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IMC – Índice de masa corporal 
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UCP1 - Uncoupling protein 1 

ZT – Zeitgeber Time 

 



 

Índice 
 

1. Introducción .......................................................................................................................... 1 

2. Objetivos ............................................................................................................................... 8 

3. Materiales y métodos ........................................................................................................... 9 

4. Resultados y discusión de los resultados  ....................................................................... 16 

5. Conclusiones .................................................................................................................... 22 

6. Referencias Bibliográficas .................................................................................................. 23 

7. Anexos ................................................................................................................................. 28 

 



1 
 

1. Introducción 
 

Obesidad 

La obesidad se ha convertido en uno de los principales problemas de salud que afectan a la 

sociedad actual. Es una enfermedad multifactorial producida tanto por factores genéticos como 

ambientales.1 La Organización Mundial de la Salud la define como “una acumulación excesiva o 

anormal de grasa que supone un riesgo para la salud”. Los cambios de alimentación y de 

conductas, como la tendencia a la ingesta de alimentos hipercalóricos con peor calidad 

nutricional y la adquisición de un estilo de vida más sedentario, han conducido a la sociedad a 

un aumento de peso. Estos factores combinados han provocado que desde 1975 la tasa de 

obesidad mundial casi se haya triplicado.2  

Así, en el año 2016, un 38.9% (1.900 millones de personas) de adultos en el mundo tenían 

sobrepeso, de los cuales 650 millones de personas (13.1% de la población mundial) presentaba 

obesidad. El 20.6% de niños de entre 5 y 9 años (131 millones de personas) presentaban 

sobrepeso en dicho año, suponiendo un 9% los niños que presentaban obesidad. El porcentaje 

de personas con sobrepeso y obesidad se mantiene relativamente estable en la adolescencia, 

siendo 17.3% (207 millones de personas) los adolescentes en el mundo con sobrepeso y 5.6% 

los adolescentes con obesidad. Con relación a los niños menores de 5 años, se estima que unos 

40 millones presentaban sobrepeso u obesidad, representando el 5.9% de la población 

comprendida en esas edades (Figura 1).3 

Figura 1. Porcentaje de individuos en el mundo que presentan sobrepeso, distribuidos por edad (2016). 
Adaptado de FOOD SECURITY AND NUTRITION IN THE WORLD THE STATE OF. Published online 2019. 
Accessed May 25, 2022. www.fao.org/publications 
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Entre los años 2000 y 2016 el porcentaje de obesidad aumentó considerablemente, llegando a 

duplicarse en niños y adolescentes. Estos datos evidencian el alarmante crecimiento de la tasa 

de obesidad y se estima que continuarán aumentando en los próximos años.3 

La obesidad conlleva una serie de riesgos de padecer patologías tales como enfermedades 

cardiovasculares, diabetes, hipercolesterolemia, enfermedades musculoesqueléticas tales 

como la artrosis, etc.2 

Tejido adiposo 

El tejido adiposo (TA) es un tejido conectivo que está compuesto principalmente por un tipo 

celular denominado adipocitos, los cuales se diferencian en 3 tipos: blancos, marrones y beige. 

Los adipocitos blancos están especializados en el almacén de grasa en forma de triacilglicéridos 

(TAG), por este motivo cuentan con una gran gota lipídica que ocupa casi todo el citoplasma. En 

periodos de demanda energética, estos TAG son hidrolizados en ácidos grasos no esterificados 

y glicerol, mediante un proceso denominado lipolisis, proveyendo de energía al organismo. Los 

adipocitos marrones tienen en su citoplasma varias gotas de grasa pequeñas y cuentan con 

numerosas mitocondrias, ya que este tipo de adipocitos está especializado en la termogénesis 

gracias a una proteína denominada UCP1 o termogenina, que le permite disipar energía 

mediante la oxidación de los ácidos grasos generando calor. Más recientemente se ha descrito 

un tercer tipo de adipocitos denominados ‘beige’, o también denominados ‘brite’ (que significa 

brown in white), el cual es un tipo celular similar a los adipocitos marrones. Como ellos, poseen 

varias gotas lipídicas y numerosas mitocondrias, y expresan la proteína termogenina, y por lo 

tanto pueden realizar termogénesis. Sin embargo, este tipo celular está localizado dentro del 

tejido adiposo blanco.4–7 Además, según su localización, los depósitos de grasa se pueden 

clasificar en tejido adiposo visceral (se encuentra asociado a los órganos internos) y tejido 

adiposo subcutáneo (se localiza bajo la piel).8 

Además de los adipocitos, el TA contiene otros tipos celulares como los preadipocitos, células 

inmunitarias como macrófagos o linfocitos, células vasculares, células endoteliales, fibroblastos 

y otros.9 

La función principal del TA es el almacenamiento de energía en forma de lípidos. Asimismo, los 

adipocitos secretan una serie de péptidos denominados adipoquinas que pueden actuar de 

manera autocrina, paracrina o endocrina y permiten al TA participar en el balance energético 

del organismo, ya sea regulando la ingesta o el gasto energético. Esta función endocrina del TA 

