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RESUMEN

El ayuno intermitente es un protocolo nutricional utilizado en con el objetivo de mejorar
la salud metabdlica, y prevenir obesidad, diabetes, envejecimiento prematuro y
enfermedad vascular. El ayuno intermitente consiste en alternar periodos de ayuno de
16 a 48 h, con periodos de alimentacién normal en forma recurrente, esto provoca una
adaptacion fisiologica para lidiar con el reto energético de aumentar la duracion y
frecuencia del ayuno. Esta adaptacion fisiolégica mejora de la resiliencia y tolerancia
del sistema, incrementando su capacidad para contender con agentes estresores en
el futuro, lo que lo hace una alternativa para tratamiento y prevencion de
enfermedades. A pesar del reciente interés académico en esta maniobra nutricional,
existen pocos informes sobre adaptaciones en las redes metabdlicas relacionadas por
efecto del ayuno intermitente. En este proyecto, se caracterizé en ratas, la adaptacion
metabdlica gluconeogénica en ayuno intermitente de 10 dias. Se usaron 5 grupos:
acceso libre al alimento o ad libitum, ayuno y realimentacién de una ocasién (agudo),
y ayuno intermitente de 10 dias en condicién de alimentacién y ayuno. Los resultados
indicaron que el peso corporal en ayuno intermitente no mostré ninguna ganancia
después del tiempo de tratamiento debido a un menor consumo calérico. La relacion
peso del higado / peso corporal fue mayor en condiciones de alimentacion que en
ayuno. No se observaron cambios en el contenido de agua en el tejido hepatico. La
cuantificacion de la enzima gluconeogénica, glucosa-6-fosfatasa, mostré que el ayuno
intermitente promovidé una reduccidon mas acentuada en el grupo de realimentacion.
Por el contrario, no se observaron diferencias claras en la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. En el caso del valor de glucosa circulante es mas
alto en las ratas con ayuno intermitente sin acceso a alimento, en comparacién con el
ayuno agudo; en contraste, los niveles de glucégeno fueron mas bajos en este grupo
experimental. El nivel glucémico y el contenido de glucégeno fueron similares después
de la realimentacion. En conclusién, nuestros datos mostraron que el ayuno
intermitente provocd respuestas metabdlicas diferentes en comparacion con las
respuestas que se muestran en el ciclo agudo de ayuno-realimentacion; estos efectos
podrian considerarse como adaptaciones horméticas asociadas a los protocolos de

ayuno intermitente.



SUMMARY

Intermittent fasting is a nutritional protocol used in order to improve metabolic health,
and prevent obesity, diabetes, premature aging, and vascular disease. Intermittent
fasting consists of alternating periods of fasting from 16 to 48 hours, with periods of
normal feeding on a recurring basis, this causes a physiological adaptation to deal with
the energy challenge of increasing the duration and frequency of fasting. This
physiological adaptation improves the resilience and tolerance of the system,
increasing its ability to contend with stressors in the future, making it an alternative for
treatment and prevention of diseases. Despite recent academic interest in this
nutritional maneuver, there are few reports on adaptations in related metabolic
networks caused by intermittent fasting. In this project, the 10-day intermittent fasting
gluconeogenic metabolic adaptation was characterized in rats. Five groups were used:
free food access or ad libitum, acute fasting and acute refeeding, and intermittent
fasting of 10 days fed and fasted. The results indicated that intermittent fasting body
weight did not show any gain after treatment time due to lower caloric intake. The ratio
of liver weight/ body weight was higher in fed than in fasting conditions. No changes in
water content were observed in liver tissue. The quantification of the gluconeogenic
enzyme, glucose-6-phosphatase, showed that intermittent fasting promoted a more
pronounced reduction in the feedback group. On the contrary, no clear differences
were observed in the activity of phosphoenolpyruvate carboxykinase. The circulating
glucose value is higher in rats with intermittent fasting without access to food,
compared to acute fasting; in contrast, glycogen levels were lower in this experimental
group. The glycemic level and glycogen content were similar in fed conditions (acute
and intermittent fasting). In conclusion, our data showed that intermittent fasting
caused different metabolic responses compared to the responses shown in the acute
fasting-feedback cycle. These effects could be considered as hormetic adaptations

associated with intermittent fasting protocols.
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Introduccién

Los ciclos de alimentacion y ayuno suceden todo el tiempo, y los organismos han
desarrollado mecanismos para contender con demandas metabdlicas y mantener la
homeostasis durante ambos estados. Estos mecanismos son el resultado de
senalizacion endocrina de dos importantes hormonas: la insulina y el glucagon (Voet
et al., 2016).

La sefalizacion de la insulina y glucagdn resultan en cambios dinamicos en las redes
metabdlicas que permiten que estas se “apaguen” o “enciendan”, con el fin de que
exista la correcta homeostasis segun el estado de alimentacion o el ayuno. Estos
cambios dinamicos permiten la optimizacion de los recursos energéticos durante la
alimentacién o el ayuno; lo que se le conoce como flexibilidad metabdlica (Smith
et al., 2018).

Cuando el organismo no es capaz de optimizar los recursos energéticos y que ocurran
cambios dinamicos en las redes metabdlicas, se habla de un estado de inflexibilidad
metabdlica, que resulta en estados patolégicos como la resistencia a la insulina,
estrés oxidativo, desregulacién de lipidos, inflamacién de bajo grado, que
posteriormente se pueden complicar y causar diabetes tipo 2, obesidad,
envejecimiento prematuro, o enfermedad cardiovascular (Nunn et al., 2009; Rohm et
al., 2018; van den Brink et al., 2019).

Se sabe que la flexibilidad metabdlica puede modificarse por la composicién de
nutrientes en la dieta, la actividad fisica, los ritmos circadianos, la frecuencia y
duracion del periodo de ayuno, por lo que estos parametros se estan usando como
estrategias no farmacolégicas para aumentar la flexibilidad metabdlica durante
estados patoldgicos o prevencion durante la salud (Baumeier et al., 2015; Smith et al.,
2018).

La produccion hepatica de glucosa es una via metabdlica importante para mantener
la homeostasis durante el ayuno, gracias a ella se mantienen los niveles de glucosa
circulante debido a la hidrdlisis de glucogeno y gluconeogénesis (Petersen et al.,
2017). En nuestro grupo de trabajo se han caracterizado en ratas los cambios
transcripcionales, hormonales, nivel de proteina y actividad enzimatica en la
gluconeogénesis durante un protocolo nutricional que modifica los ritmos circadianos

y el comportamiento metabdlico de la via en comparacion con condiciones ad libitum.
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En este proyecto se busco caracterizar los cambios de la gluconeogénesis en los
niveles transcripcional, protéico y actividad enzimatica de las proteinas clave de la via
durante un protocolo que usa como variable la frecuencia y duracion del periodo de
ayuno para modificar la flexibilidad metabdlica, alternando periodos de 24 h de
alimentacion y 24 h de ayuno durante 10 dias, a lo que también se le conoce como

ayuno intermitente.

Los resultados indican que existe una adaptacién en los mecanismos de flexibilidad
metabdlica, y que la tasa de gluconeogénesis después del ayuno intermitente es
menor que en ayuno agudo, a pesar de que los valores de glucosa y glucoégeno son

mayores que para ayuno agudo.
Antecedentes

Todos los animales alternan periodos de ayuno y alimentacion, por lo que es
importante mencionar que el ayuno no siempre conlleva una condicion hipocaldrica,
sino una conducta normal de los organismos. El ayuno es definido por Buono y Longo
(2018) como la falta de ingesta de alimento y bebidas caldricas por periodos de 12 h
a 3 semanas. Ante la falta de la ingesta de alimento, la homeostasis se mantiene a
través de recursos energéticos enddégenos, y la regulacion fisioléogica cambiara
dependiendo la duracién del ayuno para optimizar la activacién de vias metabdlicas y
el uso de sustratos energéticos como el glucégeno o acidos grasos, con el fin de

conservar la homeostasis (Secor y Carey, 2016).

