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Estado metabdlico en ratas bajo protocolos de restriccion temporal de alimento
Metabolic status in rats under time restricted feeding protocols
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Resumen

Los ritmos circadianos son cambios en diferentes procesos fisioldgicos que se repiten aproximadamente cada 24 h. Estos
ritmos se sincronizan a estimulos externos como los ciclos de luz-oscuridad y de ayuno-realimentacion. La temporalidad en la
alimentacion regula la ritmicidad metabolica a través de la comunicacion entre el cerebro y érganos periféricos resultando en
conductas anticipatorias al alimento para aprovechar de la mejor manera los nutrientes y asi, lograr la homeostasis energética de
los organismos. Sin embargo, aln no se conoce si la restriccion temporal de alimento requiere acompafarse de cierto grado de
restriccion cal6rica para sincronizar los ritmos metabolicos. En el presente trabajo analizamos indicadores del metabolismo
general en ratas en respuesta a protocolos de restriccion temporal de alimento, que involucran ciclos de ayuno-realimentacion,
con diferentes grados de restriccion calérica dependiendo de la ventana de tiempo de acceso al alimento. Los resultados indican
que la restriccién temporal de alimento re-sincroniza los ritmos metabdélicos independientemente del grado de ingesta calérica.

Palabras Clave:
Ritmo circadiano, metabolismo, restriccion temporal de alimento, restriccion calorica, ventana de tiempo, gasto energético,
coeficiente respiratorio.

Abstract

Circadian rhythms are 24-hour cycles that influence different physiological process. These rhythms are synchronized to
environmental stimuli such as light-darkness and fasting-refeeding cycles. The timely food access regulates the metabolic
rhythmicity through the communication among the brain and peripheral organs leading to food anticipatory behaviour to benefit
from the nutrients and accomplish energetic homeostasis. However, it does not know whether time restricted feeding
synchronizes metabolic rhythms only in the presence of a certain level of calorie restriction. In the present study, we analysed
metabolism indicators in rats under time restricted feeding protocols, that involved fasting-refeeding cycles accompanied by
different levels of calorie restriction according to the window of time of food access. Our results indicate that time restricted
feeding resynchronizes metabolic rhythms independent of calorie intake level.

Keywords:
Circadian rhythm, metabolism, time restricted feeding, calorie restriction, window of time, energy expenditure, respiratory
coefficient.

1. Introduccion metabdlicas necesarias para la homeostasis del organismo
(Schibler, 2015) (Mendoza, 2009). En mamiferos, el sistema

El sistema circadiano es una red altamente especializaday  circadiano esta conformado por un marcapasos central situado
jerarquica de relojes bioldgicos, que dirige y mantiene los  enel nlcleo supraquiasmatico (NSQ) ubicado en el hipotadlamo
ritmos biolégicos a través de la comunicacion y Yy osciladores o relojes periféricos, que son sincronizados por
retroalimentacion entre las vias neuroldgicas, enddcrinas y  estimulos ambientales (Atger etal., 2017) (Bass y Lazar, 2016)
(Bechtold y Loudon, 2013). EI NSQ es sincronizado
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predominantemente por los ciclos diarios de luz-oscuridad,
mientras que el ritmo ciclico de alimentacion es un potente
sincronizador de los relojes de 6rganos periféricos (Tahara y
Shibata, 2013) (Carneiro y Araujo, 2012).

Los horarios de alimentacién son dictados principalmente
por un mecanismo de tiempo que involucra la disponibilidad
de alimento, el hambre, la saciedad y, en la sociedad moderna,
los habitos sociales (Asher y Sassone, 2015). En concierto, el
NSQ con otros relojes secundarios situados en regiones
hipotalamicas y del tronco cerebral, aseguran el control
circadiano de la ingesta de alimento en respuesta a sefiales
periféricas. Dentro de estas sefiales se encuentran hormonas,
nutrientes y neurotransmisores, que transmiten mensajes
ritmicos favoreciendo que, tanto el cerebro, como érganos
periféricos se sincronicen con el tiempo de alimentacion (Bujis
y Guerrero, 2017) (Bechtold y Loudon, 2013).

La conducta alimentaria desempefia un papel fundamental
en el procesamiento de los nutrientes y la homeostasis
energética del organismo. La interrupcion de las complejas
interacciones entre el sistema nervioso central y los 6rganos
periféricos ya sea por el desfasamiento en los horarios de
suefio-vigilia, de alimentacién e incluso dietas altas en grasas
y/o azlcares conducen a la desincronizacién de los ritmos
circadianos (cronodisrupcion), teniendo en consecuencia
efectos nocivos en la salud como trastornos metabdlicos
(Challet, 2019) (Marcheva et al., 2013) (Wang et al., 2012).