también se relaciona con la respuesta inmune y la función reproductiva.4,7 Otra función del TA 
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es cohesionar y mantener en su lugar a los órganos internos y protegerlos al servir como 

amortiguador mecánico y térmico.8,10 

Lipolisis 

La lipolisis, o división de los TAG en ácidos grasos no esterificados y glicerol para su posterior 

utilización como energía, consta de tres etapas, actuando enzimas específicas en cada una de 

ellas. La conversión de TAG a diacilglicéridos (DAG) está catalizada por la lipasa adipocítica de 

triacilglicéridos (ATGL), la transformación de DAG a monoacilglicéridos (MAG) la lleva a cabo la 

lipasa sensible a hormonas (HSL) y la última etapa que corresponde a la hidrolisis de MAG en 

glicerol y ácidos grasos libres la realiza la enzima monoacilglicerol lipasa (MAGL).11 

Si la proporción entre la síntesis y la hidrolisis de TAG no está equilibrada puede resultar en el 

desarrollo de obesidad en el caso de que exista una mayor síntesis de TAG que hidrólisis, o en la 

pérdida de peso en el caso contrario, es decir que haya una mayor hidrólisis de TAG que 

síntesis,12 que es lo que se espera que ocurra cuando un individuo sigue una dieta hipocalórica 

o realiza un mayor gasto energético por actividad. 

Hay numerosos factores que influyen en la actividad basal de la lipolisis, entre los que podemos 

encontrar el sexo, la genética, la edad, la actividad física, etc. y otros factores que contribuyen a 

su regulación como las catecolaminas, péptidos natriuréticos, hormonas o factores autocrinos y 

paracrinos, entre otros.13 

Se han descrito diferentes rutas para la activación de la lipolisis: dependientes de AMP cíclico 

(cAMP), dependientes de GMP cíclico (cGMP), dependientes de MAP kinasas, etc. La mayoría de 

las rutas confluyen en la formación de cAMP. El cAMP es un segundo mensajero que se une a la 

protein kinasa A (PKA), que se encuentra en su forma inactiva en el citosol, dando lugar a una 

molécula de PKA activa que a continuación fosforila a la perilipina 1 (PLIN1). Esta es una proteína 

que se encuentra en la superficie de la gota lipídica y dificulta la actuación de las enzimas 

lipolíticas, ya que obstaculiza su acceso a la superficie de la gota lipídica y secuestra a la proteína 

CGI-58, coactivador de la ATGL. La proteína G0S2 se encuentra unida a la lipasa ATGL en el 

estado basal inhibiendo su actividad. Cuando PLIN1 es fosforilada se disocia de CGI-58 y este 

último se une a ATGL, potenciando su actividad hidrolítica. Además, G0S2 también se disocia de 

ATGL incrementado aún más su actividad lipolítica. PKA también fosforila a HSL, favoreciendo 

su traslocación del citoplasma a la superficie de la gota lipídica favoreciendo el acceso a su 

sustrato (Figura 2).12–16 
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Cuando este proceso ocurre, da lugar a la movilización de TAG en el tejido adiposo y la 

consecuente pérdida de grasa, que resulta fundamental en el proceso de pérdida de peso.13 

Ritmos circadianos 

Muchos procesos biológicos presentan variaciones a lo largo del día que tienen lugar de forma 

periódica dando lugar a ciclos de aproximadamente 24 horas, que además son ritmos 

endógenos, es decir, propios de los relojes internos, y que no derivan de las actividades o de los 

cambios ambientales. A estos ritmos se les denomina ‘ritmos circadianos’. La regulación de estos 

ciclos o ritmos circadianos está llevada a cabo por los relojes circadianos, los cuales son 

mecanismos moleculares endógenos que le permiten al cuerpo, mediante una serie de 

feedbacks negativos y positivos de transcripción y traducción, realizar ciclos de 

aproximadamente 24 horas. Esto nos permite mantener los ritmos fisiológicos aunque no haya 

estímulos externos para sincronizarlos. El principal sincronizador de los ritmos circadianos son 

los ciclos de luz y oscuridad, que sincronizan el reloj central. Las horas de las comidas se 

consideran un factor sincronizador importante de los relojes periféricos presentes en órganos y 

tejidos relacionados con la alimentación, entre ellos el TA.17,18 

Figura 2. La cascada lipolítica en el estado basal y tras una estimulo pro-lipolítico. Las flechas más gruesas indican una mayor cantidad 
o actividad. ATGL, lipasa de triacilglicéridos; cAMP, AMP cíclico; CGI-58, comparative gene identification-58; FA, ácido graso; G0S2, 
G0/S2 switch protein 2; HSL, lipasa sensible a hormonas; MGL, monoacilglicerol lipasa; PKA, protein kinasa A; PLIN1, perilipina 1. De 
Chen S, Huang X. Cytosolic lipolysis in non-adipose tissues: energy provision and beyond. The FEBS Journal. Published online 2021. 
doi:10.1111/FEBS.16161 
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Estudios previos han demostrado que existen ritmos circadianos en la expresión génica y el 

metabolismo en el tejido adiposo.19–21 Nuestro grupo de investigación demostró que la HSL 

presenta un ritmo circadiano en el tejido adiposo ex vivo, es decir un ritmo de 24h endógeno, 

ya que permanece incluso fuera del organismo cuando no hay influencia del reloj central y que 

por tanto, está producido por el propio reloj del TA.22 Estudios en modelos animales han 

mostrado que la movilización de grasa del TA se asocia con la amplitud del ritmo de HSL.23 

Además, otros estudios en animales muestran que la lipolisis aumenta en la fase de reposo del 

animal.24 Sin embargo, todavía no se conoce en TA humano si existe un ritmo circadiano en la 

lipolisis, es decir, en la movilización de ácidos grasos. 