La respuesta fisiologica diferencial esta en funcion de la duracion del ayuno, y se
puede catalogar en 3 fases. El tiempo que abarca desde que termina la alimentacién
hasta que se agotan las reservas de glucdégeno (de 12 a 16 h) es la fase 1 del ayuno
(Kerndt et al., 1982; Secor y Carey, 2016). La homeostasis energética durante este
periodo depende de la produccion y liberacién hepatica de glucosa, esto incluye la
hidrdlisis de glucogeno y la gluconeogénesis (Secor y Carey, 2016; Petersen et al.,
2017). Después de que las reservas de glucégeno se acaban, comienza la fase 2 que
puede durar puede durar hasta 10 dias (Kerndt et al., 1982). Durante esta fase se
optimiza el uso de sustratos energéticos, al aumentar la tasa de gluconeogénesis,

lipdlisis y cetogénesis (Secor y Carey, 2016).
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Finalmente, la fase 3 del ayuno precede a un estado de inanicién, y se caracteriza por
el incremento del catabolismo de aminoacidos usados en la gluconeogénesis, y la

disminucion de la oxidacion de lipidos y cuerpos ceténicos (Secor y Carey, 2016).

Los cambios fisiologicos observados durante las fases del ayuno ocurren a través de
mensajes endocrinos. Las dos principales hormonas de la alimentacion y el ayuno son
la insulina y el glucagon, respectivamente; estas tienen una funcion antagdnica y
ambas convergen a nivel de regulacion transcripcional en enzimas clave para modular
la produccion hepatica de glucosa y mantener la homeostasis (Secor y Carey, 2016;
Gastaldelli et al., 2017; Hatting et al., 2017).

La glucosa es la fuente de energia metabdlica para las células, a través de su
degradacion durante la glucdlisis. Después de consumir alimento, la insulina se eleva
por la alta concentracién de glucosa circulante, y da la sefal para promover el
almacenamiento de energia en forma de glucogeno y triglicéridos, que después seran

aprovechados durante el ayuno (Voet et al., 2016).

En el higado, la insulina bloquea la gluconeogénesis inhibiendo la transcripcion de
genes de las enzimas gluconeogénicas fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK),
fructosa-1,6-bifosfatasa (F16B), y glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa); y estimula la
transcripcion de enzimas glucoliticas (Noguchi et al., 2013; Voet et al., 2016; Petersen
et al., 2017).

Ahora bien, el glucagén regula las funciones contrarias de la insulina cuando la
concentracion de glucosa disminuye, lo que provocara un aumento en la tasa de
gluconeogénesis e hidrdlisis de glucégeno (Secor and Carey, 2016; Goldstein y Hager,
2018). El glucogeno es un recurso energético finito, una vez que se agoten sus
reservas, la liberacion de glucosa hepatica dependera de la producciéon de novo a
partir de sustratos como piruvato, lactato, glicerol, alanina, glutamina u otros
aminoacidos e intermediarios del ciclo del acido citrico, gracias a la gluconeogénesis
(Hatting et al., 2017).

La gluconeogénesis esta altamente regulada por diversos mecanismos, que permiten
optimizar la tasa y la direccion de las reacciones metabdlicas (Noguchi et al., 2013;
Petersen et al., 2017) porque en ciclos de ayuno y alimentacién, la gluconeogénesis
tiene un comportamiento dinamico de supresion y activacion respectivamente (Diaz-
Mufoz et al., 2010; Noguchi et al., 2013; Secor y Carey, 2016).
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Dentro del dinamismo del metabolismo existe la intercomunicacion constante en
diferentes puntos de las vias, y ademas, algunos metabolitos pueden ser reguladores
alostéricos de enzimas en otras vias (Petersen et al., 2017). En la gluconeogénesis,
el aumento de la concentracion de los sustratos piruvato y oxoalacetato provenientes
del ciclo del acido citrico, el glicerol derivado de la lipdlisis, y el lactato originado del

ciclo de cori favorecera la direccion para formar glucosa (Petersen et al., 2017).

La activacion alostérica de las enzimas gluconeogénicas, e inhibicion alostérica de
enzimas glucoliticas son formas de asegurar la formacién de glucosa en un estado de
ayuno. Un ejemplo es el incremento de acetil coenzima A (por una alta tasa oxidacion
de lipidos) que activa alostericamente la piruvato carboxilasa, aumentando la
concentracion de oxaloacetato y favoreciendo la gluconeogénesis (Petersen et al.,
2017).

Otros mecanismos de regulaciéon de la gluconeogénesis son las modificaciones
postraduccionales que regulan a las enzimas de la via, a través de fosforilaciones o

acetilaciones, y por el balance redox (Petersen et al., 2017; Latorre-Muro et al., 2018).

Los puntos de convergencia de la gluconeogénesis con otras vias ocurren con la
sintesis de glucégeno con la glucosa-6-fosfato, con la via de las pentosas fosfato,
principalmente con la fructosa-6-fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato (G3P), y el
metabolismo de lipidos con la acetil coenzima A, el G3P, y el acido malico que se

transforma en piruvato (Kalogiannis et al., 2014).

A pesar de que los sustratos de la gluconeogénesis puedan entrar en varios puntos
de la via, para su estudio conviene marcar el comienzo de la gluconeogénesis con la
conversién del piruvato a oxalacetato por carboxilacién en la mitocondria, esta
reaccion es estimulada por altos niveles de acetil-CoA, e inhibida por altos niveles de
adenosin difosfato (ADP) y glucosa (Adeva-Andany et al.,, 2016), como se puede
apreciar en la Figura 1. Después, el oxalacetato sale al citoplasma y es
descarboxilado, y fosforilado para formar fosfoenolpiruvato por accién de PEPCK
(Hatting et al., 2017). Luego de varios pasos de glucdlisis reversa, la FBP convierte a
la fructosa-1,6-bifosfato en F6P. Enseguida la F6P es transformada a G6P por la
enzima fosfoglucoisomerasa. La G6P puede ser desfosforilada por glucosa-6-

fosfatasa (G6Pasa) para formar glucosa libre (Figura 1). (Hatting et al., 2017; Pérez-
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Mendoza et al., 2014; Van Schaftingen y Gerin, 2002).
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Figura 1 Glicolisis y gluconeogénesis (Voet et al., 2016)

Todas las sefales endocrinas y celulares son dinamicas y tienen como objetivo
adaptar eficientemente el metabolismo a través de procesos de almacenamiento,
trafico y uso de sustratos (Smith et al., 2018; Tareen et al., 2018). El conjunto de estos
procesos y sefiales, se conocen como flexibilidad metabdlica, y permite percibir
si hay un exceso calérico o una demanda de energia alta, para que el organismo

pueda contender con estos factores ambientales de forma 6ptima (Smith et al., 2018).
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Los procesos de flexibilidad metabdlica ocurren en distintos niveles, y en un nivel
molecular, el proceso principal es la configuracion 6ptima de las vias metabdlicas a
partir de la regulacién de enzimas clave y factores de transcripcion (Smith et al., 2018).
La optimizacion metabdlica ocurre por factores ambientales como la composicion de
nutrientes y cantidad caldrica de la dieta, la frecuencia y duracién del ayuno, actividad
fisica, e incluso la temperatura ambiental (Baumeier et al., 2015; Smith et al., 2018).
La adaptacion metabdlica puede entenderse desde procesos de adaptacion
epigenética que alteran la expresion génica para amortiguar los cambios ambientales
(Vaiserman, 2011).

La flexibilidad metabdlica es un proceso de respuesta rapida, orquestada y dinamica
para permitir la homeostasis energética, que cambiara segun los factores ambientales
que se mencionaron antes (van den Brink et al., 2019); sin embargo, un estilo de vida
sedentario y dietas altas en calorias de manera prolongada pueden causar patologias
metabodlicas que provocan un estado de inflexibilidad metabdlica en el sistema,
resultando imposible mantener una Optima homeostasis energética, teniendo
problemas de estrés oxidativo, desregulacion de lipidos, inflamacion de bajo grado y

resistencia a la insulina (Nunn et al., 2009; van den Brink et al., 2019).