La restriccion temporal de alimentacion es una estrategia
gue asegura que los organismos mantengan ciclos regulares
diarios de ayuno-realimentacion y, en consecuencia, la
sincronizacion de los ritmos metabdlicos, incluso con retos
metabolicos como dietas altas en grasa (Panda, 2016).
Asimismo, diversos estudios realizados han demostrado que
proporcionar la alimentacion en un horario fijo del dia
(restriccién temporal) logra beneficios en el metabolismo
cuando es acompafiada de una ingesta hipocaldrica (restriccion
caldrica) (Mitchell et al., 2018) (Panda, 2016). Sin embargo,
no se conoce qué grado de restriccion caldrica se requiere para
lograr la sincronizacion metabdlica de los organismos bajo
protocolos de restriccién temporal de alimento. El objetivo de
este estudio fue comparar el estado metabdlico de ratas
mantenidas con protocolos de restriccion temporal de alimento
que involucran distintos grados de ingesta de calorias
utilizando dieta estdndar chow. Esta dieta es un alimento
balanceado comercial para roedores que provee las calorias
necesarias para una nutricion adecuada. Para esta finalidad,
grupos de ratas fueron sometidas a restriccién temporal con
acceso al alimento en diferentes ventanas de tiempo, lo que
implico distintos grados de restriccion calérica y se analizo el
metabolismo basal a lo largo de 24 h, en términos del gasto
energético 'y coeficiente respiratorio. El coeficiente
respiratorio permite conocer el tipo de nutriente o sustrato que
se est4 oxidando en el organismo como fuente principal de
energia. Se calcula midiendo el CO; producido respecto al O;
consumido (McClave et al., 2003). El gasto energético es
considerado como un proceso de produccion de energia
proveniente de la combustion de sustratos (hidratos de
carbono, lipidos, proteinas), en donde hay oxigeno consumido
(O2) y produccion de didxido de carbono (COy), influenciado
por diversos factores como el peso, la edad, la talla y la
temperatura corporal (Quiroz, 2015).

2. Materiales y métodos

2.1. Protocolo experimental.

Ratas macho de la cepa Wistar que pesaban 150 g + 4.3 (~6
semanas de edad) al comienzo del experimento fueron
utilizadas para desarrollar los experimentos. Los animales se
colocaron en cajas individuales a temperatura ambiente (~22
°C), se mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad de 12:12 h
(encendido de la luz a las 08:00 h) durante un periodo de tres
semanas, con una semana previa de adaptacion y acceso a la
toma de agua a libre demanda. Todos los grupos fueron
alimentados con dieta estandar chow (3.02 kcal/g, 5001
Rodent diet, LabDiet, St. Louis, MO). Debido a que las ratas
son animales de habitos nocturnos su principal actividad de
alimentacion la llevan a cabo durante la fase de oscuridad, por
lo que los protocolos de acceso al alimento se realizaron
durante el periodo de luz para poder observar los efectos
sincronizadores de la restriccion temporal de alimento y
diferenciarlos de los efectos de la luz-oscuridad, conservando
este estimulo en los experimentos. Las ratas se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos (4 ratas por grupo) de acuerdo con
el protocolo de restriccion temporal de alimento como se
describe a continuacion: con acceso al alimento por 2 h (RA2),
5 h (RA5), 7 h (RA7) y un grupo con alimentacién a libre
demanda o ad libitum (AL) (Fig. 1). Paralelamente, se tuvieron
grupos de 4 ratas en cajas para medir la ganancia de peso.
Todos los procedimientos experimentales fueron realizados de
acuerdo con la guia institucional para el cuidado y uso de
animales en experimentacién biomédica, bajo estandares
éticos internacionales, y aprobados por el Comité de Bioética
del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (Portaluppi et al., 2008).

