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1. RESUMEN

El reloj circadiano es un sistema enddgeno y autosustentable que anticipa y coordina la adaptacién
a las fluctuaciones ambientales diarias. Fallas en el sistema circadiano, forman parte de las
caracteristicas que subyacen a la obesidad y las enfermedades metabdlicas, junto con
concentraciones reducidas del metabolito NAD®, controladas por el reloj. En sincronia con estos
antecedentes, el aumento de los niveles de NAD®, estd emergiendo como una terapia para el
tratamiento de la obesidad inducida por la dieta y la diabetes tipo 2; sin embargo, alin se desconoce
el impacto de las fluctuaciones circadianas de NAD" en estos tratamientos. Usando un enfoque
cronoterapéutico, demostramos que la hora del dia determina la eficacia del NAD" como
tratamiento para la enfermedad metabdlica inducida por la dieta en ratones. Restaurar la oscilacién
circadiana del NAD" al inicio de la fase activa, revierte el aumento en el peso corporal, mejora la
tolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina y, restaura la expresion génica hepatica
relacionada con la respuesta inflamatoria y el metabolismo de lipidos. Por el contrario, imponer en
las concentraciones de NAD" oscilaciones en antifase, durante el inicio del periodo de descanso,
compromete gravemente estas respuestas beneficiosas. En particular, la sefializacion en la
deteccién de nutrientes hepaticos a cargo de mTOR, AMPK y AKT recupero su ritmicidad,
especificamente en ratones obesos tratados al inicio de la fase activa, mientras que permanecié
desregulada en ratones tratados al inicio de la fase temprana. Sorprendentemente, la
biodisponibilidad del NAD" aparecié como un potente sincronizador del reloj molecular hepatico,
reorganizando su fase de acuerdo con el momento en el que se otorgd la cronoterapia con NAD".
Juntos, nuestros hallazgos demuestran que la hora del dia es un determinante critico de los efectos
beneficiosos de las terapias basadas en NAD" y al mismo tiempo trazamos la estrategia basica de un

enfoque terapéutico basado en la cronobiologia.



2.INTRODUCCION

La vida es un sistema complejo que mediante eventos evolutivos ha desarrollado mecanismos
capaces de mantener el control y la regulaciéon de su medio interno, para que el conjunto de
procesos responsables de mantener la homeostasis, ocurran de modo adecuado [1] . Una de las
adaptaciones mas obvias en los organismos que habitan la tierra, es la capacidad de sincronizar sus
actividades a un ciclo de luz obscuridad con una duracién aproximada de 24 horas. Esta adaptacion
consiste en la modificacion de su ambiente interno, provocando fluctuaciones diarias en
comportamiento, aspectos fisioldgicos y bioquimicos, incluyendo la concentracion de muchos
metabolitos y hormonas, ademas de cascadas ciclicas de expresién génica que se dan también en
periodos de 24 horas.

Los fundamentos que regulan la oscilacion ritmica de las constantes bioldgicas, nos
permiten comprender el funcionamiento de los organismos mediante un sistema que influye de
manera determinante en la organizacién de su operatividad, y que ademas posee la particularidad
de actuar a diferentes niveles de complejidad como el fisiolégico, el molecular y el epigenético,
pero no por separado, sino sincronizando estos universos a través de una misma red informatica
gue hace posible llegar a un punto en comun: la homeostasis del organismo, que no seria posible

de no estar bajo el control de un sincronizador maestro como el reloj circadiano.
2.1. Ritmos circadianos

Los ritmos circadianos regulan las oscilaciones de diversas variables bioldgicas en ciclos que poseen
una duracion de aproximadamente 24 horas que se encuentran acoplados al ciclo de luz oscuridad
[2]. Precisamente es esto lo que se denota en el origen del término “circadiano”, que proviene del
latin circa diem que se traduce como alrededor de un dia.

Debido a que el establecimiento de los ritmos circadianos se realiza tomando en cuenta su
ocurrencia con respecto al tiempo, las oscilaciones se caracterizan por los siguientes parametros: su
amplitud (diferencia entre los niveles maximos y minimos expresados en la magnitud adecuada
para la medicién del evento), la fase (la sincronizacién de un punto de referencia en el ciclo en
relacion con un evento fijo) y el periodo (el intervalo de tiempo entre dos puntos de referencia de
fase) [3] (Figura 1).

Ademds de los parametros antes descritos, existen propiedades que, en conjunto,

identifican a un ritmo circadiano como tal, y lo separan del resto de eventos bioldgicos. La
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autosustentabilidad es una de estas propiedades, y se refiere a la capacidad que posee un evento
biolégico para continuar siendo ciclico aun en ausencia de sefiales externas como el dia y la noche
[4]. Dicha caracteristica de expresiéon en los ritmos circadianos se denomina free running [5]. Cabe
mencionar que la falta de entrenamiento del ritmo circadiano por sefializadores externos, podra

causar alteraciones en su periodo, fase y amplitud [3].
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Figura 1. Las oscilaciones circadianas se ajustan a la funcion seno-coseno por lo que pueden estudiarse con propiedades de onda.

Al registro de una oscilacion circadiana puede medirsele el periodo (~24 h), la amplitud (cambio entre un estado y otro) y la acrofase
(punto en el que el ritmo llega al maximo). De esta manera, ajustando los parametros bioldgicos a estas propiedades de onda,
obtenemos valores que podemos estudiar. Por ejemplo, la acrofase se usa para ver cambios de magnitud entre el mismo tipo de ritmo
bajo diferentes condiciones, como la variacién de la secrecién de melatonina de un individuo sometido a jet lag con respecto a las
concentraciones estandar, caso en el que se observaria una amplitud disminuida con un periodo alargado, que provocaria un cambio de
fase.

Retraso o adelanto de fase P »

La persistencia de los ritmos en ausencia de un ciclo de luz/oscuridad, u otra sefial de
tiempo exdgena, indica claramente la existencia de un reloj biolégico interno. Por lo que otra
propiedad de los ritmos circadianos, es que son enddgenos con oscilaciones cercanas a las 24 h [6].
Ademads, estas oscilaciones pueden ser sincronizadas con respecto a factores medioambientales,
pudiendo ser entrenados por sefiales externas, como el ciclo de luz-oscuridad [7, 8].

Ademads de generar la oscilacion de diversas variables bioldgicas, el reloj circadiano es un
sensor de informacién ambiental, que permite a los organismos prever y adaptarse a los cambios
gue ocurren en su entorno. Asi, se desarrolla un sistema oscilante, que producira un fenotipo ciclico
en respuesta a indicadores especificos [9] que tiene la capacidad de coordinar temporalmente la
funciéon de diversos érganos y tejidos, asi como la actividad metabdlica [10]. El proceso de
entrenamiento circadiano es por lo tanto, critico para mantener el rendimiento humano normal, el
comportamiento del suefio y el equilibrio energético, al traducir sefiales exdgenas en mecanismos
intracelulares que aseguran las correspondencia del tiempo bioldgico con el tiempo cdsmico y

geoldgico [11]. De dichas sefiales se hablara a continuacion.



2.1.1. Sincronizadores o Zeitgebers

Dentro del campo de la cronobiologia, el entrenamiento se entiende como un conjunto de procesos
por medio de los cuales los ritmos biolégicos son ajustados o sincronizados por sefiales periddicas
gue provienen del exterior [12]. Sin embargo, Unicamente el periodo, la fase y la amplitud de estos
ritmos son modificadas, no su ocurrencia [13]. Las sefiales provenientes del exterior y que son
capaces de sincronizar los ciclos circadianos se denominan Zeitgebers [14, 15].

Tanto en animales como en plantas, el ciclo luz obscuridad es el zeitgeber dominante con
capacidad de sincronizar el sistema circadiano. Ademas de la sincronizacién debida a la exposicidn
luminica, la intensidad de la luz puede modular los periodos del ciclo cuando los organismos son
expuestos a luz constante. [16].

También podemos incluir la ingesta de la comida como un Zeitgeber. Esta sefial tiene la
capacidad de reorganizar el sistema circadiano, por ejemplo cuando los ritmos de alimentacion son
alterados. Cuando un periodo de ingesta, presente generalmente al inicio o la mitad del periodo de
actividad, es eliminado, se observa una disminucién de la amplitud en las oscilaciones de la
temperatura y el cortisol [17]. Por su parte, un retraso de entre 5y 6.5 h en el horario habitual de
alimentacion induce un corrimiento de fase en los niveles maximos de glucosa y leptina en suero,
producto de una clara tendencia para sincronizar los picos de concentraciéon de estos metabolitos
alrededor de la hora de ingesta [17-19]. Inclusive, el perfil de expresidn del gen Per2, que participa
en el control de los ritmos circadianos y del cual se hablard en capitulos posteriores, se vio alterado
en muestras de tejido adiposo proveniente de los individuos que participaron en este estudio [20].

Adicionalmente, la alimentacion restringida a una hora fija puede inducir un aumento
gradual de la actividad locomotora en ratones, la cual ocurre de 2 a 3 h antes de otorgarles
alimento [21]. A este fenémeno comportamental se le denomina actividad de anticipacién a los
alimentos (FAA por sus siglas en inglés), y denota la capacidad que posee la comida para fijar un
evento bioldgico ciclico por medio del entrenamiento [22].