El estado de inflexibilidad metabdlica puede prolongarse y culminar en patologias
como diabetes tipo 2, obesidad, envejecimiento prematuro (Nunn et al., 2009; van den
Brink et al., 2019), o enfermedad cardiovascular (Rohm et al., 2018). Sin embargo,
existen intervenciones para aumentar la flexibilidad metabdlica, principalmente
basadas en cambiar el estilo de vida al aumentar la actividad fisica con ejercicio, o
con estrategias dietéticas que tengan restriccion energética (Antoni et al., 2017; Smith
et al., 2018; Stockman et al., 2018). Dentro de las estrategias dietéticas restrictivas se
encuentran la restriccion energética continua, que se basa en tener un menor
consumo calérico diariamente; y la restriccion energética intermitente (Sundfar et al.,
2018) o ayuno intermitente, que significa alternar periodos de ayuno de 16 a 48 h, con
periodos de alimentacion normal, en forma recurrente (Mattson et al., 2017), y que
presenta la ventaja de tener un nivel mayor de adherencia en contraste con la

restriccién continua (Tinsley y La Bounty, 2015; Wegman et al., 2015).

Para entender los efectos de mejora metabdlica que trae consigo el ayuno intermitente
conviene hacer uso del concepto de hormesis, uno de los diferentes conceptos de
homeostasis adaptativa (Davies, 2016). La hormesis se refiere al proceso de
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adaptacion de un sistema biologico por estrés ambiental en dosis pequefias, que
resultan en la mejora de la resiliencia y tolerancia del sistema, incrementando su
capacidad para contender con agentes estresores de mayor grado en el futuro
(Calabrese, 2005; Davies, 2016; van den Brink et al., 2019). Dentro de los estresores
que pueden desencadenar una respuesta de adaptacion hormética se encuentran la
radiacion, hipoxia, ejercicio, algunas toxinas, y el ayuno intermitente (Calabrese, 2005;
Calabrese y Mattson, 2017).

Las evidencias sefalan que el ayuno intermitente mejora la salud cardiovascular
protegiendo el corazon del dafio por infarto agudo al miocardio mediante mecanismos
antiapoptaticos y antiinflamatorios (Ahmet et al., 2005), mejorando el perfil de lipidos
que son factores de riesgo de enfermedad coronaria (Varady et al., 2013), y
disminuyendo la frecuencia cardiaca y la presion arterial (Wan et al., 2003). El ayuno
intermitente también previene el dafo neuronal al regular a la baja los receptores de
glucocorticoides (Lee et al., 2000), disminuye los niveles de diacilglicerol en gotas
lipidicas en higado previniendo la resistencia a la insulina (Baumeier et al., 2015),
aumenta la termogénesis en tejido adiposo por la activacion de los macréfagos M2
(Kim et al., 2017) y por cambios favorables en la microbiota intestinal (Li et al., 2017);
asimismo se ha observado el aumento del periodo de vida de diversos organismos en

contraste con alimentacion libre (ad libitum) (Martin et al., 2006).

Durante el ayuno intermitente, la respuesta hormética coordina mecanismos de
resistencia al estrés para reducir el dafio oxidativo, inflamacion, optimizar la energia
metabdlica (Baez-Ruiz et al., 2005; Chausse et al., Longo y Mattson, 2014), y
contender con estresores en el futuro (Calabrese and Mattson, 2017). A diferencia de
un ayuno agudo o de una ocasion, no existe una respuesta de adaptacién al ocurrir
una sola vez, por lo tanto, es interesante explorar cual es la respuesta adaptativa en
una de las vias metabdlicas implicada en mantener la homeostasis de glucosa,

durante un protocolo de ayuno intermitente.
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Justificacion

Actualmente existe interés en el ayuno intermitente como estrategia no farmacolégica
en la prevencion y tratamiento de enfermedades no transmisibles, debido a las

evidencias benéficas que este tiene sobre la flexibilidad metabdlica.

La desregulacion de la gluconeogénesis es central en la patogénesis y complicaciones
de la diabetes, y la expresidn de genes de enzimas gluconeogénicas esta alterada en

cancer para favorecer las vias biosintéticas en lugar de la produccién de glucosa.

Por lo anterior, es importante entender las adaptaciones moleculares y celulares,
resultantes del proceso hormético, que suceden durante el ayuno intermitente y un
estado de salud, en el organismo haciendo énfasis en el higado, porque son diferentes

a la respuesta que se tiene durante un ayuno agudo

Hipotesis

Existira una respuesta hormética en la actividad de la produccion hepatica de glucosa
por gluconeogénesis durante el ayuno intermitente. La respuesta sera diferencial a la

presentada en ayuno agudo, debido al componente adaptativo del ayuno intermitente.

Objetivos
Objetivo general

Caracterizar los cambios en la actividad de la via gluconeogénesis durante el ayuno
intermitente, por medio de mediciones de parametros de las enzimas marcadoras de

la via.

Objetivos especificos

1. Caracterizar la morfometria corporal y hepatica durante el ayuno intermitente.

2. Caracterizar a nivel génico, de traduccion y actividad enzimatica, las proteinas
claves de la gluconeogénesis después del ayuno intermitente.

3. Caracterizar la homeostasis de glucosa y glucogeno después del ayuno

intermitente.
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Métodos
Animales

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar de 9 semanas con peso entre 250-350 g.
Permanecieron en ciclo de luz-oscuridad 12:12 h (encendido de luz 08:00 h) y una
temperatura constante de 22 +1° C, e intensidad luminosa de 350 lux. Los grupos
fueron de 4 animales, y se mantuvieron en jaulas de acrilico transparente con acceso

libre al agua.

Disefio experimental

Previo al experimento, los animales se mantuvieron en condiciones ad libitum y agua
de acceso libre. Se aclimataron a las condiciones del laboratorio durante 3 dias antes
de iniciar el experimento. Los animales se asignaron de manera aleatoria a los grupos

con las siguientes condiciones de alimentacion durante 10 dias:

1) Ad libitum (AL) [e], que tiene acceso libre al alimento y agua durante 10 dias.

Condiciones control o agudas de ayuno y realimentacion:
2) Ayuno agudo (AA) [e], con un ayuno de 24 h.
3) Realimentacién aguda (RA) [e], con un ayuno de 24 h, seguido de una

realimentacion de 24 h.

Condiciones experimentales de ayuno intermitente:
4) Ayuno intermitente en ayuno (Al-ayunado) [e], ayuno intermitente de 9 dias,
después de haberse ayunado.
5) Ayuno intermitente en alimentacién (Al-alimentado) [e], ayuno intermitente de

9 dias, después de haberse alimentado.

El ayuno intermitente que se estudié en este trabajo es de dia alterno, lo que significa
que se altern6 1 dia de alimentacion libre y 1 dia de ayuno, lo que corresponde a la

unidad minima temporal del ayuno intermitente. En la Figura 2, se muestra el
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diagrama del tratamiento, cada recuadro corresponde a un dia, y dos dias son un

ciclo de ayuno intermitente.

El inicio del ayuno o realimentacion durante el tratamiento se hizo a las 12:00 h de

todos los dias, 4 h después del cambio de luz.

1° ciclo 2° ciclo 3° ciclo 4° ciclo 5° ciclo
Ayuno Ayuno intermitente
agudo | Ayuno Ayuno Ayuno en ayuno
Ad libitum Realimentacion Alimentacion Alimentacion Ayuno intermitente en

aguda alimentacién
Figura 2 Diseilo experimental del tratamiento de ayuno intermitente.

Gravimetria de peso corporal, higado, y alimento consumido

Durante todos los dias del tratamiento se registré el peso corporal de los animales, asi
como la cantidad de alimento consumido. El registro ocurrié en el momento del inicio

del ayuno o realimentacién en el tratamiento (12:00 h).

Después del sacrificio de los animales, se obtuvo el higado para calcular el porcentaje

correspondiente al peso corporal

Calorimetria indirecta

La calorimetria indirecta se registré6 mediante el uso de cajas metabdlicas (Oxyletpro
Physiocage Panlab Harvard Apparatus), esta medicion indica de manera indirecta el
sustrato energético que esta siendo oxidado; valores de RQ alrededor de 1.0 indican
la oxidacion de hidratos de carbono y, valores alrededor de 0.7, oxidacion de lipidos
(Secor y Carey, 2016).

Fue necesario calibrar el equipo con concentraciones conocidas de oxigeno (O2) y
didéxido de carbono (COz2), después de la calibracién, los animales tuvieron un periodo
de habituacion de 24 horas. Se registro el intercambio gaseoso respiratorio en mL de
CO2 y mL de O2 de cada animal durante el tratamiento de ayuno intermitente, y se
registro el intercambio gaseoso para animales ad libitum. Con los datos obtenidos, se

calculd el coeficiente respiratorio segun la siguiente férmula:
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V €O, (mL)

Coeficiente respiratorio (RQ) = V 0, (mL)
2

Determinacion de glucosa

La determinacién de glucosa con un glucometro AccuCheck (México), con sangre de
la cola obtenida con lanceta. Se realizé la medicion después de un ayuno de 4 h en
los grupos con alimentacién: ad libitum, realimentacién aguda, y ayuno intermitente
alimentado; y en lo grupos de ayuno (ayuno agudo y ayuno intermitente ayunado),

antes de tener acceso al alimento.