2.2. Calorimetria indirecta.

Los anélisis de calorimetria indirecta se realizaron utilizando
un sistema OxyletPro (Panlab Harvard Apparatus, Barcelona,
Espafia). Para este propdsito, los animales se colocaron en
cajas de acrilico individuales (Oxylet LE 1305 Physiocage,
PANLAB) en un ambiente de temperatura controlada (23 +
2°C). El consumo de O y la produccién de CO; se midieron
cada 12 min durante 72 h mediante un analizador de gases
(Oxylet LE 405, PANLAB) a un caudal controlado de 900
ml/min (Oxylet LE 400 -aire proveedor, PANLAB). El registro
se realiz6 durante 3 dias, de acuerdo con las instrucciones del
proveedor, y el analisis de datos utilizando el programa
Metabolism V 3.0 (Panlab Harvard Apparatus, Barcelona,
Espafia), que calculé automaticamente el cociente respiratorio
(RQ, por sus siglas en inglés de respiratory coefficient) como
la relacion VCO,/VO, y el gasto de energia en kcal/dia/kg0.75
como VO, x 144 x 3815 + 1232 x RQ (Weir, 1949). Durante
todos los procedimientos, las ratas tuvieron acceso al alimento
de acuerdo con su respectivo protocolo experimental.

2.3. Peso corporal de los animales

Para comparar la ganancia de peso de los animales, estos se
pesaron una vez a la semana antes del acceso al alimento
durante el protocolo de experimentacion y los datos se
registraron en una hoja de célculo.
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2.4. Ingesta de alimento

El peso del alimento se registr6 diariamente. La cuantificacion
del alimento consumido fue calculando la diferencia del peso
inicial menos el peso final resultando en el alimento
consumido en gramos Yy, posteriormente, convertido a kcal.

a) Peso inicial. Para cada caja, se proporcionaba el
alimento a las 12:00 h en todos los grupos a excepcion
de AL que tenia acceso libre al alimento.

by Peso final. El alimento se retiraba al terminar el
tiempo de experimentacion: a las 14:00 h para RA2, a
las 17:00 h para RA5 y a las 19:00 h para RAT7.

Para el grupo AL, la medicion se hizo por 24 h.

2.5. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico y la elaboracion de las gréficas se realizé
utilizando el programa Sigma Plot V 12.0 (Systat Software
Inc., San José, CA, USA). La distribucion de normalidad fue
determinada por la prueba de Shapiro-Wilk y los datos
mostraron  distribucion  paramétrica. Las  diferencias
significativas entre los grupos fueron determinadas por la
prueba de ANOVA de dos vias seguida de una prueba post-hoc
de comparacion de Tukey. Las diferencias con respecto al
grupo AL en el consumo de alimento fueron determinadas por
la prueba de ANOVA de una via seguida de una prueba post-
hoc de comparacién de Tukey.
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Figura 1. Esquema de los protocolos experimentales que indican el

periodo de acceso al alimento diario: por 2 h (RA2),5 h (RA5), 7 h

(RA7) y ad libitum (AL), bajo ciclos de luz/oscuridad 12:12 h. Los
protocolos se desarrollaron durante 3 semanas.

3. Resultados y discusion

3.1. Ingesta caldrica y efecto de los protocolos de RA en la
ganancia de peso.

Con la finalidad de analizar el impacto las diferentes
ventanas de tiempo de acceso al alimento se cuantificé el
consumo de alimento y el peso corporal en cada grupo
experimental a lo largo de las 3 semanas. El consumo de
alimento semanal aumenté paulatinamente conforme
avanzaban los protocolos, siendo significativamente mayor en
RA5 y RA7 que en RA2 a partir del final de la primera semana
(Fig. 2A). Al final de los protocolos el grupo RA2 consumié

50% menos calorias, mientras que RA5 y RA7 consumieron
respectivamente 25 y 22% menos calorias que el grupo AL.
Por lo que podemos concluir, que el protocolo de RA2
involucra tanto restriccion temporal del alimento, como
restriccion caldrica significativa. En relacion con los otros
grupos de restriccion temporal, la restriccion calorica fue
menor, y aunque la ventana de tiempo de acceso al alimento
fue mayor en RA7 que en RA5, su consumo calérico no fue
significativamente diferente, probablemente debido a que
ambos grupos llegaron a la capacidad maxima de la cavidad
gastrica en el tiempo de alimentacion.