El ritmo circadiano de la HSL alcanza su máximo (acrofase) aproximadamente a medianoche. 

Además, la amplitud este ritmo presenta una correlación positiva con la duración del ayuno 

nocturno, es decir, a mayor duración del ayuno nocturno, mayor amplitud del ritmo, lo que 

supondría una mayor movilización de grasa. Por otro lado, la amplitud del ritmo de HSL en 

humanos también presenta una correlación negativa con la hora de la última ingesta, lo que 

quiere decir que los sujetos que cenaban más temprano (antes de las 22:00 h 

aproximadamente), mostraban una mayor amplitud en el ritmo de esta enzima, lo que sugiere 

una mayor movilización de grasa.22 

Los horarios de ingesta y obesidad 

Las intervenciones dietéticas son uno de los principales tratamientos en la pérdida de peso. En 

los últimos años, las terapias basadas en el cambio de hora de la ingesta, por ejemplo, adelantar 

la hora de la cena o de la comida principal del día, se han propuesto como herramientas eficaces 

para el adelgazamiento. 

Se ha observado que el horario de la ingesta es un factor que influye en el metabolismo. En un 

estudio llevado a cabo por Jakubowicz et al.25 en mujeres con sobrepeso u obesidad, los autores 

concluyeron que las personas que ingerían una mayor proporción de sus calorías diarias en el 

desayuno en comparación con aquellos que ingerían una mayor proporción de su ingesta diaria 

en la cena, perdían más peso y conseguían disminuir las concentraciones de glucosa en sangre 

y de insulina, así como de ghrelina (hormona estimuladora del hambre) con mayor eficacia. Otro 

estudio determinó que los individuos que son comedores tardíos (comen más tarde de la media 

de la población, por ejemplo, en este estudio llevado a cabo en España fue a las 15:00h 

aproximadamente) pierden menos peso durante el tratamiento de pérdida de peso que aquellos 

que son comedores tempranos (comen antes de la media). En ambos estudios tanto las calorías 
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consumidas como el ejercicio físico realizado eran similares, siendo la principal diferencia la hora 

de ingesta.26 

Una desincronización de nuestro horario de ingesta con los periodos de luz-oscuridad, 

ocasionada principalmente por una disponibilidad de alimento las 24 horas del día y el trabajo 

por turnos, puede provocar un desajuste de nuestros relojes internos (cronodisrupción), 

causando una alteración en los ritmos circadianos de numerosos procesos fisiológicos.27,28 La 

cronodisrupción, por tanto, parece estar relacionada con el desarrollo de obesidad, intolerancia 

a la glucosa, eventos cardiovasculares y diversas alteraciones metabólicas.28,29 

De esta manera podemos concluir que no solo el exceso de calorías consumidas contribuye a la 

obesidad, si no que el espacio temporal en el que se ingieren dichas calorías podría también 

estar contribuyendo al desarrollo de obesidad. 

Unido a estos conceptos aparece la idea del ayuno como un mecanismo beneficioso para la 

salud, ya que en animales de experimentación se ha observado que una restricción calórica 

severa además de reducir el peso corporal parecía alargar la esperanza de vida.30–32 Además, 

también se han descrito otros efectos como la disminución de grasa visceral, reducción de la 

glucosa en sangre, reducción de la presión sanguínea, etc.30,31 La restricción calórica también es 

capaz de inducir la autofagia, reciclando moléculas y orgánulos dañados, necesario en 

condiciones de restricción energética para poder abastecer al organismo de material necesario 

para obtener energía y generar nuevas biomoléculas.33 

Recientemente ha crecido el interés por las terapias que incluyen una restricción energética 

intermitente, en las que destacan dos categorías: ayuno intermitente y time restricted 

eating.34,35 

El ayuno intermitente consiste en periodos de ingesta ad libitum interrumpidos por periodos de 

entre 16 y 48 horas con ingesta nula o limitada. Hay varios tipos: el ayuno en días alternos, donde 

se alternan días de ayuno con días de ingesta ad libitum; el ayuno en días alternos modificado, 

en el que se alternan días con restricción calórica superior al 75% con días de ingesta ad libitum, 

o el ayuno periódico que consiste en ayunar 1 o 2 días a la semana y el resto de ingesta ad 

libitum.36,37 

La ingesta restringida en el tiempo o time restricted eating (TRE) consiste en limitar la ingesta a 