Toma de muestras

Las ratas se sacrificaron mediante decapitacion con guillotina. Del higado, se tomaron
2 g para fraccionamiento celular, ~1 g para determinacién de peso seco por triplicado,
1 g para extraccion de acidos nucleicos, y la parte restante se corté en trozos

pequeiios de 1-2 mm? para histologia.

El fraccionamiento celular, se llevé a cabo segun De Ita Pérez y col., (2010). Se
tomaron 2 g de tejido hepatico para homogeneizar con 10 mL de amortiguador (0.5 M
sacarosa, 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 25 mM KCI, pH 7.5 con coctel de inhibidores
de proteasas [Sigma P8340]); el homogenado se centrifugé a 3,500 rpm por 15 min,
el sobrenadante se centrifugd a 10,000 rpm por 30 min, y el nuevo sobrenadante se
centrifugd por tercera vez a 36,000 rpm por 60 min. Al término, se obtuvo la fraccion
citosdlica en el sobrenadante que se us6 para determinar presencia y actividad de
PEPCK; y el precipitado se suspendié en 500 uL de amortiguador, para obtener la

fraccion microsomal y determinar presencia y actividad de G6Pasa.

Determinacion de peso seco del higado

Debido a que el peso del higado puede tener fluctuaciones por la contribucién del
volumen de sangre a la medicidn, se decidio determinar el peso seco del higado para
tener informacién mas precisa sobre los cambios de este érgano (Wimmer et al.,
1985). Una vez el higado disectado, se tomaron 3 muestras de cada animal de ~1 g.
Las muestras se deshidrataron en una estufa a ~60 °C hasta que alcanzaran un peso
constante. Después se hizo el calculo del peso seco del higado, ver ecuacion a

continuacion.
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peso seco constanteestra

%) = 100 X
peso seco (%) peso totalyyestra

Western Blot

Las fracciones celulares se usaron para medir la presencia de PEPCK (fraccion
citosdlica) y G6Pasa (fraccion microsomal) en western blot. 50 pg de proteina
(cuantificada por el método de Bradford), se mezclaron con amortiguador 2x Laemmli
e incubaron a 90° C por 5 min. La proteina se separd en un gel de poliacrilamida al
10% y transferida a una membrana PVDF e incubd durante la noche con anticuerpos
anti-PEPCK policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-32879) y anti-
G6Pasa-a policlonal de cabra (Santa Cruz Biotechnology, sc-33839) con dilucion
1:1000, y anti-B-actina (Sigma A2066) como control de carga, en dilucién 1:1,000. Las
membranas de PVDF se lavaron e incubaron 2 h con anticuerpo anti-conejo y anti-
cabra, respectivamente, y se revelaron con el método quimioluminiscente con

peroxidasa de rabano.

Actividad enziméatica de PEPCK

La actividad se midié segun Opie y Newsholme (1967) con ligeras modificaciones. En
volumen total de 200 pL (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 20 mM NaHCOs;,
20 mM fosfoenolpiruvato, 1mM MnCl2, 0.1 mM NADH, 150 yM GDP, 2 U de malato
deshidrogenasa, 100 uL de fraccién citosdlica) se incubd a 30° C por 3 min en el
equipo Varioskan. La reaccién inicié con la adicion simultdnea de 2 U de malato
deshidrogenasa y 2 pL de fraccion citosdlica. Se midid la absorbancia a
340 nm cada 1 min (manteniendo la incubacién) por 5 min. La actividad de PEPCK se
estimé a partir de la diferencia en la caida de las absorbancias entre la muestra
experimental y el control (mezcla sin muestra sujeta al mismo procedimiento). La

actividad se expresa en mmol sustrato / min mg proteina.

Actividad enzimatica de G6Pasa

Se siguid el método empleado por Pérez-Mendoza y col., (2014) con modificaciones.
A 50 pg de proteina de fraccion microsomal, se adicionaron 200 uL de amortiguador
de citrato de sodio (100 mM, pH 6.5), y se incubara por 5 min a 37° C. Después, se
afiadieron 200 uL de 80 mM G6P pH 6.5 preparada al instante, y se incubd por 15 min

a 37° C, posteriormente se agregd 2 mL de acido tricloroacético al 10%, y se centrifugd
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a 7,400 rpm por 5 min. A 1 mL de sobrenadante, se afiadié 1 mL de amortiguador de
citrato de sodio (100 mM, pH 6.5); para la medicion del blanco, se afiadié 1 mL de

fosfato monobasico 0.5 mM.

Se prepard una curva patrén con concentraciones conocidas de fésforo inorganico,

mediante la hidrodlisis acida del fosfato monobasico con acido sulfdrico concentrado.

Posteriormente, a las muestras de la curva patron, la muestra experimental y el blanco,
se les anadieron 500 pL de molibdato de amonio tetrahidratado (2 mM) y 100 pL de
solucion ANS (sulfito de sodio 5.7 g, bisulfito de sodio 0.2 g,
acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico 1 g) y se centrifugé a 7,400 rpm por 5 min. Se
incubd a temperatura ambiente por 30 min en oscuridad. Todas las muestras se
leyeron a 660 nm en el espectrofotdmetro y se interpolo la concentracion de fésforo

inorganico de las muestras experimentales a partir de la curva patron.

La cantidad de fésforo inorganico corresponde a los fosfatos libres de la reaccion de
desfosforilacion de la G6Pasa. La actividad se expresa como

mmol PO4 / min . mg proteina.

Cuantificacion de la transcripcion de genes pckly gépc

Para cuantificar el nivel de expresion génica primero se purifico el ARN total del higado
utilizando un kit Promega con las instrucciones del proveedor (Invitrogen) con TRIzol®
que es una solucidon monofasica de fenol e isotiocinato de guanidina, disefiado para

separar fracciones de ADN, ARN y proteinas a partir de muestras de tejido o colonias.

Para verificar la integridad del ARN total se prepar6 un gel de agarosa 3% (30 mL de
tampodn trisborato-EDTA 1x con 0.3 gr de agarosa, agregar 2 uL de colorante de acidos
nucleicos GelRed®), se colocan 2 uL de muestra con 2 uL de intercalante, y se corrio
la electroforesis durante 30 min a 100 V.

La sintesis de acido desoxirribonucléico complementario (ADNc) se realizé por medio
de transcripcion reversa (RT) mediante una reaccion de transcripcion reversa y
controlada por la enzima transcriptasa reversa, capaz de convertir el ARNm en una

molécula de ADNc.

Se establecid una curva de eficiencia para cada gen con el fin de estimar la
concentracion (ug/uL) de ADN de doble cadena que se forma durante la qPCR para

cada gen dentro de cada muestra. El siguiente paso fue desarrollar la gPCR para cada
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gen dentro de cada muestra siguiendo las instrucciones del proveedor (LightCycler®
FastStart DNA Master SYBR Green |, Roche). Para cada gen en un conjunto de
muestras del mismo tejido, se obtiene el valor de punto de cruce o CT, que indica el
momento en que la muestra se detecta la generacién de ADN de doble cadena a partir
de los templados de oligonucledtidos de cada gen y de su codificacion del mRNA de

la muestra.

Los CT de las muestras se normalizan de acuerdo con el método de doble delta CT
(2-22CT) para analizar la expresion genética de los datos obtenidos en gPCR. Este
parametro (222CT) indica las veces de cambio en la expresion génica debida al
tratamiento experimental (Schmittgen y Livak, 2008). Una vez normalizados, se

analizan estadisticamente comparando cada tejido y cada gen para ambos grupos.

Andlisis estadistico

Para todos los resultados presentados, se realizé un analisis previo para conocer la
normalidad de los datos con la prueba de D'Agostino & Pearson. Los resultados se

expresan como promedio + error estandar de la media.

