cuando se analizaron las caracteristicas que definen los ritmos circadianos,
encontramos que el momento de maxima expresion o acrofase para el gen BMALL, en
adipocitos maduros y preadipocitos, fue aproximadamente alrededor de las 10:00 h.
Nuestros datos coinciden con resultados obtenidos para este mismo gen en explantes de
TA humano [60]. Por otro lado, nuestros resultados muestran que el periodo del ritmo
del gen BMAL1, del TA de obesos mérbidos, fue aproximadamente de 21 horas. Estos
mismos resultados se han encontrado para otro gen reloj (PER1) en una linea celular
humana de neuroblastoma, un tipo de cancer del tejido nervioso [109]. En cambio, otros
estudios en tejido sanos han mostrado que la longitud del periodo del gen BMAL1 fue de
aproximadamente de 24-25 horas. Es el caso de los estudios realizados en células
pancredticas de sujetos que sufrieron muerte cerebral (periodo de BMALL: 23,9 horas)
[51], en fibroblastos primarios humanos procedentes en su mayoria de sujetos sanos
(periodo de BMAL1L: 24,5 horas) [46] o en otras lineas celulares de adipocitos
inmortalizadas, procedentes de raton (periodo de Bmall: 25,0 horas) [110]. En general,
estos datos sugieren que la longitud del periodo depende del estado fisiopatoldgico del
sujeto estudiado, y su acortamiento en este estudio se deba a que los pacientes
estudiados presentan obesidad severa.

En este sentido, también encontramos una correlacion significativa e inversa
entre la edad y el periodo de los adipocitos del TAS, tras asumir que todos los sujetos
dormian el mismo numero de horas al dia. Observamos que el periodo en los adipocitos
del TAS se acortaba cuanto mayor era la edad de los sujetos. Estos hallazgos coinciden
con los de otros mamiferos [113, 114], aunque en mamiferos se ha demostrado que es el
periodo del reloj central o NSQ el que se asocia de manera inversa con la edad, mientras
que no se ha encontrado esta asociacion en los relojes periféricos [115], Esto sugiere

que el acortamiento del periodo podria ocurrir en tejidos perifericos con funciones
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metabdlicas mas importantes, como es el TA, o quizas que el acortamiento observado
en este estudio se deba a factores relacionados con la obesidad. Por lo tanto, se deberian
realizar estudios posteriores en cultivo del TA in vitro de animales de experimentacion,
con esta misma técnica para resolver esta aparente contradiccion.

Aun asi, nuestros resultados coinciden con los estudios clinicos vy
epidemioldgicos que demuestran que en humanos el funcionamiento del sistema
circadiano varia en funcion de la edad: durante el envejecimiento normal, la funcion del
reloj se atenda, con consecuencias tanto para la salud como para la calidad de vida [53].
De hecho, un ritmo circadiano en edades avanzadas se caracteriza por ejemplo, por
poseer una acrofase avanzada o una disminucion de la amplitud [116, 117].

Cabe destacar, que se observaron diferencias significativas en la amplitud del
ritmo entre los adipocitos maduros y los preadipocitos. Concretamente, los
preadipocitos presentaron valores mas elevados de amplitud que los adipocitos
maduros, contribuyendo asi con una mayor robustez a la ritmicidad circadiana del TA
que los adipocitos maduros. Sin embargo, un trabajo previo realizado en la linea celular
de raton 3T3-L1 y en condiciones similares de cultivo, mostr6 que fueron los adipocitos
los que presentaron valores mas altos de amplitud que los preadipocitos [28].