un determinado periodo del día, normalmente de 8 horas o menos, repitiendo el mismo patrón 

todos los días de la semana, reduciendo los periodos de ingesta y ajustándolos al día biológico, 

y sin necesidad de una restricción calórica, es decir, esta dieta permite una ingesta ad libitum.34,35 
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Estudios recientes sugieren que una dieta TRE podría dar lugar a una reducción del peso corporal 

sin necesidad de contar las calorías.34,38,39 La reducción de peso en parte podría deberse a que 

los participantes tienden reducir de forma involuntaria las calorías ingeridas al día tras reducir 

el periodo de ingesta.34,38 Este tipo de dieta también parece tener mejor adherencia que las 

dietas de restricción calórica ya que la cantidad de calorías a ingerir no está limitada.34,39 

Por este motivo, resulta interesante analizar los efectos de un popular tipo de intervención 

dietética como es el TRE sobre la lipolisis y dilucidar si la hora del periodo de ingesta influye en 

el proceso lipolítico en explantes de TA ex vivo.  
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2. Objetivos 
  

Para este trabajo se han planteado una serie de objetivos: 

1. Estudiar si la lipolisis presenta un ritmo circadiano en el tejido adiposo, es decir, si 

observamos variaciones a lo largo del día en la función lipolítica ex vivo en explantes 

de tejido adiposo. 

2. Analizar si el grado de lipolisis durante las 24 horas del día aumenta cuando se 

simula un ayuno completo (24 horas de ayuno) con respecto al control, que simula 

la ingesta habitual de un individuo en la que se come durante el día (16h) y se ayuna 

mientras se duerme (8h). 

3. Determinar si en una simulación de TRE en tejido adiposo en cultivo ocurren 

cambios en el grado de lipolisis en función del horario de ingesta, si esta se hace por 

la mañana y se ayuna el resto del día o si se hace por la tarde-noche y se ayuna el 

resto del día. 

 

La hipótesis que se propone con respecto al objetivo 1, basándonos en la evidencia previa, es 

que la lipolisis presenta un ritmo circadiano, alcanzando su máximo (acrofase) por la noche. La 

hipótesis 2 es que la lipolisis es mayor en un ayuno completo respecto al control. La hipótesis 3 

es que, al comparar las condiciones de TRE entre ellas y con el control, la ingesta por la mañana 

será la que presente un grado de lipolisis más alto.  
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3. Materiales y métodos 
 

Participantes 

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

años y un índice de masa corporal (IMC) de 40 ± 2 que fueron intervenidos mediante una cirugía 

de bypass gástrico por laparoscopia en el Hospital Quirónsalud (Murcia, España). Las 

características de la población se encuentran representadas en la Tabla 1. 

 

 Población total (n = 10) 

Características Media SEM 

Edad (años) 41 4 

IMC (kg/m2) 38 2 

Antropometría   

Circunferencia de la cadera (cm) 130 3 

Índice Cintura-Cadera (ICC) 0,88 0,02 

Diámetro abdominal sagital (DAS) (cm) 43 1 

Diámetro coronal (DC) (cm) 29 2 

Síndrome metabólico (MetS)   

Circunferencia de la cintura (cm) 114 5 

Glucosa (mg/dl) 119,33 16,57 

Presión arterial sistólica (mmHg) 112 5 

Presión arterial diastólica (mmHg) 79 7 

Sueño   

Comienzo del sueño (hh:mm) 0:09 0:47 

Final del sueño (hh:mm) 8:07 0:58 

Duración del sueño (hh:mm) 7:58 0:31 

Hora de ingesta   

Hora del desayuno (hh:mm) 8:25 0:30 

Hora de la comida (hh:mm) 14:40 0:20 

Hora de la cena (hh:mm) 20:47 0:14 

Tabla 1. Características generales de los participantes y sus hábitos de vida. Los datos están representados como 
media + SEM. 
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En el mismo día de la cirugía se obtuvieron las medidas antropométricas de los sujetos. El peso 

y la grasa corporal (%) se obtuvo mediante impedancia bioeléctrica empleando un equipo 

TANITA MC-580 (Tanita Corporation of America, EEUU). La altura se midió usando un 

estadiómetro digital Harpenden (escala 0.7-2.05) con el sujeto de pie y la cabeza en el plano de 

Frankfurt. A partir de estos datos se obtuvo el Índice de Masa Corporal (IMC) según la fórmula: 

peso corporal (kg)/altura2 (m2). La distribución de la grasa corporal se determinó según el Índice 

Cintura-Cadera (ICC) tras medir la circunferencia de la cintura a la altura del ombligo y la 

circunferencia de la cadera como la circunferencia más grande medida sobre el trocánter mayor. 

El consentimiento informado escrito se obtuvo siguiendo la Declaración de Helsinki, que recoge 

los principios para la experimentación médica en humanos, y fueron aprobados por el Comité 

de Ética de Investigación de la Universidad de Murcia (Murcia, España). 