Para andlisis en peso corporal y consumo energético diarios, las diferencias
significativas se determinaron por la prueba pareada t de Student de una cola
comparando los grupos ad libitum y ayuno intermitente. Para el cambio de peso total,
las diferencias se determinaron con la prueba ANOVA con prueba post hoc de Sidak.
Para consumo energético total, las diferencias significativas se determinaron por la
prueba sin parear t de Student de una cola con la correccion de Welch comparando
los grupos ad libitum y ayuno intermitente. Para el peso seco hepatico, actividad
enzimatica, y mediciones de glucosa, las comparaciones se realizaron con la prueba
de Kruskal-Wallis con post hoc de Dunn. Para el peso hepatico, presencia de PEPCK,
y contenido de glucdgeno, las comparaciones se realizaron con la prueba ANOVA con

prueba post hoc de Sidak. Valores de p<0.05, se consideraron significativos.
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Resultados

Se asignaron de manera aleatoria 4 ratas Wistar de 9 semanas a los siguientes
grupos: Ad libitum (AL), Ayuno agudo (AA), Realimentacion aguda (RA), Ayuno
intermitente en ayuno (Al-ayunado), y Ayuno intermitente en alimentacion (Al-

alimentado).

Hay disminucién en el consumo de alimento durante el ayuno intermitente

Se midié el peso corporal (Figura 3A) y el consumo de alimento (Figura 3C) de los
animales cada dia durante los 10 dias del tratamiento a la misma hora (12:00 h) para
ambos grupos, que corresponde al momento en el que se retird o se colocé de nuevo

el alimento en el grupo experimental.

Los resultados de la Figura 3, proporcionan evidencia que el ayuno intermitente resulta
en el comportamiento oscilatorio del peso corporal dependiente del acceso al
alimento, disminuyendo o aumentando en peso corporal, en funcién al acceso al
alimento. Lo anterior resulté en que al final de los 10 dias de tratamiento, el peso
corporal en el grupo de ayuno intermitente (Al) no mostré cambios, en comparacion

con el inicio del tratamiento.

A partir del registro del peso corporal, se calculo la tasa total de cambio de peso al
final del tratamiento (Figura 3B), obteniendo un aumento de 2% para Al-alimentado,
y una disminucion significativa del 5% para Al-ayunado, ambos con respecto al inicio

del tratamiento.

El consumo de alimento durante el tratamiento se muestra en la Figura 3C expresado
en kcal ingeridas por ciclo de 2 dias. Se muestra el consumo total de kcal en 10 dias
de tratamiento en la Figura 3D, observandose un consumo menor significativo de 43%
(p=0.0119) para ayuno intermitente (Al). Es importante resaltar que el grupo
ad libitum (AL) llega a un valor maximo que se mantiene hasta el final del tratamiento,
mientras que el Al tiene una discreta pendiente que indica que el consumo no ha

llegado todavia a un valor estable.

La proporcion del higado respecto al peso corporal disminuye después del

ayuno, e incrementa después de la alimentacion durante el Al
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El porcentaje del higado normalizado al peso corporal de ad libitum (AL) es
significativamente mayor para los grupos con ayuno intermitente (Al) en ambas
condiciones (Figura 3E), asi como para las condiciones agudas. Se observa, al igual
que el peso corporal (Figura 3A), un comportamiento oscilatorio, disminuyendo en las

condiciones de ayuno agudas y experimentales (AA y Al-ayunado, respectivamente)

Se deshidrataron 3 muestras de higado ~1 g hasta un peso constante para calcular el
peso seco del higado en todas las condiciones (Figura 3F). El peso seco del higado
del ayuno agudo (AA) es 18% menor que AL. Después de una realimentacién aguda
(RA), la proporcion aumenta ligeramente con respecto a AA teniendo una disminucion

total (no significativa) del 15% del grupo AL.

En las condiciones experimentales, con alimentacion (Al-alimentado) vy
con ayuno (Al-ayunado), el peso seco es mayor que las condiciones agudas, con una
disminucién no significativa del 8% en Al-ayunado y 12%, Al-alimentado con
respecto a AL; sin embargo, estas disminuciones con respecto a AL no son

estadisticamente diferentes.
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A. Peso corporal durante el tratamiento. Existe una diferencia significativa entre
grupos segun la prueba t de Student pareada de una cola, p=0.0001.
B. Cambio de peso corporal. Existe una diferencia significativa entre grupos segun
la prueba ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Tukey: AL vs. Al
ayunado p<0.0001, AL vs. Al alimentado p<0.0001, Al ayunado vs. Al alimentado
p=0.0347.

C. Ingesta energética por cada ciclo de tratamiento Existe una diferencia
significativa entre grupos segun la prueba t de Student pareada de una cola, p=0.0002.
D. Ingesta total energética durante el tratamiento. Existe una diferencia
significativa entre grupos segun la prueba t de Student no pareada de una cola, con
la correccion de Welch, p=0.0119 E. Peso del higado expresado como porcentaje
del peso corporal. Existe una diferencia significativa entre grupos segun la prueba
ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Sidak: AL vs. AA, AL vs. RA,
AL vs. Al-ayunado p<0.0001, AL vs. Al-alimentado p= 0.0015, Al ayunado vs. Al
alimentado p= 0.0048
F. Peso seco del higado expresado en porcentaje del peso humedo del higado.
No hay diferencias significativas entre grupos

Los datos son expresados como promedio * error estandar de la media (EEM).

Hay una caida mayor en la expresion de pckly g6pc en larealimentacion aguda,

que en la alimentacion en ayuno intermitente

La expresion de g6pc y pckl (Figura 4A) del grupo AL tiene un valor promedio de
1 U.A. Después del ayuno agudo de 24 h, la expresion de ambos genes tiene un
aumento no significativo del 47% para g6pc y 32% para pckl en comparacién con AL
Después de la realimentacién aguda, la expresion de ambos genes disminuye
significativamente en 80% en comparacién con AA, gépc (p= 0.0166) y pckl (p=
0.0103). Después del tratamiento, la expresién génica de pckl se mantiene con una
expresion disminuida del 66% (no significativa) para la Al-alimentado, y un valor
similar de Al-ayunado al grupo a AL. El gépc, se mantiene disminuido en 64% (no
significativo) para Al-alimentado, y disminuida en un 50% para Al-ayunado. Estos
resultados indican que la expresidon génica de ambas enzimas disminuye en los ciclos
repetidos de ayuno-alimentacion, en comparacion con la respuesta tipica de un ayuno-
alimentacién agudo.
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La presencia de PEPCK es mayor durante un ayuno agudo en comparacion con

el ayuno, después del tratamiento.

La presencia de la PEPCK, expresada en unidades arbitrarias (U.A.) de densidad
optica (D.O.), se midié con inmunodeteccion por western blot, con la subsecuente
normalizacion por la presencia actina (U.A.). En la (Figura 4B), la densidad 6ptica
[PEPCK (U.A.) / Actina (U.A.)] de cada grupo. La presencia de la proteina aumenta en
1.7 veces después de un ayuno agudo (p=0.0003), y disminuye el 50% después de la
realimentacion (p<0.0001); sin embargo, después del tratamiento de ayuno
intermitente, para Al-alimentado y Al-ayunado, no se presentan diferencias

significativas en comparacién con AL.

La actividad enzimatica de la PEPCK y G6Pasa presenta un aumento y
disminucion después de un ayuno y después de la realimentaciéon de una
ocasion, respectivamente; y no se presenta el comportamiento en ayuno

intermitente

La actividad enzimatica de la PEPCK (Figura 4C izquierda) de AA, esta incrementada
significativamente en un 131% en comparacién con AL (p <0.0001). Después de tener
acceso al alimento durante 24 h, posterior al ayuno agudo, el grupo realimentacion
aguda (RA) disminuye significativamente (p=0.0222) un 42% con respecto al AA, y
siendo 35% mayor (no significativo) que AL. Después del tratamiento experimental, la
actividad de la PEPCK del grupo Al-ayunado se mantiene similar que AL, pero siendo
55% menor que AA (p<0.0001); y el grupo Al-alimentado tiene un valor 57% mas alto

que Al-ayunado (no significativo), y 63% mayor que AL (p=0.0186).