El higado, cuya actividad metabdlica es esencial para mantener el balance energético, es
muy receptivo a los esquemas de alimentacidn restringida, con los que incluso puede ser entrenado
independientemente de las sefiales luminicas [23, 24]. Asi, los ratones a los que se les depletan los
genes Cryl y Cry2, que participan en la regulacion del reloj circadiano, exhiben un patrén de
alimentacion errdtico y pérdida de la ritmicidad en el metabolismo de los hepatocitos.
Asombrosamente, cuando estos ratones estan sujetos a un régimen de alimentacién y ayuno

ritmicos, varios pardmetros circadianos en el higado recuperan su oscilacion [25]



Otro zeitgeber aceptado en la ac tualidad es el ejercicio [26-30], y adicionalmente algunas
interacciones sociales también son consideradas un zeitgeber dentro de la teoria expuesta por
Ehlers, Frank y Kupfer. [31-33].

2.1.2. Componentes fisiolégicos del reloj circadiano en mamiferos

A nivel fisioldgico, el sistema circadiano de los mamiferos estd compuesto por relojes individuales
situados en diferentes drga nos y tejidos, que estan organizados dentro de un sistema jerarquico
(Figura 2) [34]. El nlcleo supraquiasmatico (SCN por sus siglas del inglés suprachiasmatic nucleus,
localizado en el hipotdlamo, alberga el marcapasos central y de mayor orden en la jerarquia de
osciladores. Su rol fue descrito a principios de la década de 1970 por medio de su lesién directa en
ratas, lo que produjo la abolicién de los ritmos circadianos endocrinos y conductuales en todo el
organismo [35].

El reloj central estad controlado por aproximadamente 20,000 neuronas que conforman el
SCN. Estas reciben las sefiales féticas percibidas por las células ganglionares de la retina, cuyos
axones forman parte del tracto retino hipotaldmico. La transmision sindptica entre las células
ganglionares y el SCN, es mediado por glutamato y PACAP (polipéptido de la adenilato ciclasa de
la pituitaria). Esta sefial neuronal incrementa la transcripcion de los genes Per1-3 (que da lugar a las
proteinas PER que contribuye a la regulacién de los ritmos circadianos y cuyo papel sera explicado
ampliamente en la seccidon 1.3) [36, 37]. Las células ganglionares de la retina producen el
fotopigmento melanopsina, responsable del entrenamiento por luz [38]. Ratones que carecen del
gen que codifica para melanopsina (Opn4), muestran una reduccion significativa en la amplitud de
la respuesta circadiana al ser estimulados por un pulso de luz al comienzo de la noche, lo que
evidencia la existencia de fotopigmentos especializados en respuestas a estimulos féticos no
visuales, como la sincronizacion circadiana [39].

Una vez que el estimulo luminico es recibido por el SCN, éste difunde la sefial a través de
factores sindpticos difusibles a diferentes regiones del cerebro y glandulas enddcrinas como la
pineal y suprarrenales [40]. Por ejemplo, a través de una conexién polisinaptica, el SCN garantiza
que la glandula pineal produzca melatonina de manera ritmica, con un pico de concentracién
durante la noche, para promover el suefio en animales diurnos. En condiciones naturales de luz-
oscuridad (LD), la luz azul suprime en gran medida la produccién de melatonina [41], y promueve la

produccion de corticosterona en la glandula suprarrenal [42].



2.1.3. Los relojes periféricos

Desde que Balsalobre et al. detectaron la transcripcion circadiana de genes controlados por el reloj
(CCGs por sus siglas del inglés Cclock-Controlled Genes) en hepatocitos y fibroblastos de rata [43],
se demostro que el reloj circadiano no era exclusivo de las neuronas supraquiasmaticas, sino que se
hallaba diseminado en diferentes tipos celulares y, en consecuencia, podia localizarsele en diversos
tejidos. Los ritmos circadianos persisten en pulmones aislados, higados y otros tejidos cultivados in
vitro, que no estan bajo el control del SCN [44] . Bajo esta premisa, se ha comprobado la existencia
de relojes periféricos en casi todos los tejidos del organismo [45].

En este sentido, el reloj central no fuerza el ritmo de los relojes periféricos, funciona mas
como un sistema de referencia para obtener una sincronizacién fina [23]. Los mecanismos
fisioldgicos subyacentes a esta coordinacion, incluyen sefiales emitidas por el SCN que acttan sobre

otras células nerviosas (sefiales neurales), o que se distribuyen a través de la sangre a otros érganos

(sefiales hormonales) [23].
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Figura 2. El reloj circadiano posee una estructura jerdrquica a nivel fisioldgico.

El nucleo supraquiasmatico localizado en el cerebro es sincronizado por estimulos luminicos que por medio de sefiales humorales y
neuronales ayudan a sincronizar el resto de los relojes periféricos localizados en diferentes 6rganos y tejidos. Sin embargo, la ingesta de
alimentos es un zeitgeber muy potente cuya sefial es recibida por érganos como el higado, el tejido adiposo y el pancreas. En conjunto,
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estas sefiales estimulan ritmos en la transcripcién de los genes, para acoplar al metabolismo a las necesidades particulares de cada
organo y tejido, ya que muchos de los genes transcritos ritmicamente (alrededor del 20% en higado), son proteinas que participan
activamente en el metabolismo. Inspirado de Bass and Takahashi, Science 2010.

Los relojes periféricos por lo tanto, tienen la capacidad de exponer ritmos que se acoplen a
sus necesidades particulares con respecto a sus demandas metabdlicas dentro del organismo,
sincronizandose con las sefales provenientes del exterior que sean mas significativas y poderosas
en el mantenimiento de su homeostasis (Figura 2). Por ejemplo, el intestino y el pancreas median
las respuestas a la ingesta de nutrientes y controlan la liberacién de factores de alteracion sistémica
mediante sus relojes locales. Un reloj circadiano en las células secretoras del intestino impulsa la
expresion ritmica de la proteina de transporte sodio-glucosa 1, en este caso el reloj promueve el
aumento en la captacion de glucosa previo a la ingesta de alimento [46]. Como resultado, el flujo de
glucosa desencadena la liberacion de incretina la GLP1 en el intestino que, junto con el efecto
directo de la glucosa en los islotes pancreaticos, promueve la liberacion de insulina. Asi en
respuesta a la hiperglucemia postprandial, el pancreas libera la insulina que reciben los tejidos
periféricos. Ademas, las células que conforman los islotes pancredticos modulan la exocitosis de
manera circadiana [47], por lo que la secrecion de insulina a través de este fendmeno posee un

componente circadiano robusto.

2.1.4. Componentes moleculares del reloj circadiano en mamiferos

En los ultimos afios, la cronobiologia ha experimentado un progreso remarcable en cuanto
a la descripcién de las bases moleculares del sistema del reloj circadiano. Se sabe que los ciclos
circadianos que se observan dentro del microcosmos celular son generados por osciladores
moleculares, basados en mecanismos autorregulados de transcripcién-traduccién que constan de
bucles activadores y represores interconectados. Las proteinas del reloj BMAL1 y CLOCK son los
activadores transcripcionales, los cuales constan de dos subunidades con dominio hélice-bucle-
hélice y pertenecen a la familia bHLH-PAS [48]. BMAL1 y CLOCK heterodimerizan y adquieren la
capacidad de reconocer secuencias consenso denominadas E-boxes, localizadas en la regién
promotora de los genes controlados por el reloj (CCGs), promoviendo de esta manera su
transcripcion [49] (Figura 3).

Entre estos CCGs, se transcriben los genes que codifican a las proteinas represoras de la
magquinaria del reloj, Per1-3 (Period1-3) y Cry1-2 (Criptocromol-2), que conforman la sefial negativa
del bucle de retroalimentacién. En ratones, el complejo CLOCK:BMAL1 es activado durante el dia,
provocando la transcripcion de los genes Pery Cry por la tarde y la subsecuente acumulaciéon de las

proteinas PER y CRY al inicio del periodo nocturno [50]. Las proteinas PER y CRY heterodimerizan en
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el citoplasma y son fosforiladas por las serina/treonina caseina cinasas 16 (CK18) y 1g (CKlg) [51],
promoviendo su translocacién al nucleo durante la noche, donde interactian con el factor de
transcripcion CLOCK:BMAL1 desestabilizando su unién en la cromatina, para de esta manera, inhibir
la produccion de transcritos que dependen del reloj molecular, lo que incluye la aboliciéon de sus

propios mRNAs [52] (Figura 3).

[ 1dia
2 M
(LI..I (g Tiempo circadiano
-2
=

Per Cry Rev-erb
Ny )
DA DA Ebox [ cces DA

\

CCGs

Figura 3. Bucle de retroalimentacion de transcripcién-traduccién central en el sistema circadiano de células de mamiferos.

El heterodimero BMAL1:CLOCK se une a las E-box promoviendo la transcripcién de los CCGs, como Pery Cry. Las proteinas PER y CRY
forman un heterodimero que actla sobre BMAL1: CLOCK para reprimir la transcripcion de los CCGs, lo que incluye a sus propios
mensajeros. Los receptores nucleares ROR y REV-ERB se unen a las secuencias RRE que se encuentra en el promotor de Bmall,
promoviendo o reprimiendo respectivamente, su transcripcion. Este bucle adicional robustece el sistema para que la transcripcion de los
genes controlados por el reloj suceda en ciclos de 24 horas. Inspirado de Tahara y Shibata, Nature reviews 2016.