El consumo calérico y la temporalidad en el acceso al
alimento tuvieron impacto sobre la ganancia de peso. Cabe
sefialar, que las ratas que conformaron los diferentes grupos se
encontraban en etapa de crecimiento, por lo que la ganancia de
peso es un parametro de gran utilidad para ver el impacto del
consumo caldrico. Como se puede observar en la figura 2B,
hubo una relacién entre la ganancia de peso y la ventana de
tiempo de acceso al alimento, es decir, a mayor tiempo de
acceso al alimento, mayor ganancia de peso. Aunque el grupo
RA5 y RA7 consumieron similar en términos de kcal, el hecho
de tener mayor tiempo disponible el alimento se asocia con el
mejor aprovechamiento del alimento para ganar peso corporal.
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Figura 2. Consumo de alimento y ganancia de peso durante las 3
semanas de los protocolos de experimentacion. Los resultados se
expresan como la media £ SEM. (A) Consumo de alimento de los
diferentes grupos en restriccion temporal de alimento (n=3); en AL se
representa el promedio de los dias 1, 7, 14 y 19, ya que no varia a lo
largo de las 3 semanas (n=4). P<0.01 a vs RA2, b vs RA5, ¢ vs RA7, d vs
AL. (B) Ganancia de peso de las ratas (n=4) P<0.05 a vs RA2, b vs RA5,
cvs RA7,d vs AL.

3.2. Efecto de los protocolos de RA en el metabolismo basal.

Con la finalidad de analizar los efectos de los distintos
protocolos de acceso temporal al alimento en el metabolismo
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general de los organismos, se cuantificé el coeficiente
respiratorio (RQ) vy el gasto de energia durante la segunda y
tercera semana de cada protocolo. Los grupos de restriccion
temporal de alimento presentaron un ritmo de 24 h del valor de
RQ, con el valor més alto previo o al inicio de la fase de
oscuridad, lo que se observd en todos los grupos
independientemente del consumo calérico (Fig. 3 A-C). El
mayor valor del ritmo de RQ (cercano a 1) se observo a las
20:00 hen RA2 y RA5 y alas 18:00 h en RA7, lo que significa
la utilizacion principalmente de carbohidratos como fuente de
energia, mientras que el valor mas bajo se present6 al inicio de
la fase de luz, indicando la utilizacion de lipidos como fuente
de energia. El grupo AL presentd un ritmo atenuado en el perfil
de 24 h del RQ, con un cambio de fase con respecto a los
grupos con restriccion temporal de alimento, es decir, el mayor
valor durante la noche se presentd en un horario distinto, a las
2:00 h, pero sin alcanzar el valor de 1 y menor valor a la mitad
de la fase de luz, lo que significa que utiliza principalmente los
lipidos en este horario (Fig. 3D).
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Figura 3. Coeficiente respiratorio (RQ) analizados individualmente en 2
ratas bajo los protocolos de (A) RA2, (B) RAS5, (C) RA7y (D) AL
durante 24 h. La barra gris muestra el periodo de oscuridad. rl-rata 1,
r2-rata 2. Los resultados se expresan como la media + SEM del registro
de tres dias.

En relacion con el gasto de energia en un periodo de 24 h,
los grupos de restriccion temporal de alimento presentaron un
ritmo robusto con el valor mas alto a la mitad de la fase de luz,
alas 14:00 h y el valor mas bajo al final de la fase de oscuridad,
a las 6:00 h (Fig. 4A-C). Mientras que el grupo AL mostrd un
cambio de fase en el ritmo, teniendo el pico a las 24:00 h y los
valores mas bajos durante la fase de luz en un periodo mas
extendido (Fig. 4D). Estos resultados indican que,
independientemente del consumo caldrico, la temporalidad en
el acceso al alimento confiere un cambio en el metabolismo
energético de las ratas.
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Figura 4. Gasto energético analizado individualmente en 2 ratas bajo los
protocolos de (A) RA2, (B) RAS5, (C) RA7 y (D) AL durante 24 h. La
barra gris muestra el periodo de oscuridad. rl- rata 1, r2- rata2. Los

resultados se expresan como media + SEM del registro de tres dias.

4. Conclusiones

La sincronizacion por la restriccion temporal de alimento se
pone de manifiesto cuando el acceso al alimento sucede
durante la fase de luz, siendo el alimento un estimulo
sincronizador potente aln en presencia de otro sincronizador
de luz-oscuridad.

Los resultados del presente estudio indican que la
restriccion temporal de alimento re-sincroniza el ritmo del
metabolismo general de ratas, independientemente de estar
acompafada de alta o baja restriccion calérica, lo que implica
un cambio en la utilizacion de sustratos como fuente de
energia, como parte de las adaptaciones que se llevan a cabo
para lograr la homeostasis metabélica del organismo.

La comunicacion entre el sistema nervioso central y los
organos periféricos en ambos sentidos es un area abierta de
estudio para tratar de entender los mecanismos que subyacen
al comportamiento de alimentacion y utilizacion de los
nutrientes para lograr la sincronizacién circadiana.
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