La actividad de la G6Pasa (Figura 4C derecha) del grupo AL tiene un valor promedio
basal de 6 mmol POs/mg/min. Después de un ayuno de 24 h, el grupo de AA tiene
un valor de 9 mmol PO4/mg/min que representa un aumento significativo (p=0.0008)
del 41% en comparacién con AL. Después de tener acceso al alimento durante 24,
posterior al ayuno agudo, el grupo RA tiene un valor de 7 mmol POs/mg/min,
disminuyendo significativamente (p=0.0264) un 17% con respecto al AA, y siendo 18%
mayor (no significativo) que AL.

Posterior al tratamiento experimental, la actividad de la G6Pasa se mantiene

incrementada para Al-ayunado con un valor 25% mayor (no significativo) que AL,
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pero siendo menor que AA. El grupo Al-alimentado tiene un valor disminuido (no

significativo) del 32% con respecto a AL.

Estos resultados indican que la actividad de ambas enzimas aumenta
significativamente y disminuye después de un ayuno agudo, y la realimentacién
aguda, respectivamente; sin embargo, después del tratamiento experimental, la
actividad de la PEPCK es menor (no significativo) durante el ayuno que durante la

alimentacion y, la actividad de la G6Pasa es mayor (no significativo) durante el ayuno.
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Figura 4 Actividad gluconeogénica

A. Expresion relativa de mRNA de Pckl y G6pc. Existen diferencias significativas

en la expresion de Pckl segun la prueba ANOVA de una via seguida de la prueba
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post hoc de Sidak: AA vs. RA p= 0.0103 Existen diferencias significativas en la
expresion de G6pc segun la prueba ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc
de Sidak AL VS. AA p= 0.0166
B. Presencia de PEPCK por Western Blot. Existen diferencias significativas segun
la prueba ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Sidak: AL vs. AA
p=0.0003, AA vs. RA p<0.0001, Al ayunado vs. Al alimentado p=0.0048
C. Actividad enzimética de PEPCK y G6Pasa. Existe una diferencia significativa en
la actividad enzimatica de PEPCK entre grupos segun la prueba Kruskal Wallis,
seguida de una prueba post hoc de Dunn: AL vs. AA p<0.0001, AL vs. Al alimentado
p= 0.0186, AA vs. RA p=0.0222, AA vs. Al ayunado p <0.0001. Existe una diferencia
significativa en la actividad enzimatica de G6Pasa entre grupos segun la prueba
Kruskal Wallis, seguida de una prueba post hoc de Dunn: AL vs. AA p= 0.0008, AA vs.

RA p=0.0264. Los datos son expresados como promedio + error estandar de la media.

Los valores de glucosa son mas altos para los grupos experimentales, que para

los controles de ayuno y realimentacion aguda.

Los valores de glucosa circulante se midieron con un glucometro AccuCheck. Para los
grupos en condicién de alimentacion como AL, RA, y Al-alimentado, se mantuvieron
en un ayuno de 4 h (8 am a 12 pm) antes de la medicion; y para los grupos en
condicion de ayuno como AA y Al-ayunado, se realizd la medicién al final de las 24 h

de ayuno de cada grupo.

La glicemia de AA tiene una disminucion no significativa del 23% en comparacion con
AL. Después de la realimentacion aguda, ocurre un aumento significativo (p=0.0080)
de 1.5 veces en comparacion con los valores de AA. Sin embargo, para los grupos
con ayuno intermitente, ocurre un aumento de 130% para Al-alimentado en
comparacion con Al-ayunado. Las condiciones experimentales de alimentacion y
ayuno tienen valores ligeramente elevados en comparacién con los controles agudos,
lo que indica una produccidon hepatica de glucosa elevada durante el tratamiento

experimental.

El contenido de glucdgeno es menor para los grupos experimentales, que para

los controles de ayuno y realimentacion aguda.
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El contenido de glucdégeno se determind indirectamente por medio de la tincion de
PAS, y por su cuantificacion de densidad con el programa Imaged. Se puede observar
en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.B y C una disminucion evidente
en la tincion que corresponde a los grupos en ayuno, tanto AA (27%, p= 0.0002), como
Al-ayunado (37%, p<0.0001), en comparacion con la condicion AL. En la condicién
de alimentacion, el contenido de glucégeno aumenta en 119% (p= 0.0405) en RA; y
en 145% (p<0.0001), para
Al-alimentado. Estos datos indican diferencias interesantes en la respuesta al ayuno
entre los grupos AA y Al-ayunado, ya que el ayuno intermitente promovié una mayor
glucemia y un menor contenido de glucdégeno, lo que sugiere una adaptacion
diferencial a la falta de alimentos en ambos grupos a pesar de tener un estado

nutricional similar.
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Figura 5 Glucosay glucogeno

A. Glucosa circulante. Existe una diferencia significativa entre grupos segun la
prueba Kruskal Wallis, seguida de una prueba post hoc de Dunn: AA vs. RA p=0.0080
B. Microfotografias representativas de  tincion de  glucdgeno.
C. Cuantificacion relativa de glucogeno. Existen diferencias significativas segun la
prueba ANOVA de una via seguida por la prueba post hoc de Sidak: AL vs. AA p=
0.0002, AL vs. Al ayunado p<0.0001, AA vs. RA p= 0.0405, AA vs. Al ayunado p=
0.0522, Al ayunado vs. Al alimento p <0.0001. Los datos son expresados como

promedio * error estandar de la media.

El coeficiente respiratorio durante el ayuno intermitente

El coeficiente respiratorio (RQ) durante el protocolo de ayuno intermitente indica de
manera indirecta el sustrato energético que esta siendo oxidado; valores de RQ
alrededor de 1.0 indican la oxidacion de carbohidratos y, valores alrededor de 0.7,

oxidacion de lipidos (Secor y Carey, 2016). El registro se realizé durante 5 ciclos
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Figura 6 se muestra el RQ de los grupos de AL y Al. Los valores del grupo Al-
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Figura 6 izquierda) fueron los dias 1, 3, 5, 7 y 9, mientras que los dias de

Alimentado Ayunado

Dia 1 Dia 2
1.0

0.9

0.8

—
—

0.7

Dia 3 Dia 4
1.0

0.9

0.8

—
—

0.7

Dia 5 Dia 6
1.0

0.9

0.8

—
=

0.7

Dia 7 Dia 8
1.0

0.9

0.8

—

0.7

Coeficiente respiratorio (VO,/ VCO,)

Dia 9 Dia 10

Al-ayunado (

37



Figura 6 derecha) fueron 2, 4, 6, 8 y 10. Se puede observar que en el dia 2 que fue
el primer dia sin comida (ayuno agudo), el valor RQ se redujo en 18% (p=0.0241). El
valor de RQ se redujo en 27% (p=0.0002) mas el ayuno del siguiente ciclo, y para el
siguiente ayuno, la disminucién para el ciclo fue del 7% (no significativa); y en los dos
ultimos ayunos, la disminucién fue del 16-18% (p=0.0351). Estos valores indican que
la actividad metabdlica en el ayuno tiende a oxidar mas sustratos lipidicos, sin
embargo, el cambio de valores durante los subsecuentes ayunos del tratamiento,

indican que el comportamiento es diferente al del ayuno agudo.
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Mediciones del coeficiente respiratorio normalizado al grupo ad libitum durante 10 dias
de ayuno intermitente. Existe una diferencia significativa entre grupos (ad libitum vs.
ayuno intermitente) segun la prueba de ANOVA de dos vias con prueba post hoc de
Sidak: AL vs. Al dia 2 p=0.0241, AL vs. Al dia 4 p=0.0002, AL vs. IF dia 8 p=0.0351.
Los datos son expresados en promedio + EEM. (AL, Al n animales=4; n

experimentos=1)

Discusion
En el presente trabajo se explord la accién del ayuno intermitente sobre la actividad
gluconeogénica del higado. Los reportes existentes se centran en el estudio de los
beneficios a la salud consecuencia del ayuno intermitente, en enfermedades
cardiovasculares (Wan et al., 2003; Ahmet et al., 2005; Varady et al., 2013), con dafio
al sistema nervioso (Martin et al., 2006), dislipidemias (Baumeier et al., 2015),
envejecimiento (Mico et al., 2017), obesidad (Kim et al., 2019), y diabetes; asi como
la regulacién de metabolismo de lipidos, cuerpos cetonicos, e incluso la modificaciéon
de la microbiota intestinal (Kim et al.,, 2017; Li et al., 2017) durante el ayuno

intermitente.