A medida que la transcripcién de Per y Cry disminuye, se induce un decaimiento de las
proteinas a las que codifican. La vida media de las proteinas PER y CRY es relativamente corta, y
esta controlada por la via de las ubiquintina ligasas E3, que dirige a estas proteinas a su degradacion
proteosomal [53]. Una vez que la represion por retroalimentacion negativa es minimizada debido a
la disminucién del complejo represor, el factor de transcripcion CLOCK:BMAL1 reanuda un nuevo
ciclo de transcripcion a la mafiana siguiente.

Aunado a este bucle de retroalimentacion, el heterodimero CLOCK:BMAL1 también inducen
la transcripcion de los receptores nucleares REV-ERB-a/B (codificados por Nridl y Nrid2), quien
tienen la capacidad de inhibir la transcripcién de Bmall a través de la uniéon directa a un elemento

de respuesta RRE (Ror-Responsive Element) localizado en su promotor. Adicionalmente, el receptor



huérfano relacionado con el 4cido retinoico a /B /y ( RORa/B/y) compite con REV-ERB a/B por los
elementos RRE del promotor de Bmall para inducir su transcripcion [54]. Asi, el control ritmico en
la expresion de Bmall regula la activacion temporal del factor de transcripcién BMAL1:CLOCK, para
producir oleadas ritmicas de expresidn génica en un tiempo aproximado de 24 horas [55].

Aunque la regulacion transcripcional es fundamental para organizar el circuito de
retroalimentacién circadiano, las proteinas del reloj central también estan controladas por
multiples modificaciones postraduccionales (PTMs) que modulan su concentracion, actividad vy
localizacion intracelular [56], algunas de las cuales se detallan a continuacion.

2.1.5. Control postraduccional de los componentes moleculares del reloj circadiano

1.1.5.1. Fosforilacion

Uno de los mecanismos postraduccionales mejor estudiados en la regulacion del reloj circadiano de
mamiferos, es la fosforilacion de sitios especificos en las proteinas PER1 y 2. Esta se produce en los
residuos de serina, treonina y tirosina, y regula la estabilidad estructural de estas proteinas, asi
como sus interacciones proteina-proteina, proteina-ligando, su localizacién celular y su actividad.

La interaccién entre la caseina cinasa citoplasmica CKle y su homdloga CKI6 con PER2,
produce su fosforilacion en los residuos de Ser478 y Ser662 [57, 58] mediando su abundancia y
actividad, asi como su localizacién intracelular y degradacion en el proteosoma [59] (Figura 4).

La proteina caseina cinasa 2 (CK2) se asocia con PER2 y lo fosforila en el residuo Ser53 para
promover su degradacién sumandose a la sefial de CKle. Asi, mediante la regulacién en la
abundancia de PER2, CK2 ayuda a la modulacion fina de los ritmos circadianos, ajustando la
inhibicion del mecanismo molecular del reloj a ciclos de 24 horas. Debido a ello, la inactivacién de
CK2 produce un decremento en la amplitud y un incremento en el periodo de oscilacién en la
expresion de los genes controlados por el reloj. En contraste, su sobre expresion resulta en un
incremento en la amplitud y un acortamiento del periodo de los CCGs [60].

En cuanto a las fosforilaciones que sufren otros integrantes del mecanismo molecular del
reloj circadiano; se sabe que esta PTM ayuda a regular la actividad de CLOCK y BMAL1 como
factores de transcripcion. Por ejemplo, un estudio del mutante heterocigoto Clock/Clock*”, ha
revelado que la proteina CLOCKA19 estad hipofosforilada, lo que provoca una disminucién en la
efectividad de transactivacion de los genes que codifican a las proteinas PER [61]. Adicionalmente,
la version hiperfosforilada de CLOCK posee tiempos de vida mas largos, por lo que presenta

concentraciones nucleares mas altas que los de la proteina silvestre [62].



2.1.5.2. Ubiquitinacion
La ubiquitinacién es una PTM producida por la adicién de una o varias moléculas de ubiquitina en
residuos de lisina. Esta reaccién esta mediada por las ubiquitina ligasas.

Dentro de la regulacion del mecanismo molecular del reloj circadiano, la ubiquitinacion esta
ligada a la fosforilacién. En general, cuando las proteinas PER y CRY son fosforiladas, esta sefial
conduce al reclutamiento de FBXW1A, FBXL3 y FBXW11, componentes del complejo ubiquitina
ligasa E3, que promueven su poliubiquitinacion y las dirigen a su degradacién por la via del
proteosoma [63].
2.1.5.3. SUMOilacion
De manera similar a la ubiquitina, el polipéptido conocido como small ubiquitin-related modifier
(SUMO), es capaz de formar cadenas poli-SUMO mediante su polimerizacion sobre residuos de
lisina. Esta reaccidn es sintetizada por la proteina (SUMOQ2/3) y también se le ha asociado con la
regulacion del reloj circadiano [64]. La SUMOilaciéon de la Lys259 induce la ubiquitinacion de BMAL1
y aumenta su transactivacion y degradacion [65]; al igual que la SUMOilacion de la Lys67 y Lys851
de CLOCK en un modelo de células MCF-7 [66].
2.1.5.4. Acetilacion
La acetilacién consiste en la introduccion de grupos acetilo a residuos de lisina y, antagoniza con la
funciéon de ubiquitinacién y SUMOQilacién [67]. Sirtuina 1 (SIRT1), una desacetilasa dependiente de
NAD’, se une a las proteinas del reloj de manera circadiana y promueve la desacetilacién de PER2,
lo que lleva a su degradacién, al dejar multiples residuos de lisina libres que pueden ser blanco de
ubiquitinacion [68]. En fibroblastos embrionarios de ratéon KO para SIRT1, se observd una menor
amplitud de la oscilacion circadiana de los genes Arntl, Rory, Per2, y Cryl debido al aumento en la
estabilidad de PER2 [68].

Interesantemente, CLOCK posee actividad de histona acetiltransferasa (HAT) y ademas, es
capaz de acetilar a BMAL1 en el residuo Lys537, hecho que desencadena una serie de
modificaciones postraduccionales dependientes de CK2 y SIRT1 que influyen en la regulacién del
reloj circadiano [69].. Dichas observaciones han sido evidenciadas en un modelo de higado de
raton, en el cual también se indujo la expresion ectdpica de BMAL1(K537R), un mutante de BMAL1
que ve afectada su acetilacion. En dicho estudio se observé una disrupcion en la ritmicidad de los
CCGs controlados por el reloj enddgeno del higado [69], poniendo una vez mas en evidencia, que la
regulacion postraduccional de los componentes centrales del reloj molecular, es crucial para el

mantenimiento de la maquinaria circadiana (Figura 4).
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Figura 4. Modificaciones postraduccionales que regulan la estabilidad de las proteinas del reloj.

Este esquema resume algunas de las diversas modificaciones postraduccionales (PTM) que se ha documentado ocurren en las proteinas
del reloj circadiano y que afectan su funcién, estabilidad y localizacién subcelular. P, fosforilacion; Ac, acetilacién; Su, SUMOilacion y Ub,
ubiquitinacion.

2.1.6. Regulacion ritmica de la expresidn genética

Dado que la maquinaria molecular del reloj estd principalmente compuesta por factores de
transcripcion, programas especificos de expresion génica estan controlados por el reloj circadiano
en cada drgano vy tejido del cuerpo, conformando la base molecular de los ritmos fisiolégicos. En un
esfuerzo por dilucidar las conexiones entre el reloj molecular y los procesos biolégicos a los que
controla, se ha procedido a la caracterizacion de los genes que presentan ritmos transcripcionales a
lo largo de 24h.

En estudios realizados por RNA-seq filtrados con el algoritmo JTK_CYCLE [70], utilizado para
detectar patrones de oscilacion con periodos de 24h, un 16% de los transcritos codificantes en
higado (3186) mostraron un patron de oscilacién circadiana, siendo el érgano mas enriquecido en
CCGs. En el rifidn, pulmdn y el tejido adiposo pardo se detectaron entre un 8 y un 14% de
transcritos oscilantes, mientras que el corazén, el tejido adiposo blanco, el musculo y algunas
regiones del cerebro estan por debajo del 6% [71]. Interesantemente, se sabe que de todos los
genes codificantes, Unicamente los que componen al reloj central (Arntl, Nrid1, Nrid2, Perl, Per2y
Per3) y algunos CCGs (Dbp, Usp2, Tspan4 y Tsc22d3) muestran oscilaciones en todos los tejidos

analizados [71].
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De esta manera, el transcriptoma circadiano de cada dérgano posee una firma particular;
como lo muestra la expresion ritmica de Elovi3 (Fatty Acid Elongase 3), Elovl6 (Fatty Acid Elongase
6) y Fasn (Fatty Acid Synthase) en el higado, cuyo propdsito es regular la sintesis circadiana de
acidos grasos [72]; Myh1 (Myosin Heavy Chain 1),Ucp3 (Uncoupling Protein 3) y Atroginl (Muscle
Atrophy F-Box Protein) en el musculo, para inducir la contraccion y el mantenimiento estructural
[73]y, Slc2a2 (Solute Carrier Family 2 Member 2), Pdx1 (Pancreatic And Duodenal Homeobox 1) y
Kcnj11 (Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily ] Member 11) en el pancreas, quienes
controlan ritmicamente la secrecion de insulina [74].