Estilo de vida 

El mismo día de la cirugía se realizan varios cuestionarios a los participantes, los cuales incluyen 

diversas preguntas relacionadas con su hora habitual de irse a la cama, la hora a la que se 

duermen y se despiertan, y la hora de las tres comidas principales del día (desayuno, merienda 

y cena). 

Procedimiento experimental 

Tras la cirugía, la cual tiene lugar por la tarde, las biopsias de TA subcutáneo se colocan en una 

duquesita con Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) sin rojo fenol con 4.5 g/l de glucosa 

(D1145; GIBCO, EEUU), suplementado con 10% suero bovino fetal (SBF) (10270-106; GIBCO, 

EEUU), una mezcla de penicilina-estreptomicina (P0781; Sigma-Aldrich, EEUU) y glutamina 

(G7513; Sigma-Aldrich, EEUU) (PSG) y piruvato (S8736; Sigma-Aldrich, EEUU). En adelante nos 

referiremos a este medio como medio feeding, el cual se va a emplear en los periodos de ingesta. 

El tejido es trasladado inmediatamente al laboratorio donde se limpia, eliminando los vasos 

sanguíneos y el cartílago, y se lava en PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; L0615; 

Biowest, Francia). A continuación, se corta en pequeñas porciones de diámetro aproximado de 

1 mm a los que llamaremos explantes. En una báscula digital se pesan 400 mg de explantes. En 

una placa de 12 pocillos se colocan 400 mg en cada pocillo hasta rellenar un total 4 pocillos, 

correspondientes a cada condición (‘Control’, ‘AM’, ‘PM’ y ‘fasting’), tal y como se representa 

en la Figura 3. A estos pocillos se les añade 500 µl de medio feeding. 
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Este procedimiento se repite hasta obtener 7 

placas iguales.  

Zeitgeber es un término alemán que se 

refiere a una señal o estímulo capaz de 

sincronizar de los ritmos circadianos. 

Zeitgeber time es una medida de tiempo de 

los ciclos de 24 horas, siendo el ZT0 el inicio 

del ciclo que coincide con alguna señal 

sincronizadora.40,41 En este caso, el ZT0 

establecido sería la hora a la que se añade el 

medio feeding tras un ayuno nocturno en la 

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

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

de tiempo o Zeitgeber time (ZTs), en intervalos de 4 horas durante las 24 horas posteriores: ZT0 

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

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

Las 7 placas se colocan en un incubador a 37ºC y 7.5% CO2. A las 00:00h se cambia el medio por 

DMEM sin rojo fenol ni glucosa, suplementado con PSG, que en adelante llamaremos medio 

fasting, que será el medio en el cual se encontrarán los explantes durante los periodos de ayuno, 

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

En el Día 1 comienzan los tratamientos descritos a continuación y se aplican a las 7 placas 

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

A las 06:00h se cambia el medio fasting por medio de sincronización, compuesto por DMEM sin 

glucosa ni rojo fenol (A1443001, GIBCO, EEUU) suplementado con PSG al que se adiciona 1 µM 

de dexametasona (D4902, Sigma-Aldrich, EEUU), la cual se emplea para sincronizar los relojes 

circadianos de todos los explantes.42,43 Tras 1 hora de incubación el medio de sincronización es 

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

Además, tal y como se ha representado en la Figura 3, en cada placa se simulan las diferentes 

condiciones que se pretenden estudiar (cada protocolo descrito a continuación se repite dos 

días, para que haya más de un día de tratamiento agudo y aseguremos que las muestras que 

recogemos realmente plasman el efecto del tratamiento): 

Figura 3. Esquema representativo de las 7 placas de 12 pocillos en las que 
se lleva a cabo el cultivo de los explantes. 
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• Control: simula una ingesta continua de 8:00h a 00:00h y un ayuno nocturno de 8 horas, 

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

día (Figura 4). 

 

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

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

Figura 5. Esquema del protocolo del patrón de ayuno-ingesta y de la recogida de muestras seguido en la condición 
AM. 

Figura 4. Esquema del protocolo del patrón de ayuno-ingesta y de la recogida de muestras seguido en la condición 
control. 
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• PM: simula una dieta TRE 20:4, cuya ventana de ingesta se sitúa de 16:00h a 20:00h 

(Figura 6). 

 

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

ingesta (Figura 7). 

 

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

Figura 7. Esquema del protocolo del patrón de ayuno-ingesta y de la recogida de muestras seguido en la condición 
fasting. 
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Una vez finaliza el ayuno nocturno al que están sometidas las cuatro condiciones, a las 08:00h 

se cambia el medio de las condiciones control y AM por medio feeding para iniciar sus 

respectivos periodos de ingesta. A las 12:00h se cambia el medio de la condición AM por medio 

fasting, ya que a esta hora finaliza su ingesta, y se refresca el medio de la condición control. A 

las 16:00h se cambia el medio de la condición PM por medio feeding, iniciando sus 4 horas de 

ingesta, y se refresca de nuevo el medio de la condición control. A las 20:00h se cambia el medio 

de la condición PM por medio fasting y se refresca el medio de la condición control. A las 00:00h 

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

En el Día 2 se cambia el medio de cultivo siguiendo el mismo patrón de ingesta-ayuno. En este 

día, cada 4 horas, es decir, en cada ZT, se introduce el TA de cada pocillo en un criotubo, que 

son inmediatamente sumergidos en nitrógeno líquido para detener los procesos celulares, y el 

medio de cultivo se recoge en eppendorfs, y se almacenan ambos a -80ºC para su posterior 

análisis. 