Por ultimo, nuestros resultados muestran una correlacion significativa entre la
obesidad (IMC) y la amplitud del ritmo, de manera que cuanto mayor es el grado de
obesidad, medido mediante el IMC, menor es la amplitud del ritmo en adipocitos tanto
del TAS como del TAV. Nuestro grupo de investigacion demostrd resultados similares
cuando se estudié el ritmo circadiano de adiponectina, en explantes de tejido adiposo
humano, con una disminucién de la amplitud del ritmo circadiano de adiponectina

conforme aumentaba el IMC de los pacientes estudiados [32] .
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En resumen, el uso de la técnica de bioluminiscencia por transduccion viral es
una técnica util para medir ritmos circadianos continuos en el cultivo primario de
adipocitos y preadipocitos humanos, asi como para conocer su implicacion en
determinados procesos fisiol6gicos, gracias a la posibilidad de compararlos con las

caracteristicas de la poblacion estudiada.
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3. Sobre el estudio de la presencia de ritmos circadianos intrinsecos

para la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo humano

Los resultados del presente trabajo permiten afirmar por primera vez que el TA
humano presenta un ritmo circadiano robusto, que contribuye a la eficacia de una
hormona en su papel funcional en dicho tejido.

La sensibilidad a la insulina en el TAS humano muestra un ritmo circadiano que
alcanza su acrofase alrededor del mediodia, siendo la sensibilidad del tejido adiposo a la
insulina, hasta un 54% mas alta a las 12 del mediodia que hacia la medianoche (12 de la
noche). Cabe destacar, que la amplitud de este ritmo se correlaciond positivamente con
la duracion del suefio y negativamente con el momento de acostarse in vivo, de tal
manera que en los pacientes cuya duracion del suefio fue mayor, la amplitud del ritmo
era mayor, mientras que aquellos que se acostaban tarde presentaron una amplitud para
la sensibilidad a la insulina menor, que los que se acostaban pronto.

Una consideracién importante es que este ritmo persiste in vitro durante al
menos 2 dias después de la cirugia. Ademas, lo mas interesante es que este ritmo es
circadiano, ya que ademas de tener un patron que se ajusta al coseno, existe a pesar de
no presentar la influencia del NSQ, ya que los explantes tienen el ritmo marcado en la
placa de cultivo. Tampoco tienen ya el efecto sincronizador procedente de otros factores
neurohumorales o incluso de la propia circulacion variable de los nutrientes, cuando el
paciente come o esta en ayunas [22]. La importancia de este estudio reside pues en que
se ha hecho in vitro. Si se hubieran realizado biopsias seriadas, no podriamos distinguir
si el ritmo es circadiano, es decir como consecuencia de un reloj propio del tejido
adiposo, o si por el contrario esta marcado por el reloj central, o por los habitos propios

del sujeto, como hora de la comida, etc.
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Los resultados observados en el TAS confirman que el reloj circadiano presente
en el interior del adipocito desempefia un papel fundamental en la sensibilidad a la
insulina a lo largo del dia [22].

En humanos se ha observado que, tras realizar una comida o administrar una
carga oral o intravenosa de glucosa, los picos de glucosa en plasma son notablemente
mas altos por la noche que por la mafiana [75-77, 118, 119]. Ademas, la sensibilidad a
la insulina es més alta por la mafiana que por la noche [74, 118]. Nuestros resultados in
vitro nos pueden ayudar a comprender lo que ocurre in vivo.

Shapiro y cols., [120] llevaron a cabo un estudio in vivo en el que se realizaba
una infusion de glucosa intravenosa a velocidad constante durante 24-30 horas.
Demostraron que la glucosa circulante en plasma aumentaba a medida que avanzaba la
noche, alcanzando valores maximos en torno a la media noche (con un rango de entre
las 00: 45-03: 50 h). Estos resultados dan sentido a los nuestros, en los que vemos que
los valores minimos de sensibilidad a la insulina se obtuvieron a media noche.

La adiponectina, una citoquina que se produce Unicamente en el TA, parece
tener un papel protector frente a la resistencia a la insulina [121]. Su mayor grado de
expresion en el TAS se alcanza por la mafiana, alrededor de las 10:00h [32, 60], lo cual
concuerda con nuestros resultados en los que se demuestra que la sensibilidad a la
insulina alcanza su maximo (acrofase) alrededor del mediodia. Estudios realizados en
condiciones similares a las nuestras (con explantes de TA de obesos extremos),
demuestran que la adiponectina esta regulada por el reloj circadiano [122] y que su
ritmicidad no se debe al ciclo de ingesta/ayuno [123].