Diversos estudios funcionales realizados a genes con oscilaciones circadianas muestran que
la regulacién ritmica de su expresién promueve la acumulacién simultanea de transcritos que
participan en la misma via metabdlica. Asi, la expresion en higado de los genes que codificana la
ATP citrato liasa (Acly) responsable de la biosintesis de Acetil-CoA; la Acetil-CoA Carboxilasa Alfa
(Acaca), que cataliza la carbonilacion de Acetil-CoA a malonil-CoA, y la sintetasa de acidos grasos
(Fasn), responsable de la sintesis de acidos grasos, acoplan su transcripcion durante el periodo de
ingesta [75].

La resolucion de los transcriptomas circadianos y la caracterizacion puntual de la fase en la
gue se producen algunos mRNAs de interés clinico, proporcionan una herramienta potencial para la
farmacologia. Por ejemplo las estatinas, una familia de farmacos que reducen el colesterol, inhiben
a la enzima HMG-CoA reductasa (HMGR). HMGCR alcanza su punto maximo de actividad durante la
noche; en consecuencia, las estatinas con vidas medias cortas mostraron una eficacia maxima
cuando se tomaron por la noche, es decir, cuando su gen diana estaba mas activo [76]. De esta
manera, la dilucidacién de los transcritos circadianos permite realizar estudios cronoterapéuticos
prospectivos, porque aportan informacién para maximizar la efectividad de ciertos farmacos
acoplando su administracién en momentos especificos del dia.

2.1.7. Regulacion epigenética de la transcripcién mediada por CLOCK:BMAL1

Aunada a la regulacién transcripcional y postraduccional, se conocen algunos mecanismos
epigenéticos que ayudan al control de la maquinaria molecular circadiana, los cuales incluyen la
modificacion de los residuos de lisina presentes en las colas amino terminal de las histonas
mediante la introduccién de metilaciones y acetilaciones [77].

Etchegaray et al. (2003) evidenciaron, mediante un estudio en higado de ratén, el
mecanismo que el reloj molecular utiliza para regular los ritmos circadianos a través de la

acetilaciéon de las histonas que controlan la expresion de Cryl y Perl/2. Describieron que la
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acetiltransferasa de histonas (HAT) P300 participa junto con el complejo CLOCK:BMAL, regulando la
acetilacién ciclica de la lisina 9 y 14 de la histona H3, que se encuentran en los promotores de los
genes Cryly Perl/2 [77]. Aunado a este hecho, se demostrd que la proteina CLOCK posee actividad
HAT, y que esta se ve aumentada al heterodimerizarse con BMAL1 al momento de unirse a su E-box
en la regién promotora de los CCGs [78].

Las deacetilasas de histonas (HDAC) son también importantes reguladores de los ritmos
circadianos mediante la eliminacién de los grupos acetilo de las lisinas en las histonas, lo que
permite la compactacién de la cromatina para impedir la entrada de la maquinaria transcripcional.
La proteina dependiente de NAD" SIRT1 es un miembro de la familia de las HDAC de clase I
llamadas Sirtuinas, que trabaja directamente con las proteinas del reloj. Mds concretamente, SIRT1
revierte la actividad promotora de la transcripcion iniciada por el complejo CLOCK:BMAL1
promoviendo la desacetilacion de las histonas [79], en contraposicion a la actividad HAT de CLOCK

(Figura 5).

Transcripcion de CCGs activa Transcripcion de CCGs inactiva

NAD* +

-t
(, NAD

amptT

AN
l—b

Namptiv
/\/\ Transcripcion
|_| de CCGs |

=

Transcripcion
de ccesf

Figura 5. Las fluctuaciones circadianas en los niveles de NAD+y la actividad de SIRT1 afectan la transcripcién de los genes controlados por el
reloj mediante la modificacién de marcas epigenéticas.

Cuando la actividad de SIRT1 es baja debido a la ausencia de su cofactor NAD+, MLL1 permanece acetilado, lo que promueve su actividad
y el aumento de la marca H3K4me3 en los promotores de los CCGs, estos eventos promueven el reclutamiento de BMAL1:CLOCK a la
cromatina, lo que favorece la actividad de HAT de CLOCK y el aumento de la acetilacién en H3K9 y H3K14, impidiendo asi el aumento de
la marca represiva H3K9me3 catalizado por SUV39H1, configurando cambios en la cromatina que potencializan la transcripcion de les
CCGs, entre los cuales se encuentra el gen de la NAMPT, la enzima limitante de la ruta de rescate en la sintesis del NAD+, provocando un
aumento de su concentracion. El aumento en los niveles endégenos de NAD+ promueve la actividad de HDAC de SIRT1 sobre CLOCK y
MLL1, provocando un descenso en la marca H3Kme3 vy la desacetilacion de H3K9 y H3K14, mientras que al desacetilar a SUV39H1,
provoca un aumento en su actividad y de la marca represiva H3K9me3. En consecuencia, la transcripcién de los CCGs desciende,
reduciéndose los niveles de NAD+ vy la actividad de SIRT1, lo que induce el regreso al ciclo en el que los modificadores de la cromatina
que promueven la transcripcion se encuentran activos.
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De manera indirecta, SIRT1 también posee la capacidad de regular la trimetilacion ciclica de
la H3K4 en promotores controlados por la maquinaria del reloj. SIRT1 desacetila los residuos de
Lys1130y 1133 de la metiltransferasa de histonas MLL1 de manera circadiana, quienes modulan la
actividad metiltransferasa de MLL1.  Estos ritmos de acetilacién/desacetilacién imponen
oscilaciones en los niveles de H3K4me3 en los promotores de los CCGs. [80]. De igual manera, la
histona metiltransferasa SUV39H1 de mamiferos es blanco de la desacetilacion de SIRT1 en el
residuo K266 de su dominio catalitico SET, activando asi su capacidad metiltransferasa, lo cual

resulta en el incremento de la marca H3K9me3 dependiente de la actividad de SIRT1 [81] (Figura 5).

2.1.8. Los ciclos circadianos y el metabolismo

La transcripcidn ritmica de genes que regulan procesos metabdlicos trae consigo varias ventajas a
los organismos. En términos de bioenergética, el reloj acopla los ciclos conductuales (suefio/vigilia)
y nutricionales (ayuno/alimentacion) para mantener la constancia fisioldgica durante el cambio
diario entre estos estados [82]. Como resultado, algunas enzimas que regulan pasos limitantes son
expresadas ritmicamente, presentando niveles maximos que coinciden con la disponibilidad del
sustrato y/o los requerimientos metabdlicos. Ademas, la expresion ciclica de las rutas metabdlicas
en las que participan estas enzimas ayuda a separar temporalmente procesos incompatibles,
impidiendo el sobrelapamiento del catabolismo y el anabolismo, lo que evita ciclos futiles.

En particular, en el se higado llevan a cabo un gran niumero de actividades metabdlicas, en
cuya regulacion participan los ciclos circadianos. Asi, la anotacion funcional del cistroma, el
transcriptoma y el proteoma circadiano hepdtico, muestran un enriguecimiento de reguladores
metabdlicos. En las siguientes secciones, se expondran algunos ejemplos de metabolismo
circadiano haciendo énfasis en el higado.
2.1.8.1. Metabolismo circadiano de la glucosa
Diversos reportes han demostrado que los niveles de glucosa en sangre periférica exhiben claras
oscilaciones circadianas [83-85]. En el caso del higado, la glucosa entra en los hepatocitos donde se
fosforila y se convierte a glucosa-6P para integrarse a tres principales rutas metabdlicas: la
glucdlisis, para la produccién de energia; la glucogenogénesis, para almacenar energia en forma de
glucdgeno, y en la ruta de las pentosas fosfato.

Durante el proceso de toma de glucosa circulante en la sangre por parte de los hepatocitos,
es esencial la expresidon del transportador de glucosa GLUT2, asi como de la enzima glucocinasa

(GCK), que fosforila a la glucosa, para inducir su metabolizacion. Ambas enzimas muestran ritmos
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diarios con niveles maximos que coinciden con los periodos de ingesta [86]. Asi, durante el periodo
de consumo alimenticio, la insulina activa la glucogenogénesis, a través de una cascada de
sefializacion que conduce a la inhibicidn de la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3), quien fosforila a la
glucogeno sintasa (GS) para inactivarla; promoviendo asi, la sintesis de glucégeno. GSK3 presenta
ritmos diarios de fosforilacién y actividad, y actUa sobre algunos componentes del reloj circadiano,
por ejemplo, afectando la estabilidad de REV-ERP [87].

Durante el ayuno, se presentan ritmos circadianos en la sefializacién del glucagdn que
influyen en el metabolismo de la glucosa hepatica. El glucagdn envia sefiales a través de su receptor
acoplado a la proteina G y a la adenilato ciclasa para activar a la proteina cinasa A (PKA), que a su
vez promueve la glucogendlisis y la gluconeogénesis para suministrar glucosa a los tejidos
periféricos [88]. La PKA activa a la proteina de unién al elemento de respuesta AMP ciclico (CREB)
mediante su fosforilacién, promoviendo su unién a los sitios CRE, que se encuentran en los
promotores de Perl y de genes gluconeogénicos como la glucosa-6-fosfatas (G6pc) y la fosfoenol
piruvato carboxicinasa (Pck1), estimulando asi su transcripcién [89].