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

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

Medio Descripción 

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

SBF + PSG + piruvato 

Medio fasting DMEM sin rojo fenol + PSG 

Medio sincronización DMEM sin rojo fenol + PSG + 1 µM 

dexametasona 

 

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

bioseguridad tipo 2 y en condiciones estériles. 

Determinación de glicerol liberado 

Para cuantificar la lipolisis se va a analizar la cantidad de glicerol liberado al medio de cultivo, 

puesto que este es uno de los productos finales de la lipolisis. El glicerol apenas es reutilizado 

por el TA, así que su detección es una estimación fiable de la actividad lipolítica.44 La 

determinación de glicerol en el medio se llevó a cabo mediante un ensayo de fluorescencia 

descrito en la sección Anexos. La fluorescencia se determinó empleando un lector de placas 

(CLARIOstar Plus, BMG LABTECH, Alemania) a las longitudes de onda excitación/emisión de 

530/590 nm.  
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Análisis estadístico 

Para determinar la existencia de un ritmo circadiano en la liberación de glicerol se empleó el 

software CircWave (v1.4, desarrollado por R.A. Hut; https://www.euclock.org) para realizar un 

análisis cosinor, que ajusta los datos introducidos a una onda sinusoidal. Cuando los valores 

reales de glicerol se acercan a la curva de cosinor, se considera que el ritmo es significativo (P < 

0.05) 

Para el resto de los análisis estadísticos descritos a continuación, así como para la representación 

gráfica de los datos se empleó el software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad, EEUU). 

Para determinar las diferencias en el grado de lipolisis de las 24 horas del día entre las diferentes 

condiciones se calculó el área bajo la curva (AUC) de glicerol liberado. Para contrastar si la 

distribución de los datos sigue un patrón de normalidad se realizó una prueba de Shapiro-Wilk. 

Como el valor P fue >0.05, se consideró que los datos siguieron un patrón normal. La 

homogeneidad de las varianzas se determinó mediante una prueba de Bartlett. Al ser las 

varianzas homogéneas, los datos se analizaron empleando un ANOVA de un factor, en caso de 

significancia se empleó una prueba de Bonferroni para evaluar diferencias entre las distintas 

condiciones.  

Se consideró estadísticamente significativo un P-valor inferior a 0.05. Todos los datos están 

expresados como media ± error estándar de la media (SEM). 

Contribución personal al proyecto 

Con respecto a mi aportación a este proyecto, he colaborado en el diseño del procedimiento 

experimental de este estudio. También he participado en la fase experimental, realizando el 

cultivo del tejido. Los ensayos de fluorescencia han sido realizados por mí, así como el posterior 

tratamiento de los datos y análisis estadístico.  

https://www.euclock.org/
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4. Resultados y discusión de los resultados  
 

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

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

tejido adiposo subcutáneo humano en las condiciones control, AM y PM. 

 

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

valor más alto) tiene lugar a las 07:23h. 

Figura 8. Cambios en la actividad lipolítica a lo largo del día en TA subcutáneo (expresado como µM de glicerol 
liberado al medio por cada mg de tejido) en la población total (n = 10) en A) condición control, B) condición AM, C) 
condición PM y D) condición fasting. El tiempo está representado en Zeitgeber Time (ZT) en el eje X inferior, y como 
hora del día en el eje X superior. Los datos están representados por los puntos negros con barras de error y la línea 
continua representa la curva sinusoidal ajustada generada por el software CircWave. Los datos están expresados 
como media ± SEM. 
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En modelos animales alimentados ad libitum se ha observado in vivo la presencia de variaciones 

a lo largo del día en la concentración de glicerol y ácidos grasos no esterificados, lo que sugiere 

la existencia de un ritmo circadiano en la actividad lipolítica. Estas concentraciones eran 

superiores durante el periodo de sueño al compararlas con aquellas concentraciones 

determinadas durante el periodo de actividad donde tiene lugar la ingesta,23,45 asemejándose al 

ritmo que nosotros hemos determinado en la condición control. 

Los datos obtenidos reproducen el ritmo circadiano observado in vivo en humanos en 

condiciones de ingesta y sueño normales. Este estudio halló un ritmo circadiano en la liberación 

de glicerol en el tejido adiposo subcutáneo (medido mediante microdiálisis), el cual comenzaba 

a aumentar sobre las 20:00h y experimentaba un descenso a las 08:00h cuando tenía lugar la 

primera ingesta.46 Estos resultados coinciden con el ritmo que nosotros hemos observado en la 

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

Al analizar los ritmos circadianos en el resto de condiciones encontramos que tanto el AM (P = 

0.0001; Figura 8B) como el PM (P = 0.001; Figura 8C) mantienen un ritmo aunque en diferente 

fase. La acrofase de la condición AM se encuentra a las 04:01h, mientras que la acrofase de la 

condición PM se localiza a las 11:36h. 