Una aportacion importante de este estudio es que el ritmo diario en la
sefializacion a la insulina parece ser intrinseco del TA, y que no depende de los ritmos

diarios de los valores de nutrientes circulantes en el organismo. De hecho, nuestros
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resultados demuestran que los ritmos diarios de tolerancia a la glucosa se deben
principalmente al sistema circadiano y no a la conducta [119]. Ademés, los datos
obtenidos en este estudio podrian explicar, en parte, las observaciones que han
relacionado comer en desajuste con el reloj biolégico (como cenar tarde o cuando se
trabaja a turnos) y un mayor riesgo de diabetes [124-126].

El ritmo circadiano intrinseco que presenta el TAS podria ser util para explicar
el ritmo diario de sensibilidad sistémica a la insulina. Esta contribucion puede resultar
particularmente relevante para personas con obesidad extrema, cuyo TA representa mas
de un 40% de su peso corporal, como es el caso de los sujetos participantes en este
estudio. Ademas del TA, existen otros factores que pueden influir en la sensibilidad
sisttmica a la insulina, como son: el muasculo esquelético, que representa
aproximadamente un 45% de la masa corporal total, la absorcién gastrointestinal, la
produccion de glucosa en el higado y las rutas metabdlicas de la glucosa no
dependientes de insulina, entre otros [118, 119]. Sin embargo, es ahora cuando se esta
descubriendo la funcion de estos relojes moleculares en humanos [79, 127].

Otro resultado importante de este estudio es que la amplitud del ritmo circadiano
en el TA subcutaneo se correlacion6 positivamente con la duracién del suefio in vivo y
negativamente con el momento de acostarse in vivo. En los Gltimos afios, se han
acumulado evidencias que apoyan que los trastornos del suefio son factores de riesgo
independientes para desarrollar resistencia a la insulina. Algunos trastornos del suefio
son el suefio insuficiente, la mala calidad del suefio y el sindrome de apnea del suefio
[128, 129]. Varios estudios independientes muestran de manera consistente que las
alteraciones del suefio producen una disminucion de la sensibilidad a la insulina.

En este aspecto, ha sido especialmente relevante un estudio in vitro realizado

con adipocitos del TAS humano, en el que la restriccion del suefio dio como resultado
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un estado de resistencia a la insulina. La sensibilidad a la insulina, fue determinada
mediante la fosforilacién de AKT en respuesta a insulina, y los resultados mostraron
que esta fosforilacion fue un 30% mas baja durante la restriccion del suefio que durante
un suefio normal [73].

Se han llevado a cabo experimentos similares, pero en otro tipo de osciladores
periféricos humanos como fibroblastos de la piel, islotes pancreaticos o miotubos del
musculo esquelético, entre otros. Al igual que en nuestro estudio, sus resultados han
mostrado que existe correlacion entre las propiedades del ritmo analizadas in vitro y el
fenotipo de los sujetos participantes observado in vivo (cronotipo, obesidad, alteraciones
metabdlicas...) [48, 53]. Esto sugiere por tanto, que los osciladores moleculares son
plasticos, es decir, pueden cambiar sus propiedades de acuerdo con su entorno [130].
Una hipdtesis alternativa es que las propiedades del reloj circadiano pueden estar
influyendo de manera activa en estos fenotipos.