Aunado a este hecho, estudios realizados en ratones, demostraron que CRY1 controla la
gluconeogénesis en el higado a través de la ruta cAMP/CREB. . Durante el inicio de la mafiana,
cuando los niveles de CRY son altos, la fosforilacion de CREB vy la transcripcion de sus blancos es
baja, ya que los individuos recién salen de su periodo de alimentacidn y no requieren la liberacién
de glucosa en sangre por parte del higado.Pero mientras avanza el dia y se agudiza el ayuno, los
niveles de CRY1 descienden y comienza la transcripcion de G6pc y Pckl, activando la
gluconeogénesis en el higado para surtir de glucosa los érganos periféricos [90]. La ruta metabdlica
gue sustenta dicho mecanismo, estd basada en la capacidad que CRY1 posee para interactuar con la
subunidad a de la proteina G, causando un cese en la produccién de AMPc estimulada por
glucagdn, provocando una baja en la actividad de PKA y en consecuencia de la fosforilacion de
CREB, lo que a su vez induce el descenso en la transcripcién de sus genes blanco [90]. Asi, el ritmo
circadiano de los niveles de proteina CRY1 forma una sefial para la respuesta del programa de
gluconeogénesis durante el ayuno (Figura 6).

Interesantemente, el ayuno prolongado también aumenta la proporcion de AMP/ATP vy
activa la cinasa activada por AMP (AMPK), que fosforila a CRY y lo dirige a degradacién
promoviendo la actividad de CREB [91]. En conjunto, esto sugiere un mecanismo en el que CRY1
actla como un punto de equilibrio entre las respuestas a corto y largo plazo al déficit de nutrientes

(Figura 6).
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Figura 6. La gluconeogénesis mediada por CREB esta regulada por CRY.

Las concentraciones de CRY1, regulan los cambios circadianos de la gluconeogénesis hepatica a través de la interaccion con la subunidad
a de la proteina G, que conduce a la regulacion temporal de la sefializacién del glucagén al regular la fosforilacion de CREB vy la
subsecuente transcripcién de los genes gluconeogénicos Gépcy Pck1. Inspirado de Panda y Hatory, Cell research 2010.

2.1.8.2. Regulacion circadiana del metabolismo de lipidos

El metabolismo lipidico esta intrinsecamente ligado al reloj circadiano. Debido a ello, puede
observarse una separacion temporal de su sintesis, transporte y catabolismo [92]. Estudios de
metabolémica realizados en plasma sanguineo humano, revelan que el 15% de metabolitos
despliegan oscilaciones circadianas, y que un 80% de estos componentes ritmicos son lipidos [93].
Dicha regulacion circadiana promueve una respuesta eficaz en el procesamiento de diferentes
especies lipidicas como los triglicéridos (TG) para asi adecuarse a las demandas metabdlicas
especificas, segun las necesidades energéticas del organismo [94].

Los TG representan la mayor fuente de almacenamiento y transporte de lipidos entre las
células y el plasma sanguineo [95]. La lipogénesis es la ruta principal que abastece al higado de TG.
La primera reaccion en llevarse a cabo, y que ademas limita el flujo su biosintesis, es la acetilacion
del glicerol-3-fosfato por la glicerol-3-fosfato acetiltranferasa (GPAT) para producir acido
lisofosfatidico (Alp). La enzima 1-acil-glicerol-3-fosfato-acetil transferasa (AGPAT), adiciona un acido

graso al Alp para producir fosfatidato, el cual es transformado a diacilglicerol (DAG) por la enzima
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fosfatidato fosfatasa 1 (PAP). Finalmente el DAG es convertido a TG por la diacilglicerol
acetiltransferasa (DGAT) [96] (Figura 7).

Durante el periodo de alimentacion, que se da durante la noche en ratones, los acidos
grasos que provienen de la dieta, se esterifican en forma de triglicéridos en el higado; debido a ello,
su sintesis esta acoplada a los periodos de ingesta para sincronizarla con respecto a la
disponibilidad del sustrato [97].

Acorde a lo anterior, la mayor parte de las enzimas que participan en la sintesis de TG,
poseen un patrén de acumulacion circadiano [72]. A la par, los niveles de mRNA de los genes que
codifican a estas enzimas también presentan oscilaciones circadianas. Gpat2 aumenta su
transcripcion durante el periodo nocturno, mientras que los mRNAs de Agpatl y Agpat2 poseen su
pico de acumulacion al ZT 16. A su vez, los mRNAs de Dgatly Dgat2 muestran sus niveles maximos
al ZT 12 y ZT 16, respectivamente [98] (Figura 7). Ademas, se sabe que las proteinas del reloj se
reclutan a los promotores o secuencias reguladoras de genes involucrados en el metabolismo

lipidico, en particular en la biosintesis de triglicéridos [99, 100]
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Figura 7. El higado suministra TG a los tejidos periféricos a través de su sintesis y transporte circadianos.
En los ratones, la transcripcion de los genes Gpat2, Agpt2y Dgatl se incrementa durante el periodo de alimentacién promoviendo la
sintesis de TG. Durante el periodo de ingesta, la energia proviene de los lipidos y otras moléculas que contienen los alimentos, por lo que
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la sintesis de TG es regulada positivamente provocando un aumento en el contenido de TG hepatico que se ve reflejado en el periodo de
ayunoy es exportado a tejidos periféricos como el muscular y adiposo.

Una vez que la sintesis de TG alcanza su cénit durante el periodo de ingesta, un importante
reservorio de triglicéridos se acumula en el higado, alcanzando su concentracién maxima al ZT 8
[98]. Durante el ayuno, estos TG son transportados en forma de VLDL al corazén, musculo vy
cerebro, contribuyendo a la exportacién de grasas que se lleva a cabo principalmente por el tejido
adiposo. Interesantemente, estudios de lipidémica realizados en higado de ratén mostraron que un
17% de lipidos, en particular los triglicéridos, poseen un patrén de oscilacidn circadiano [72]. .

Cabe mencionar que algunos reguladores maestros del metabolismo lipidico como PPARYy,
PGClay SREBP1 presentan patrones ritmicos de expresion en el higado [101], y que alteraciones en
la actividad de la proteina CLOCK resultan en una acumulacion irregular de intermediarios y
productos del metabolismo lipidico en el higado [102], lo que también se observd en animales a los
gue se les depletd el gen Per2 en este 6rgano[103], evidenciando alin mas la intrinseca relaciéon que
existe entre el metabolismo de lipidos y el reloj circadiano.
2.1.8.3. Interconexion entre ciclos circadianos y metabdlicos: el NAD* como ejemplo paradigmdtico.
Un gran nimero de metabolitos oscilan de manera circadiana, entre los que resalta la nicotinamida
adenina dinucleétido o NAD'. Esta molécula juega un papel bien conocido como aceptor de
hidrogenos en diversas reacciones catalizadas por enzimas oxidoreductasas implicadas en el
metabolismo intermediario, dando lugar al NADH que proporciona poder reductor a la cadena de
transporte de electrones [104]. Sin embargo, los roles del NAD" se han ampliado mas all4 del papel
gue juega en las reacciones de oxido-reduccién, ya que también actla como cofactor de una amplia

+n

gama de enzimas “consumidoras de NAD™”, como las Sirtuinas, Poli(ADP-ribosa)polimerasas y las
ADP-Ribosa sintetasas (de las cuales se hablard mas adelante en este capitulo) [105].

Para que las funciones dependientes del NAD" se puedan llevar a cabo, la célula asegura su
biodisponibilidad a través de dos ejes biosintéticos, el de novo y la ruta de salvamento [106]. La
biosintesis de novo comienza con el consumo de L-Triptéfano a través de la dieta [107]; éste se
convierte a N-Formilquinorenina, mediante la accidon enzimatica de la indoleamina 2,3-dioxigenasa
(IDO) o la triptdfano 2,3-dioxigenasa (TDO) [108]. En los mamiferos, TDO es la enzima principal que
contribuye a la biosintesis de novo de NAD" en el higado. En tejidos extrahepdticos, el IDO citosdlico
desempefia un papel importante, con una actividad mas alta reportada en pulmon, bazo e intestino

delgado [109]. Cuatro conversiones enzimaticas posteriores dan como resultado la formacion del a-

amino-B-carboximuconato-e-semialdehido (ACMS), compuesto muy inestable que se convierte
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de manera espontanea a acido quinolinico, que posteriormente se transforma en un precursor
directo del NAD" en forma de Hidroxi-nicotinamida mononucledtido (NMN-OH) por medio de la
enzima Quinolato fosforribosil tranferasa (QPRT) [107] (Figura 8).

Aunque el NAD" puede sintetizarse a partir del Triptdfano, su fuente principal dentro de la
célula proviene de la ruta de salvamento, que requiere la captacién de otros precursores del NAD*
como la Niacina o acido nicotinico (NA), la Nicotinamida ribdsido (NR) y la Nicotinamida (NAM).
Cuando el precursor se presenta en forma de NA su sintesis hacia NAD" sigue la ruta conocida como
ruta de Peiss-Handler, que se describe a continuacion. La enzima Nicotinato fosforribosiltransferasa
(NAPRT) cataliza su transformaciéon a NMN-OH para después ser convertido a Hidroxi-Nicotinamida
adenindinucledtido por medio de la enzima Nicotinamida mononucledtido adeniltransfrerasa
(NMAT1-3), para después ser convertido a NAD" por medio de la enzima NAD-sintetasa (NADSYN).
En el caso que el precursor sea NR, la enzima Nicotinamida ribdsido cinasa (NRK1-2), lo convierte a
B-Nicotinamida mononuclédtido (BNMN), al que también es convertida la NAM, pero en este caso
la reaccion es catalizada por la Nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPT). Una vez convertidos
estos compuestos a BNMN, las enzimas NMAT1-3 catalizan la reaccién a NAD" [106] (Figura 8).