Por el contrario, los datos de la condición fasting (Figura 8D) no se ajustaron a una curva 

sinusoidal indicando que no presentaba ningún ritmo. Esto podría indicar que el ritmo 

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

Un estudio previo observó que, en hígado de ratones, la mayoría de los transcritos que bajo una 

ingesta ad libitum o un ayuno restringido presentaban un patrón de expresión circadiano, 

cesaban esta expresión rítmica durante un ayuno prolongado.47 Estos resultados podrían indicar 

que un ayuno prolongado tiene consecuencias a nivel celular que pueden afectar a los relojes 

circadianos, siendo esta una posible explicación a por qué la condición fasting es la única que no 

muestra un ritmo circadiano.  

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

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

condiciones. 

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

condiciones, por lo que sería la que menos lipolisis realiza a lo largo de las 24 horas.  
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En la condición AM, que se refiere a aquella condición que simula la ingesta de 8:00h a 12:00h, 

se observa un marcado descenso del glicerol liberado durante la ingesta (entre ZT0 y ZT4), 

indicando una inhibición de la lipolisis, ya que esta se reduce en la ingesta al tener disponible la 

glucosa como fuente de energía, y progresivamente va aumentando conforme aumentan las 

horas que está en ayuno. 

De la misma manera, en la condición PM, que se refiere a aquella condición que simula la ingesta 

de 16:00h a 20:00h, se observa de igual forma un marcado descenso del glicerol liberado 

durante la ingesta (entre ZT8 y ZT12) que progresivamente va aumentando tras comenzar el 

ayuno. 

Por último, en la condición fasting, que realiza 24 horas de ayuno continuado, la lipolisis 

presenta valores más elevados que el resto de las condiciones, los cuales se mantienen 

relativamente estables durante las 24 horas, como era de esperar dentro de una situación en la 

que no hay sustrato energético y el TA debe aportar este sustrato mediante la movilización de 

grasa.  

 

Figura 9. Evolución de la lipolisis a lo largo de 24 horas en los cuatro grupos de tratamiento (n = 10). 
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Durante el ayuno, los lípidos se convierten en la principal fuente de energía, ya que son la mayor 

reserva de energía del organismo gracias a su eficiencia energética. Tras la ingesta, la glucosa es 

utilizada por el organismo como fuente de energía, mientras que la grasa se almacena en el 

tejido adiposo. Una vez que los carbohidratos se agotan, el organismo emplea la grasa 

almacenada en forma de TAG en el TA, donde los ácidos grasos y el glicerol liberados gracias a 

la lipolisis servirán para proporcionar al organismo una fuente de energía.7,48,49 Este cambio en 

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

lipolítica que se observan en las curvas de las cuatro condiciones, pudiendo ser una explicación 

al aumento de la lipolisis en las condiciones que simulan una dieta TRE. 

4.3. Comparativa en el grado de lipolisis entre las diferentes condiciones 

Para determinar el grado de lipolisis durante 24 horas en las diferentes condiciones se calculó el 

área bajo la curva, y nuestros resultados del ANOVA muestran diferencias significativas entre la 

condición fasting y todas las demás condiciones, siendo la primera significativamente mayor. 

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

La condición fasting, tal y como se espera, aumenta de manera significativa el total de glicerol 

liberado durante 24 horas, frente a la condición control (P < 0.0001; Figura 10). Por lo que un 

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

Figura 10. Análisis del área bajo la curva del glicerol liberado durante 24 horas en las cuatro condiciones (n=10). 
*P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. Datos representados como media ± SEM. 
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En el TA, el estado nutricional influye en la expresión de ciertos factores que promueven o 

inhiben la lipolisis. Según un estudio de Nielsen et al. llevado a cabo en humanos, un ayuno 

prolongado incrementa la cantidad de la lipasa adipocítica de triacilglicéridos o ATGL presente 

en explantes de tejido adiposo.50 La fosfolipasa A2 específica de adipocitos (AdPLA) es una 

enzima que cataliza la hidrolisis de fosfolípidos y que ha mostrado capacidad para inhibir la 

lipolisis. La expresión de AdPLA es inducida tras la ingesta, siendo otra posible ruta para la 

regulación de la lipolisis según el estado nutricional.51 

Concordando con que la condición control, que es la condición con una ingesta continuada a lo 

largo del día, realiza menos lipolisis que el resto, mientras que la condición fasting, que realiza 

un ayuno continuo, presenta más actividad lipolítica que el resto.  

Al analizar qué tratamiento TRE favorece más la lipolisis, hallamos que únicamente la condición 

AM mostró diferencias significativas con el control (P = 0.0364), lo que significaría una mayor 

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

Esto quiere decir que, al menos ex vivo, parece que realizar una dieta TRE en la que las 4 horas 

de ingesta se sitúan por la mañana favorece la lipolisis de forma significativa respecto a una 

ingesta continuada durante el día, lo que in vivo se traduciría en una mayor movilización de grasa 

corporal, que resulta esencial para combatir la obesidad.  