La limitacion que encontramos en este experimento es que, al haberlo realizado
en una muestra de poblacion de obesos extremos, no es posible extrapolar los resultados
obtenidos a la poblacion normopeso. Sin embargo, es muy dificil llevar a cabo este
estudio en sujetos con un peso normal, ya que para realizar los experimentos se han
utilizado unos 1000 explantes, lo que requiere una gran cantidad de TA. Ademas, para
obtener las biopsias de TA visceral se requiere acceso a la cavidad peritoneal, lo que

tambien dificulta la obtencion de estas muestras en sujetos con normopeso.
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En definitiva, este experimento pone de manifiesto la gran importancia que
tienen los estudios de los ritmos circadianos en células primarias humanas para las
enfermedades metabodlicas. Los experimentos realizados in vitro son Utiles porque,
aungue no capturan el aspecto multifactorial del ambiente in vivo, permiten el analisis
de la funcidn del reloj circadiano en ausencia de influencias del NSQ y otros factores de
confusidn, reflejando por lo tanto, las caracteristicas propias de los relojes moleculares

[79].
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Conclusiones

1. La linea celular primaria de adipocitos humanos PT-5020 presenta ritmicidad
circadiana para el gen reloj PER2, y por lo tanto puede ser un modelo adecuado
para el analisis de los ritmos circadianos en el tejido adiposo.

2. El uso de un reportero de bioluminiscencia por transduccion viral es una técnica
util para medir ritmos circadianos de manera continua en el cultivo de adipocitos
primarios humanos; para conocer las caracteristicas del ritmo, tanto el periodo
como la fase, asi como para conocer su implicacion en determinados procesos
fisiologicos.

3. Lasensibilidad a la insulina en el tejido adiposo subcutaneo humano exhibe un
ritmo circadiano enddgeno, siendo maxima esta sensibilidad al mediodia y
minima a medianoche. Ademas, este ritmo mejora cuando se siguen habitos de
suefio adecuados. Estos resultados pueden ayudar a comprender mejor las
complejas relaciones entre el reloj circadiano, el metabolismo de la glucosa y la

obesidad en humanos.
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8. 1. Tablas.

Tabla 4. Caracteristicas generales de las poblaciones estudiadas para la
consecucion de los objetivos 2 y 3.

Objetivo 2 Objetivo 3

Poblacion total (n=16) Poblacion total (n=18)

Media DE Media DE
Edad (afios) 44 9 46 11
IMC (kg/m?) 45 11 42 6
Antropometria
Pliegue bicipital (cm) 37,5 8,6 31,73 8,24
Pliegue tricipital (cm) 39 8,06 40,5 5,81
Pliegue subscapular (cm) 38,12 10,12 38,19 6,80
Pliegue suprailiaco (cm) 37,22 8,17 36,94 6,08
Grasa corporal total (pliegues; %) 33,43 3,57 33,27 2,00
Grasa corporal total (impedancia; %) 46,01 9,94 41,06 8,87
Circunferencia de la cadera (cm) 134,91 18,72 130,53 13,81
Circunferencia del muslo (cm) 77,73 11,03 74,94 10,52
RCC 0,99 0,06 0,98 0,11
RCM 1,76 0,25 1,73 0,28
Diémetro abdominal sagital (cm) 37,45 7,15 42,29 6,28
Diametro abdominal coronal (cm) 38,87 6,59 46,06 4,94
Caracteristicas del Sindrome Metabdlico
Circunferencia de la cintura(cm) 133,45 19,55 126,57 15,32
Triglicéridos (mmol/L) 1,49 0,59 1,51 0,82
Glucosa (mmol/L) 5,77 1,08 6,43 1,87
HDL-c (mmol/L) 1,36 0,59 1,26 0,46
Presion sanguinea diast6lica (mmHg) 78,13 6,79 82,78 6,18
Presion sanguinea sistélica (mmHg) 127,06 16,15 138,22 15,16
Score del SMet 3,75 0,89 3,18 1,38
Otras determinaciones
Colesterol Total (mmol/L) 4,36 1,00 4,23 1,24
AST (IU/L) 25,00 18,07 19,00 8,65
ALT (1U/L) 26,80 19,67 29,00 16,91
Caracteristicas del suefio
Inicio del suefio (hh:mm) 0:56 1:06 0:29 1:05
Duracién del suefio (h) 5,86 1,11 7,15 1,44
Horario de las comidas
Inicio del desayuno (hh:mm) 8:52 1:24 8:51 1:03
Inicio de la comida (hh:mm) 14:50 0:31 14:40 0:36
Inicio de la cena (hh:mm) 21:10 0:41 21:43 0:49