Interesantemente, la enzima NAMPT y su producto el NAD" muestran oscilaciones
circadianas que estan reguladas por la maquinaria molecular de reloj en mamiferos[110].

Se sabe que los niveles de expresion del gen Nampt poseen una robusta oscilacion diurna
en el higado v el tejido adiposo de ratones, con un pico al comienzo del periodo nocturno, al ZT 12
[111].Estas oscilaciones transcripcionales imponen ritmos diurnos a los niveles de la proteina
NAMPT. Dichos patrones de oscilacién circadiana en la transcripcion de Nampt y la proteina a la
gue codifica, son eliminados por completo en ratones con el genotipo ClockA19 que expresan una
proteina CLOCK mutante y se ha observado que la ritmicidad del NAD" se ve interrumpida en el
higado de ratones ClockA19 y en fibroblastos embrionarios de ratén que carecen de la proteina
CLOCK, ademas de observarse una reduccion sistémica en las concentraciones de NAD" [112].

Por otro lado, ratone s deficientes de BMAL1, también exhiben una reduccién significativa
en los niveles de NAD" y del mensajero de Nampt en el higado. Interesantemente, se ha
demostrado que el heterodimero BMAL1:CLOCK se une ritmicamente a tres E-boxes presentes en la
regién promotora de Nampt, haciendo evidente que la expresidén de este gen estd a cargo de la

magquinaria del reloj circadiano [112].
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Debido a que el NAD" puede servir como cofactor, su biodisponibilidad a lo largo del ciclo
circadiano afecta a la actividad de diversas enzimas. En afios recientes, una familia de proteinas en
particular ha atraido la atencion en el campo de investigacion de la cronobiologia por sus
implicaciones en el metabolismo intermediario, el envejecimiento y el control del reloj circadiano.
La familia de las Sirtuinas estd compuesta por un grupo de desacetilasas/ADP-ribosiltransferasas
dependientes de NAD", a las que se les conocid inicialmente por regular el envejecimiento y la
longevidad en levadura, gusanos y moscas [113-115]. Los mamiferos cuentan con 7 ortélogos de
estas desacetilasas, de los cuales SIRT1 ha sido ampliamente estudiado. SIRT1 juega un papel
importante en la regulacion de metabolismo en respuesta a la disponibilidad nutricional en
multiples tejidos [116-118], al mediar respuestas a las sefiales nutricionales, particularmente en
casos de baja nutricién, como es el caso del ayuno y la restriccién caldrica [119].

Se sabe que SIRT1 muestra un patrén de oscilacién en su actividad enzimatica, mediante la
cual se regula de manera circadiana la desacetilacion de BMAL1 vy la histona H3, asi como su
reclutamiento al complejo CLOCK:BMAL1 en los promotores de los genes controlados por el reloj
[120]. Por otro lado, se sabe que una deficiencia de SIRT1 causa un aumento en los niveles de
expresion de Period2 tanto en fibroblastos embrionarios de ratdon como en el higado, ligando a
SIRT1 con los patrones de oscilacion de la expresidon de los CCGs [68]. Ademas, se demostrd que
SIRT1 desacetila a PER2 de manera circadiana, promoviendo su degradacion e influyendo asi en la

estabilidad de PER2 dentro del nucleo [121].
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Figura 9. Circuito de retroalimentacién formado por NAMPT/SIRT1 y la maquinaria del reloj molecular.

Mientras que CLOCK:BMAL1 comprenden una rama positiva del ciclo de retroalimentacion circadiana de transcripcion-traduccion, el
complejo de PER:CRY inhibe la transcripcion formando la rama negativa de este bucle. NAMPT/NAD"/SIRT1 comprenden otro bucle de
retroalimentacion integrado a la maquinaria circadiana con capacidad para intervenir en la regulacion ritmica de los genes controlados
por el reloj mediante la integracién de este "oscilador metabdlico".

Se propone que SIRT1 influye en la transcripcién de los CCGs mediante su interaccién con
CLOCK:BMAL1, modulando la producciéon de NAMPT vy la biosintesis de NAD", cuya biodisponibilidad
regularia de manera circadiana la actividad de SIRT1 [68, 112] (Figura 9). De hecho, se sabe que la
inhibicién de NAMPT por FK866, un potente inhibidor de esta enzima [122], anula la supresion
dependiente de SIRT1 sobre la transcripcion mediada por CLOCK:BMAL1 vy altera la oscilacién de la
expresion de los CCGs en hepatocitos primarios de ratén [110], lo que sugiere que la via impulsada

por NAMPT/NAD" modula la regulacién transcripcional circadiana en los mamiferos [123, 124] .
2.2. Sindrome metabdlico.

El sindrome metabdlico (SM) es una condicién clinica que se caracteriza por la aparicién de
amplias variaciones fenotipicas relacionadas con la obesidad, cuya incidencia se asocia a personas
con una predisposicién enddgena, en ocasiones predeterminada genéticamente y condicionada a
diversos factores ambientales, como la dieta y la actividad fisica [125]. El exceso de grasa y masa
corporal favorecen la aparicion de este sindrome [126].

Los individuos con SM, presentan una asociacién de problemas de salud crénicos que
aparecen secuencialmente o de manera simultanea, por lo cual es considerada como una condicién
multifactorial. La resistencia a la insulina se considera uno de los factores mas relevantes en el
desarrollo de SM [127] sin embargo, existe un conjunto de anormalidades metabdlicas que
robustecen su establecimiento, tales como: diabetes tipo 2 (DT2) y dislipidemia [128], de las cuales
se hard una breve revision.

2.2.1. Resistencia a la insulina

La insulina es una proteina de ~6 kDa que se produce en las células b pancreaticas. Organiza la
captacion y almacenamiento de la glucosa, asi como el metabolismo de lipidos y proteinas. Su
sefializacion principal se da a través de la via de fosfatidilinositol 3 cinasa (P13K)/Akt; la cual se activa
por la unién de la insulina a su receptor (IR), un receptores de cinasas de tirosina compuesto por
dos subunidades a y dos subunidades b. Cuando la insulina se une a estas subunidades, provoca su
autofosforilacion y consecuente activacién, dando como resultado la activacion del sustrato del IR
(IRS) desencadenando asi el arco metabdlico PI3K-PDK1 y AKT que promueve la sintesis de
glucogeno y la captacion de glucosa. Cuando algunos de estos mecanismos falla, puede presentarse

resistencia a la insulina [129].
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La resistencia a la insulina (IR) es el mejor indicador del SM [129] y estd caracterizada por
una respuesta bioldgica atenuada ante niveles normales o elevados de insulina a nivel celular, lo
gue promueve un aumento en su secrecién, dando lugar al estado hiperinsulinémico caracteristico
en sujetos con IR. [130].

Los principales efectos negativos que se presentan ante una accién insulinica deficiente
son: La reduccién en la captacion de glucosa mediante el desfavorecimiento de la traslocacion de
los glucotransportadores GLUT1-4 a la membrana plasmatica de diversos tejidos; un desbalance
entre la sintesis de glucdgeno y su degradacién, reduccion del metabolismo oxidante de la glucosa,
aumento de la gluconeogénesis hepatica y un desbalance de la captacion y el almacenamiento de
grasa en diversos tejidos, principalmente el adiposo [131].

Si bien la captacién de glucosa en el higado no depende de la insulina, este érgano realiza la
eliminacion de aproximadamente el 30% de la de glucosa circulante en todo el cuerpo. Ademas, la
insulina regula procesos metabdlicos clave en la fisiologia hepatica [132]. El principal papel de la
insulina en el higado consiste en estimular la sintesis de glucdgeno durante el periodo de ingesta, a
la par que se inhibe la gluconeogénesis [133]. En caso de presentarse IR, estos procesos se ven
afectados, dando como resultado un aumento en la producciéon de glucosa a través de la
gluconeogénesis, como en el estado de ayuno; sin embargo, a diferencia del ayuno, la
hiperglucemia estimula la sobreexpresion del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) en el
higado, contribuyendo al desarrollo de fibrosis, como se ha comprobado en biopsias hepaticas de
pacientes humanos con IR [134] (Figura 10).

2.2.2. Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 (DT2) es una enfermedad crdnica caracterizada por altos niveles de
glucosa en sangre asociados a una incapacidad progresiva de las células B pancredticas para
compensar la resistencia a la insulina [135]. Las tensiones ambientales y fisiolégicas, como el
consumo de dietas altas en grasa, el aumento de peso, la inactividad fisica y la disrupcién de los
ciclos circadianos, pueden empeorar la resistencia a la insulina [136, 137]. A medida que las células
B del pancreas no logran compensar la resistencia a la insulina predominante, se desarrolla una
intolerancia a la glucosa y diabetes. Cuando la glicemia se mantiene elevada de manera
constitutiva, la funcién de las células B se deteriora adn mads, con disminucidn de la sensibilidad a la
glucosa y empeoramiento de la hiperglucemia. Se sabe que los islotes pancreaticos, reducen su

tamafio en pacientes diabéticos como consecuencia de la hiperglucemia [138].
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La morbilidad de la DT2 se relaciona tanto con la gravedad de la hiperglucemia como con
las consecuencias metabdlicas de la resistencia a la insulina. Los defectos primarios en la accion de
la insulina parecen estar en las células musculares y los adipocitos, con una translocacion alterada
de GLUT4 que da como resultado un transporte de glucosa mediado por insulina alterado [139]. En
el higado la sintesis de glucosa y la glucogenolisis, que aumentan durante el ayuno, no se suprimen
con la comida, por lo que el aporte de glucosa a la circulacién se mantiene elevado
constantemente, con el riesgo de llegar a niveles que producen dafio fisiolégico durante la ingesta
[140]. Los elevados niveles de glucosa circulante promueven la reaccion entre azlcares y otras
moléculas como las proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos, produciendo modificaciones por
glicosilacion que alteran la funcién de estos componentes bioldgicos, produciendo patologias como
el dafio renal [141] y la retinopatia diabética [142] entre otros.