Las dietas TRE parecen tener efectos beneficiosos en la salud cardiometabólica gracias al 

establecimiento de un horario fijo de ingesta, favoreciendo un ritmo circadiano más robusto.52,53 

Establecer un horario de ingesta parece sincronizar y aumentar la amplitud de muchos genes 

controlados por los relojes periféricos, dando lugar a que los procesos metabólicos que 

controlan tengan lugar en el momento apropiado del ciclo de ayuno-ingesta52.  

El tratamiento AM en particular parece ser más efectivo que el tratamiento PM en términos de 

actividad lipolítica tras compararlos con el control, resaltando la importancia de la hora de la 

ingesta. Esto parece sugerir que la eficacia de las dietas TRE también depende de la hora a la 

que se fija el periodo de ingesta.  

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

circadianos en muchos procesos biológicos. El metabolismo parece estar más adaptado a una 

ingesta temprana, ya que, por ejemplo, la sensibilidad a la insulina o el efecto termogénico de 

los alimentos están aumentados por la mañana.54,55 Adelantar la hora de ingesta ha demostrado 

en otros estudios ser más ventajoso en relación a la pérdida de peso y otras alteraciones 
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metabólicas que una ingesta más tardía.25,26,56 Estos resultados sugieren que combinar una dieta 

TRE con una ingesta temprana podría tener un efecto sinérgico en cuanto a sus respectivos 

beneficios. 

4.4. Limitaciones 

Una limitación de este estudio es el bajo número de participantes (n = 10) que aporta una baja 

significancia estadística. Además, los participantes eran individuos con obesidad y, por ende, es 

posible que estos resultados no puedan ser aplicados directamente a la población general. Otra 

limitación es que el estudio está llevado a cabo en TA ex vivo, por tanto, se precisa realizar 

estudios intervencionales in vivo para determinar el impacto real de estos tratamientos en 

personas, ya que hay otros factores, como el sistema nervioso o el endocrino, que intervienen 

en la lipolisis.13 Los hábitos dietéticos del sujeto antes de la cirugía, las condiciones del cultivo y 

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

Es importante que en un futuro se realicen intervenciones in vivo para comprobar si una dieta 

TRE permite combatir la obesidad sin limitar las calorías diarias, gracias a la alineación del 

periodo de ingesta con los ciclos de luz-oscuridad, que son el principal sincronizador del reloj 

circadiano central.28 
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5. Conclusiones  
 

En este proyecto hemos observado un patrón rítmico en la actividad lipolítica en explantes de 

TA humano en la condición control y ambas condiciones de TRE pero que no se ha podido 

replicar en una condición de ayuno continuo. Los resultados obtenidos sugieren que limitar la 

ingesta a un periodo de 4 horas por la mañana y ayunar el resto aumenta la lipolisis ex vivo, 

respecto a una alimentación clásica con ingesta durante todo el periodo de vigilia y ayuno 

durante el sueño, destacando el papel tanto del ayuno, aumentando la movilización de TAG, 

como de la hora de la ingesta, sincronizando los relojes circadianos y alineando la ingesta con 

los relojes circadianos, en las terapias de pérdida de peso 

Estos resultados realzan el posible uso de TRE como terapia contra la obesidad en humanos, 

pudiendo así acercarse más al objetivo final que sería trasladarlo en un futuro a la práctica 

clínica, tratándose de una novedosa intervención no farmacológica como tratamiento de la 

obesidad y enfermedades metabólicas asociadas.   
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7. Anexos 
 

Cuantificación de la lipolisis 

La medición de la liberación de glicerol al medio de cultivo se lleva a cabo en un ensayo de 

fluorescencia siguiendo el protocolo descrito a continuación que ha sido adaptado por mí para 

introducir esta metodología en la condición de investigación. 

Reactivos 

-Free Glycerol Reagent (Sigma) 

-Amplex® UltraRed Reagent (Invitrogen) 

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

Procedimiento 

1. Preparar diluciones seriadas de glicerol para realizar una curva estándar empleando el 

medio de cultivo correspondiente donde se ha realizado el ensayo de lipolisis, es decir 

el mismo medio en el que se hallaban el tejido/células, y Glycerol standard solution (0.26 

mg/ml; 2823 μM). En eppendorfs de 1.5 ml realizar las diluciones según la siguiente 

tabla. 

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

Amplex UltraRed solution añadiendo 340 μl de DMSO. 

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

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

4. Pipetear 20 μl de la curva estándar de glicerol o de la muestra en sus correspondientes 

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

5. Añadir 100 μl de la mezcla de Free Glycerol-Amplex UltraRed a cada pocillo. 
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6. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

7. Leer fluorescencia en un fluorímetro a las longitudes de onda Ex/Em 530/590 nm. 

8. Calcular la concentración de glicerol de acuerdo con la curva estándar. 

9. Determinar el glicerol liberado por miligramo de tejido empleando la siguiente fórmula: 

(μM de glicerol) / mg de TA = μM/mg TA 