Los datos se representan como Media y DE. IMC: indice de masa corporal, RCC: relacion cintura / cadera; RCM: Relacién cintura /
muslo; SMet: Sindrome metabélico; AST: aspartato transaminasa (también conocida como transaminasa glutdmico-oxaloacética);
ALT: Alanina transaminasa (también conocida como glutamato-piruvato transaminasa).
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RESUMEN

En humanos, la sensibilidad a la insulina varia segun la hora del dia, con valores
que disminuyen por la noche. Los mecanismos responsables de la variacién diurna en la
sensibilidad a la insulina no estan claros. Se investigo si el tejido adiposo humano (TA)
expresa ritmos circadianos en la sensibilidad a la insulina que podrian contribuir a este
fendmeno. Las biopsias de TA subcutaneo y visceral se obtuvieron de participantes
obesos extremos (indice de masa corporal, 41,8 + 6,3 kg / m?; 46,6 + 11 afios) durante
una cirugia de bypass gastrico por su obesidad extrema. Para evaluar el ritmo de la
sefializacion de insulina, la fosforilacion de AKT se determing in vitro cada 4 h durante
24 h en respuesta a diferentes concentraciones de insulina (0, 1, 10 y 100 nM). Los
datos revelaron que el TA subcutaneo exhibi6é ritmos circadianos robustos para la
sefializacion de la insulina (P <0.00001). La sensibilidad a la insulina alcanzé su
méaximo (acrofase) alrededor del mediodia, siendo un 54% mas alta que a media noche
(P = 0.009). La amplitud del ritmo se correlacion6 positivamente con la duracién del
suefio in vivo (r = 0,53, P = 0,023) y negativamente con la hora de inicio del suefio in
vivo (r = 20,54; P = 0,020). No se detectaron ritmos circadianos para la sensibilidad a la
insulina en el TA visceral (P = 0,643). Aqui, se demuestra la relevancia de la hora del
dia en la que el TA es mas sensible a los efectos de la insulina. EI TA subcutaneo
presenta un ritmo circadiano enddgeno en la sensibilidad a la insulina que podria
proporcionar un mecanismo subyacente para el ritmo diario en la sensibilidad sistémica

a la insulina.
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ABSTRACT

In humans, insulin sensitivity varies according to time of day, with decreased
values in the evening and at night. Mechanisms responsible for the diurnal variation in
insulin sensitivity are unclear. We investigated whether human adipose tissue (AT)
expresses intrinsic circadian rhythms in insulin sensitivity that could contribute to this
phenomenon. Subcutaneous and visceral AT biopsies were obtained from extreme
obese participants (body mass index, 41.8 + 6.3 kg/m?; 46 + 11 y) during gastric-bypass
surgery. To assess the rhythm in insulin signaling, AKT phosphorylation was
determined every 4 h over 24 h in vitro in response to different insulin concentrations
(0, 1, 10, and 100 nM). Data revealed that subcutaneous AT exhibited robust circadian
rhythms in insulin signaling (P < 0.00001). Insulin sensitivity reached its maximum
(acrophase) around noon, being 54% higher than during midnight (P= 0.009). The
amplitude of the rhythm was positively correlated with in vivo sleep duration (r=0.53;
P=0.023) and negatively correlated with in vivo bedtime (r =20.54; P = 0.020). No
circadian rhythms were detected in visceral AT (P= 0.643). Here, we demonstrate the
relevance of the time of the day for how sensitive AT is to the effects of insulin.
Subcutaneous AT shows an endogenous circadian rhythm in insulin sensitivity that
could provide an underlying mechanism for the daily rhythm in systemic insulin

sensitivity.
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