2.2.3. Dislipidemia

La dislipidemia consiste en el aumento de la concentracién plasmatica de colesterol y lipidos en
sangre [143] y es una condicién estrechamente asociada al desarrollo del sindrome metabdlico
[144]. Las anomalias lipidicas asociadas con esta patologia se caracterizan por una elevada
concentracion de triglicéridos séricos en ayunas y un desbalance en la composicion de los
complejos macromoleculares responsables del transporte de grasa por todo el organismo,
conocidas como lipoproteinas [143]. De esta manera, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) que
transportan el colesterol que captan de los tejidos y érganos del cuerpo al higado, se encuentran
reducidas, al contrario que las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) cuya produccién en el
higado se sobre estimula [145]. Es importante resaltar que el desbalance entre la concentracién de
HDL y VLDL, es un patron que se correlaciona fuertemente con el riesgo cardiovascular, cuya
aparicion es uno de los principales riesgos que conlleva la dislipidemia [145].

Se ha reportado que cualquier condicidén que aumente el flujo de &cidos grasos libres
aumentara la produccion de VLDL, tal y como ocurre en estados de obesidad visceral, de resistencia
a la insulina y en DT2. En particular, la disrupcion en la sefializacion de insulina juega un papel
central en la regulacion del transporte hepatico de triglicéridos asociados a lipoproteinas de muy
baja densidad. Se sabe que la hipersecrecion hepatica de VLDL y la consiguiente
hipertrigliceridemia, asi como la disminucién de HDL circulantes se deben a las fluctuaciones
fisiologicas de la insulina como respuesta a los estimulos alimenticios; por lo que al afectarse la via
de sefializacion de la insulina se predispone a la hipersecrecién de VLDL [146]. En estudios in vivo,

se ha demostrado que una baja en la produccion del segundo mensajero fosfatidilinositido (3,4,5)
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trifosfato, que participa en la via de sefializacion de la insulina, conlleva al desarrollo de la

hipersecrecién de VLDL [147].
2.3. Sindrome metabdlico y ciclos circadianos

La creciente evidencia de estudios clinico-epidemioldgicos también sugieren que uno de los
principales cambios en el mundo industrializado que contribuye a la patogénesis del SM implica la
introduccién de luz artificial y el trabajo durante la noche [148]. En este sentido, el establecimiento
de conductas que promueven el desacoplamiento del reloj circadiano, como el aumento
generalizado de la reduccién voluntaria del suefio, el consumo de alimentos durante el periodo
nocturno [149, 150], la estimulacidon con luz artificial fuera del fotoperiodo [151, 152] vy la
administracién de farmacos que tienen como diana a los componentes del reloj [153] predisponen
al desarrollo de obesidad.

Ademads se ha observado que los trastornos comunes del comportamiento circadiano y del
suefio estan asociados con un aumento del hambre, una disminucién del metabolismo de la glucosa
y lipidos, asi como a cambios amplios en las sefiales hormonales involucradas en la saciedad [154].
Sorprendentemente, la obesidad y la alimentacion rica en grasa también afectan reciprocamente el
sistema circadiano en ratones, lo que indica que el metabolismo, los ritmos circadianos y
posiblemente el suefio estan interconectados a través de vias moleculares y conductuales
complejas [155]. Por lo tanto, pueden ponerse en marcha alteraciones en la homeostasis energética
asociadas con la obesidad en un contexto de alteracién circadiana. Por ejemplo, en ensayos de
interrupcion del suefio en humanos se observa una desregulacion metabdlica generalizada
relacionada a cambios de expresion en las proteinas del reloj causados por el aumento en la
metilacion de los promotores de Cryl y Perl en adipocitos que contribuyen al desarrollo del
sindrome metabdlico [156].

2.3.1. Mutaciones en la maquinaria central del reloj predisponen al sindrome metabdlico

En mamiferos se ha observado que la disrupcién en la sincronizacién de los ritmos circadianos
causada por la afectacién de los genes reloj tiene consecuencias directas en el desarrollo del
sindrome metabdlico, ya que el reloj molecular impone oscilaciones circadianas en enzimas
limitantes del metabolismo intermedio [157-159]. Por ejemplo, la fase de oscilacién en la expresién
de los genes de los islotes implicados en el metabolismo de la glucosa y la sefializacidn de la insulina
se retrasa en los ratones mutantes de Clock y Artl (denominacion alternativa para Bmall) [160].
Estas mutaciones también provocan una reduccion sistémica de la tolerancia a la glucosa [161], una

secrecién limitada de insulina y defectos de tamafio y proliferacién de islotes pancreaticos que
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empeoran con la edad [162], debido a que la interrupcion condicional del reloj pancreatico conduce
a alteraciones en la expresién de genes involucrados en su crecimiento y el ensamblaje de vesiculas
secretoras de insulina [163].

Por otro lado en adipocitos de ratén, la disminucion en la expresién de Clock causa
obesidad con pérdida de la ritmicidad circadiana en la expresién de adipocitoquinas y disminucién
de los niveles de adiponectina [164].

k29819 que expresan un factor de transcripcién CLOCK mutante

Los ratones con fenotipo Clo
dominante negativo, desarrollan un espectro completo de enfermedades hepaticas cuando se
exponen a una dieta alta en grasa, entre las que se incluyen esteatohepatitis y cirrosis [165], a la par
qgue exhiben niveles altos de TG en suero [166]. En consecuencia, la mutacion en el gen Clock
predispone a los ratones a un riesgo mayor de contraer sindrome metabdlico. Inclusive cuando
estos ratones son alimentados con dieta normocaldrica, muestran un ritmo de alimentacién diurno
muy atenuado, son hiperfdgicos, obesos y desarrollan hiperleptinemia, hiperlipidemia, esteatosis
hepatica, hiperglucemia e hipoinsulinemia. Ademas, la expresiéon de transcritos que codifican
péptidos hipotalamicos asociados con el equilibrio energético esta atenuada en estos ratones
mutantes [160].

Por otro lado, en modelos de ratones con fenotipo Cry1/2'/' y Rev-erba’ también se
cuenta con la evidencia suficiente para ligar la deficiencia de estos componentes del reloj al
desarrollo de SM.[167, 168].

En humanos, se han identificado tres haplotipos del gen CLOCK (rs4864548, rs3736544, y
rs1801260) junto con otros polimorfismos que afectan a la maquinaria del reloj y que predisponen

diferencialmente al desarrollo de sindrome metabdlico (Tabla 1).

Tabla 1. Polimorfismos en genes que controlan el reloj circadiano asociados con trastornos metabdlicos.

Gen SNPs Variacion Localizacién Patologia Referencia
rs10002541 T>C Cromosoma 4, intronico Diabetes [169]
rs12649507 G>A Cromosoma 4, intronico Ingesta alimentaria [170]
rs4580704 G>C Cromosoma 4, intrénico Diabetes, Enfermedades [171]
Clock cardiovasculares, niveles
alterados de HDL
rs3749474 C>T Cromosoma 4, 3-UTR Ingesta alimentaria [172]
Per2 rs7602358 G>T Cromosoma 2, intrénico Diabetes [173]
rs57875989 Deplecién/in Cromosoma 1, comienzo Diabetes [174]
Per3 sercion del gen
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rs11022775 C>T Cromosoma 11, intrénico Diabetes gestacional [175]

Bmall rs7950226 G>A Cromosoma 11, intrénico Diabetes gestacional
rs12315175 T>C Cromosoma 12, intrénico Diabetes [176]
vl rs8192440 A>G Cromosoma 12, intrénico Diabetes [177]
rs11605924 A>C Cromosoma 11, intrénico Diabetes [177]
cry2 rs2292912 C>G/T Cromosoma 11, intrénico Diabetes [176]

2.3.2. El consumo de HFD altera los ritmos circadianos a nivel molecular y fisioldgico

La relacién entre el reloj circadiano y el metabolismo es bidireccional, por lo que los procesos
metabdlicos pueden alterarlo, como lo muestran diversas investigaciones en las que se observan
disrupciones circadianas debidas a distintas intervenciones nutricionales (Figura 11).

Por ejemplo, ratones que generan obesidad por ser alimentados con una dieta de alto
contenido caldrico mostraron afecciones en la sincronizacion fotica del nicleo supraquiasmatico,
presentando alteraciones de fase en los ritmos normales de actividad y temperatura corporal. Estas
alteraciones incluyen un retraso en el reinicio de los ritmos conductuales y de temperatura corporal
después de la prueba de jet-lag, y una baja en la induccién de las vias de c-FOS y P-ERK tras
estimular mediante luz al nucleo supraquiasmatico [178], demostrando que la alimentacion rica en
grasa modifica la sincronizacién circadiana con la luz. Ademads, ratones alimentados con dieta alta
en grasa (HFD) presentan cambios en el periodo del ritmo de actividad locomotora y alteraciones
en la expresion y el ciclo de los genes centrales del reloj circadiano, los receptores nucleares que
regulan los factores de transcripcion del reloj y los CCGs involucrados en la utilizaciéon de energia en
el hipotdlamo, el higado y el tejido adiposo; lo que inca que el consumo de una dieta alta en calorias

altera la funcién del reloj molecular de los ratones [155].
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Figura 10. La dieta alta en grasa reprograma los ritmo circadianos.