A pesar del interés cientifico en este tipo de dieta, existen pocos reportes sobre los
cambios a nivel bioquimico o metabdlico, y en especifico para la gluconeogénesis. En
el grupo de trabajo ya existen reportes del comportamiento de esta via con otro tipo
de aproximacion dietética (Pérez-Mendoza et al., 2014): la restriccion temporal
(protocolo de 21 dias, que se basa en tener acceso al alimento durante 2 h en la fase
de luz, y 22 h de ayuno). Pérez-Mendoza y col. (2014) describen que la restriccion
temporal de alimento provoca una respuesta gluconeogénica incrementada al
promover sintesis de glucdgeno y produccion de glucosa. Dicho lo anterior, resulta
adecuado estudiar la adaptacion metabdlica de la gluconeogénesis en el ayuno

intermitente.

Se ha descrito que el ayuno intermitente, al ser un estresor hormético provoca
respuestas adaptativas que ayudan a contender con la restriccion caldrica (Calabrese
and Mattson, 2017). Los cambios ocurren principalmente en tejidos metabdlicos como
el tejido adiposo y hepatico (Secor y Carey, 2016; Antoni et al., 2017). Ejemplos de
estas respuestas adaptativas son: el aumento de actividad termogénica, reduccion de
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marcadores de inflamacion (Kim et al., 2017), uso de cuerpos cetdnicos como principal
sustrato energético, mejora de la homeostasis de glucosa (Lu et al., 2011; Mattson et
al., 2017; Marosi et al., 2018), cambio en la microbiota intestinal (Li et al., 2017) o
ritmos circadianos (Froy et al., 2009). A pesar de estas evidencias aun no esta claro
cual es el mecanismo principal (o inicial) que induce los beneficios metabdlicos del
ayuno intermitente; mas que eso, pareciera ser una respuesta integral y adaptativa de
los procesos observados en respuesta al ayuno, como la respuesta endocrina que da
lugar a cambios transcripcionales (Pérez et al., 1998; Thierion y Odom, 2018), y vias
de senalizacion (Longo y Mattson, 2014; Marosi y Mattson, 2014; Marosi et al., 2018)

que resultan en los beneficios del tratamiento.

El ayuno intermitente de dia alterno (24 h de alimentacion, seguido de 24 h de ayuno)
tiene una disminuciéon en el consumo calérico del 43% (Figura 3C y D), siendo la
principal razén para que el peso no aumente durante el tratamiento experimental. Los
cambios fisioldgicos presentados en este estudio, pueden ser atribuidos a la
restriccion caldrica; sin embargo, se ha demostrado, al evaluar grupos Al y AL que
consumieron la misma cantidad de alimento, que los cambios fisiolégicos ayunado
intermitente se presentan independientemente de la restriccion calérica (Kim et al.,
2017, 2019).

Puede existir un discreto aumento de peso si se continua el tratamiento, a pesar de la
disminucién en la ingesta caldrica intermitente o restriccion calérica continua, como lo
demuestran Baumeier y col. (2015), sin embargo, siempre sera un menor aumento
que las condiciones de acceso libre de alimento. En el estudio de Wan (2003), se
aplica un ayuno intermitente de 25 semanas, en el que se observa una tendencia de
ligero aumento de peso de la semana 3 a la 20. En la Figura 3A se observa el
comportamiento oscilante del cambio de peso durante el tratamiento, si acotamos el
peso corporal del grupo experimental en alimentacién, del dia 3 al 9 se observa este
aumento discreto, que representa un incremento de peso del casi 5% (no significativo)
para Al del dia 3 al dia 9.

Es importante considerar la fisiologia del ayuno para comprender las intervenciones
dietéticas terapéuticas y el efecto de la privacion de alimentos en diversas
enfermedades (Kerndt et al., 1982). El ayuno activa las vias metabdlicas como la
gluconeogénesis, lipolisis y cetogénesis, que permite el uso de sustratos energéticos
por falta de glucosa exégena (Rui, 2014; Voet et al., 2016); y simultaneamente cuando
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la hidrdlisis de glucégeno disminuye hasta que las reservas se agotan (Kerndt et al.,
1982; Secor y Carey, 2016). Los mecanismos descritos que se modifican durante el
ayuno intermitente pueden incidir directa o indirectamente en los complejos procesos
regulatorios de la gluconeogénesis (Hatting et al., 2017; Petersen et al., 2017; Zhang
et al.,, 2019); ademas, otro aspecto de la respuesta al ayuno es su instalacion
secuencial: los ajustes metabdlicos y transcripcionales varian segun el tiempo
transcurrido en ayuno y la frecuencia (Johnstone, 2007), por lo que estas respuestas

pueden ser parte de la regulacion hormética en el ayuno intermitente.

La G6Pasa es la enzima que remueve un grupo fosfato a la G6P para liberar glucosa
a la circulacion. En la Figura 4C, se observa un incremento significativo de actividad
de la enzima en las condiciones agudas de ayuno en comparacion con AL (p=0.0008);
sin embargo para las condiciones de Al-alimentado existe una disminucién
significativa de la actividad enzimatica en comparacion con Al-ayunado, lo que
significa que existe una menor produccion y liberacién de glucosa, y menor actividad
gluconeogénica en el higado en las condiciones experimentales de alimentacion, y
que el incremento del valor de glucosa (Figura 5A) para Al-alimentado se debe a la
ingesta de alimento, y no a la glucosa enddgena, lo anterior concuerda con Antoni
(2017) que indica que los valores de glucosa circulante no se encuentran disminuidos
en la alimentacion. Por lo tanto, el ayuno agudo y el intermitente se regulan de manera

diferente.

El contenido de glucégeno (Figura 5B y C) tiene una disminucién significativa en AA
(p=0.0002), y en RA recupera sus valores, y se mantienen similares para el Al-
alimentado, sin embargo, el contenido en Al-ayunado tiende a estar disminuido 20%
en comparacion con AA (p=0.0522), lo que corresponde con el agotamiento del
glucdgeno, junto con la activacion de la oxidacion de lipidos (jError! No se encuentra
el origen de la referencia.). La conclusién anterior, concuerda con los hallazgos de
Diaz-Mufioz (2010) sobre los niveles de glucdgeno restaurados después de la ingesta
de alimento en la restriccion temporal de alimento. Y es indicativo que el ciclo agudo

de ayuno-realimentacién es diferente a los ciclos de ayuno intermitente.

La G6P es un metabolito nodo en la gluconeogénesis, glucogendlisis, y la sintesis de
ribosa-5-fosfato (ciclo de las pentosas) (Voet et al., 2016); ademas regula
alostéricamente a la glucégeno sintasa (GS) para la sintesis de glucogeno (Noguchi
et al., 2013). Una posible explicacion para la baja actividad de la G6Pasa durante el
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Al-alimentado (y no en la RA), es que, al reducir la produccion de glucosa hepatica
por el estado de alimentacion, la gluconeogénesis se activa en menor grado para
aumentar la sintesis y reservas de glucégeno, para que puedan ser usadas durante
los dias sin acceso al alimento. Lo anterior subraya los resultados presentados por
Pérez-Mendoza y col., (2014) sobre la inactivacion de la glucégeno sintasa (GS), el
aumento de la presencia de la GS, y la cantidad de glucégeno después de la ingesta

de alimento en la restriccion temporal de alimento.

En la Figura 3jError! No se encuentra el origen de la referencia.E, se muestra que el
porcentaje del peso del higado con respecto al peso corporal disminuye
significativamente después del ayuno (AA y Al-ayunado), principalmente debido por
el agotamiento de las reservas de glucogeno (Kouda et al., 2004; Secor y Carey,
2016). El porcentaje del peso del higado aumenta después de la alimentacién debido
a la restauracion del glucégeno hepatico (RA y Al-alimentado), como se observa en
la Figura 3B y C. Este resultado subraya las conclusiones obtenidas en trabajos
previos que indican que el peso del higado fluctua en alimentacién y ayuno por el

contenido de glucégeno hepatico (Liverini et al., 1992).

En la Figura 3F se observa una tendencia de aumento en el peso seco del higado
después del ayuno intermitente, este aumento es debido al aumento de la masa
hepatica, que puede ser debido al aumento de la proliferacion celular, ya que es una
funcién celular afectadas por los ciclos de ayuno y realimentacion, asi como el nUmero
de células que sufren son sensibles a condiciones de corto plazo con ayuno y
realimentacién apoptosis (Piotrowska et al., 2016); ademas Molina-Aguilar (2012)
demostrd en un restriccion temporal de alimento, un aumento de células positivas para
duplicacién celular; sin embargo estos cambios no se observan en ayuno agudo y

realimentacién aguda (Kouda et al., 2004).

Si bien la proliferacién celular puede ser la causa del aumento de la masa seca
hepatica, no hay que olvidar que la estructura hidrofilica de polisacaridos como el
glucdgeno incide en la cantidad de moléculas de agua unidas a la estructura del
glucégeno (Grossutti y Dutcher, 2016); ademas, el rendimiento de la oxidacién de 1 g
de lipidos produce 1.1 g de agua metabdlica (Secor y Carey, 2016), en contraste con
0.1 g de agua metabdlica con la oxidacion de 1 g de glucosa, por lo que el aumento

en masa seca al final del tratamiento puede ser causa de la menor cantidad de
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glucégeno (Figura 5iError! No se encuentra el origen de la referencia.C) y agua unida

a la molécula, asi como el agua metabdlica proveniente del metabolismo de lipidos.

La expresion geénica de pckl y g6pc tiene una tendencia de aumento en AA (no
significativa), pero que concuerda con el comportamiento del contenido de proteinas
y actividad enzimatica (Figura 4), realimentacién aguda, la expresién génica disminuye
significativamente en comparacién con AA (p= 0.0103 y p= 0.0166) respectivamente,
esto es principalmente debido a la cascada de sefalizacion de insulina que aumenta
en alimentacién y disminuye la capacidad gluconeogénica (Noguchi et al., 2013;
Hatting et al., 2017; Petersen et al., 2017). Durante el ayuno intermitente los valores
de la expresion génica se mantienen con tendencia a la baja en comparacion con AL

(no significativo), a pesar de estar en condicién de ayuno.

La presencia de PEPCK detectada por western blot (Figura 4jError! No se encuentra
el origen de la referencia.B) aumenta significativamente ~2 veces en AA (p=0.0003);
y disminuye para RA en comparaciéon con el ayuno agudo (p<0.0001), este resultado
muestra que hay una alta tasa de sintesis de PEPCK en las condiciones agudas de

ayuno.

La presencia de PEPCK en los grupos con ayuno intermitente (Al-alimentado y Al-
ayunado) disminuye en comparacion con los grupos de ayuno y realimentacion aguda
(Figura 4B), conforme continuan los ciclos de ayuno-realimentacién, hasta que la
cantidad de PEPCK es similar a AL; esto concuerda con Hopgood (1973), quien
describe que la sintesis de PEPCK durante el ayuno de 20 h aumenta y, durante 1 h
de realimentacion, disminuye un 80%, pero al ayunar por segunda vez, la sintesis de
PEPCK representa un 73% del primer ayuno; la disminucion de la presencia de
PEPCK puede deberse al aumento de la tasa de degradacion de la enzima debido a
fosforilacion y ubiquitinacion (Latorre-Muro et al., 2018). La actividad de PEPCK esta
incrementada significativamente en AA (p < 0.0001) y disminuye un 48% en RA

(Figura 4C), esto puede explicarse por la degradacion de la proteina (Hopgood, 1973).

Para Al-alimentado, la actividad enzimatica esta elevada en un 55% en comparacion
con AL (Figura 4C). Lo anterior es contraintuitivo, ya que la alimentacion disminuye la
actividad gluconeogénica; sin embargo, para este mismo grupo, la actividad

enzimatica de la G6Pasa esta disminuida, indicando que no hay liberacion de glucosa
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en esta condicién, por lo que el aumento del flujo gluconeogénico por la PEPCK no

continda hasta la G6Pasa.

El aumento de la actividad enzimatica de la PEPCK en alimentacién durante el ayuno
intermitente, es consistente con las funciones no gluconeogénicas de la PEPCK, como
facilitar reacciones catapleréticas, y asi facilitar el flujo a vias como gliceroneogénesis,
sintesis de serina, y via de las pentosas (Latorre-Muro et al., 2018; Wang y Dong,
2019). Ademas, la reaccion inversa de la PEPCK se facilita al acetilarse, lo cual se
aumenta en concentraciones elevadas de glucosa (Latorre-Muro et al., 2018). Otra
razon para el aumento de la actividad de PEPCK es facilitar el consumo de glucosa e
incrementar la glicdlisis (Montal et al., 2015); sin embargo, con la medicion realizada
en este proyecto no es posible saber la direccionalidad de la reaccion, hasta que se

determine la concentracion de oxoalacetato y fosfoenolpiruvato.

Los datos presentados indican que la expresién, cantidad y actividad de la PEPCK'y
G6Pasa no tienen una relacién directa, ya que los sustratos que contribuyen a la
gluconeogénesis pueden entrar en diferente nivel de la via (Secor y Carey, 2016);
como el glicerol producido por la oxidacion de lipidos puede entrar a la
gluconeogénesis convirtiéndose a glicerol-3-fosfato (G3P) por la glicerol kinasa, y
alimentar la via sin la conversién de piruvato a PEP por la PEPCK (Kalogiannis et al.,
2014).

Es importante mencionar que el flujo gluconeogénico no tiene una relacion directa con
la expresion de genes de G6Pasa y PEPCK (Petersen et al., 2017). Sun (2012)
describe que un decremento en mas del 90% en pckl sélo reduce el 40% del flujo en

la gluconeogénesis.

Los datos de calorimetria indirecta indican que durante el ayuno se mantienen altos
niveles de oxidacion de grasas, correspondiente a valores de RQ alrededor de 0.8
(Baumeier et al., 2015; Secor y Carey, 2016; Marosi et al., 2018). En realimentacion
aguda (o dia 3) y los demas dias de alimentacién, se restablecen los valores
promedios de RQ 1.0, similares a AL indicando la oxidacidon predominante de
carbohidratos (Baumeier et al., 2015). Es interesante mencionar que Baumeirer (2015)
indica que, en tratamientos de duracién mayor de 10 semanas, los valores de RQ en
alimentacién son mayores a 1.0, teniendo un proceso de lipogénesis adaptativa al

tratamiento de ayuno intermitente.
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Conclusioén

Se encontré que después del ayuno intermitente de 10 dias, hay diferencias entre
grupos de condiciones de ayuno intermitente, ad libitum, y ayuno de una ocasién o
agudo. No hay una ganancia de peso con el tratamiento de ayuno intermitente debido
a la disminucién de la ingesta caldrica en comparacion con condiciones ad libitum; el
nivel de expresion génica de las enzimas claves de la gluconeogénesis (PEPCK vy
G6Pasa) es 40% mayor después de un ayuno agudo en comparacion con ad libitum,
pero disminuye después del tratamiento de ayuno intermitente, sin encontrarse
diferencias con ad libitum; el nivel de proteina de PEPCK aumenta 80% en ayuno
agudo en comparacion con ad libitum, y tiene una tendencia de aumento en ayuno
intermitente sin tener diferencias significativas con ad libitum; los experimentos de
actividad enzimatica demostraron que ambas enzimas tienen tendencias diferentes
entre ellas, indicando que la gluconeogénesis no tiene la misma tasa en sus

reacciones.

Los niveles de glucosa y glucégeno tienden a disminuir en condiciones de ayuno
(agudo o intermitente) en comparacion con ad libitum y, a aumentar en condiciones

de alimentacién en comparacién con su par de ayuno.

El coeficiente respiratorio (RQ), un parametro que senala el tipo de sustrato. Los
valores obtenidos durante alimentacion del grupo de ayuno intermitente indican que
se estan utilizando principalmente carbohidratos, y durante el ayuno, se estan usando

lipidos.

Perspectivas

e Cuantificar el piruvato y oxoalacetato, para conocer la direccionalidad de la
actividad enzimatica de la PEPCK.

e Evaluar si existe lipogénesis en ayuno intermitente mas largo.

e Cuantificar parametros hormonales como insulina, glucagon, y corticosterona.

e Cuantificar la zonacibn hepatica de la gluconeogénesis por
inmunohistoquimica.

e Evaluar si los efectos del ayuno intermitente de 10 dias, permanecen si se

restablecen las condiciones de acceso libre al alimento.
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