Bajo una dieta normocaldrica se observa ritmicidad en la uniéon de CLOCK:BMAL1 a la cromatina, por lo que la produccién circadiana de
trascritos que intervienen en vias del metabolismo energético se mantiene, induciendo oscilaciones en el metabolismo de TG, sintesis de
glucoégeno vy glucosa, que favorecen la homeostasis energética a lo largo del ciclo suefio vigilia. La HFD desregula la unién de
CLOCK:BMAL1 a la cromatina, lo que irrumpe la produccién circadiana de genes reguladores del metabolismo energético, provocando
cambios de fase y amplitud o incluso la desaparicion de las oscilaciones circadianas de algunos metabolitos, al mismo tiempo que causa
un retraso en la sincronizacion inducida por la luz del ciclo suefio/vigilia.

Se sabe que los niveles de expresién del gen Nampt poseen una robusta oscilacion diurna
en el higado v el tejido adiposo de ratones, con un pico al comienzo del periodo nocturno, al ZT 12
[111].Estas oscilaciones transcripcionales imponen ritmos diurnos a los niveles de la proteina
NAMPT. Dichos patrones de oscilacién circadiana en la transcripcion de Nampt y la proteina a la
gue codifica, son eliminados por completo en ratones con el genotipo ClockA19 que expresan una
proteina CLOCK mutante y se ha observado que la ritmicidad del NAD" se ve interrumpida en el
higado de ratones ClockA19 y en fibroblastos embrionarios de ratén que carecen de la proteina
CLOCK, ademas de observarse una reduccion sistémica en las concentraciones de NAD" [112].

Probablemente una de las alteraciones mds significativas que induce la HFD, es la
remodelacién del transcriptoma circadiano. En higado, conduce a alteraciones en la expresion y
amplitud de los genes que controlan el reloj circadiano y de los CCGs involucrados en el control del
metabolismo; ademas altera el reclutamiento a la cromatina de BMAL1:CLOCK, reprogramando el
transcriptoma circadiano al suprimir las oscilaciones de algunos genes y generar oscilaciones de
novo, conduciendo a una profunda reorganizacidon de rutas metabdlicas y a la aparicién de
oscilaciones en uno de los reguladores centrales de la lipogénesis, PPARY, que contribuye al
desarrollo de obesidad e higado graso [111]. Estos efectos a nivel transcripcional se ven
acompafiados de una profunda reorganizacion del metaboloma circadiano, que afecta las
concentraciones de un gran nimero de metabolitos que presentan oscilaciones circadianas como
es el caso del NAD+ [180].
2.3.3. El desbalance metabdlico inducido por el decaimiento en los niveles de NAD*: Producto de una
dieta alta en grasa

La biodisponibilidad del NAD® a lo largo del ciclo circadiano es un potencial regulador
temporal del metabolismo, debido a que la variacién circadiana de su concentracion afecta a las
oxidorreductasas y a las enzimas consumidoras de NAD" (ADP- poli (ADP-ribosa) polimerasas, cADP-
ribosa sintasas y Sirtuinas) que lo utilizan como coenzima para llevar a cabo sus actividades
cataliticas [181].

Dada la naturaleza critica de las vias reguladas por la biodisponibilidad del NAD®, el

mantenimiento de los niveles de este cofactor es imperativo para el funcionamiento dptimo de los
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4rganos. El decaimiento en los niveles de NAD" estd estrechamente relacionado al consumo de una
dieta alta en grasa y al desarrollo de enfermedades metabdlicas como la obesidad [182], debido a
que la biosintesis de NAD" mediada por NAMPT estd severamente comprometida en los érganos
metabdlicos a causa del consumo de una HFD [183]. La disminucién del flujo de NAD" en la célula
provoca la irrupcion de una amplia gama de disfunciones metabdlicas que afectan el
funcionamiento mitocondrial, procesos de inflamacién, meiosis, autofagia, apoptosis y a los ritmos
circadianos [184-186]; por ello en los ultimos afios se ha colocado como un blanco terapéutico con

mucho potencial [187].

2.4. En NAD" como terapia para combatir patologias relacionadas al sindrome

metabdlico

El papel del NAD" como pieza fundamental del metabolismo ha experimentado un resurgimiento,
debido al reciente cumulo de evidencia que lo pone al centro de procesos clave como el
envejecimiento [188], el estrés y la toxicidad celular [188] y el sindrome metabdlico [189, 190].
Debido a ello se ha puesto énfasis en entender su biosintesis, su relacidén con efectores metabdlicos
y su papel como farmaco de interés clinico.

Mds alld de que se sepa que el NAD" es fundamental para mantener el correcto
funcionamiento del metabolismo celular, un balance adecuado en la biodisponibilidad de este
metabolito protege, en particular al higado, de la acumulacién de grasa, la aparicién de fibrosis y la
resistencia a la insulina [191-195]; asi como del desarrollo de patologias como higado graso no
alcohdlico (NAFLD) y esteatosis hepdtica no alcohdlica (NASH). Debido a estos antecedentes, el
incremento en los niveles de NAD" estd siendo utilizado como una estrategia para contrarrestar
estos estados patoldgicos (Figura 12).

Se han planteado diversas estrategias para aumentar las concentraciones de NAD®, por
ejemplo a través de la estimulacion de sus sintesis [106] mediante la manipulacién de enzimas
involucradas en su produccion, como se ha observado al inducir la sobreexpresion de NAMPT [196],
o potenciar su actividad con farmacos como el P7C3 [197]. Del mismo modo, la sobreexpresion de
NMNAT [198] y NQPRT [199] inducen aumentos en las concentraciones de NAD'. La ola mds
reciente de enfoques para estimular la produccién de NAD" se basa en el principio de prevenir el
escape de intermedios de la ruta biosintética NAD" por medio de la inhibiciéon farmacoldgica de la
enzima ACMS [200, 201].

Alternativamente, la suplementacidon con precursores de NAD" como la Nicotinamida, la

Nicotinamida ribdsido (NR) y el BNMN es eficaz in vitro e in vivo para aumentar la concentracién del
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cofactor en ratones e incluso en humanos [202-205]. El ribdsido de dihidronicotinamida se ha
reportado recientemente como otro precursor bioquimico de NAD®, que induce un aumento
consistente de sus concentraciones en mamiferos, lineas celulares y tejidos de raton [206].

El potencial del aumento en las concentraciones de NAD" se ha examinado en una variedad
de modelos preclinicos y entornos de enfermedad, algunos de ellos relacionados al sindrome
metabdlico [195, 207-209]. El suministro intraperitoneal diario de BNMN (500 mg/Kg) en un grupo
de ratones a los que se les indujo DT2 mediante el consumo de HFD, aumentd su tolerancia a la
glucosa, mejord su sensibilidad hepatica a la insulina y restaurd la expresién de genes que
mejoraron el estrés oxidante, la respuesta inflamatoria y el ritmo circadiano, en parte a través de la
activacion de SIRT1. Ademas, los niveles de NAD" y NAMPT muestran disminuciones significativas en
multiples érganos durante el envejecimiento, y el BNMN mejora la intolerancia a la glucosa y los
perfiles de lipidos en ratones con DT2 inducida por la edad. Estos hallazgos brindan informacién
critica sobre una posible intervencién nutricional contra la DT2 inducida por la dieta y la edad [183].

En particular, el aumento inducido en las concentraciones de NAD® ha mostrado ser
altamente efectiva para tratar trastornos hepaticos asociados con la obesidad. La NAFLD se
caracteriza por una acumulacién anormal de lipidos en el higado, que supera el 10% de su masa
total [210]; este incremento de acidos grasos generalmente esta provocado por una alimentacién
alta en carbohidratos [184-186], y se caracteriza por una funcién mitocondrial alterada, aumento
del estrés oxidante, inflamacion, fibrosis [211, 212] y una reduccién en los niveles de NAD" en los
hepatocitos [213]. En este contexto, la preservacion del contenido de NAD" intracelular, parece ser
un enfoque eficaz para prevenir la acumulacion de lipidos hepaticos. Asi, una vez establecido el
NAFLD se ha demostrado en modelos murinos que el aumento en los niveles de NAD" a través de la
administracién de BNMN atenua la fibrosis por un mecanismo que involucra la reactivacién de las
enzimas sirtuinas [214]. En un modelo animal de cirrosis producida por la agudizacién del NAFLD,
gue se caracterizé por dafio hepatico grave, inflamacion y fibrosis, se produjo una disminucion e
incluso en algunos individuos experimentales, se revirtié la progresion de la patologia [215] al
suministrar con fNMN.

El suplemento con NR en el alimento (400mg/peso/dia) de ratones alimentados con una
dieta hipercaldrica redujo significativamente el peso corporal de los individuos asi como los factores
que predisponen aldesarrollo de fibrosis *. También se observé un aumento del gasto energético
debido a la regulacion positiva de la B-oxidacidn en el musculo esquelético y el tejido adiposo pardo

[216] .
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El éxito obtenido en modelos animales, basado en el aumento de las concentraciones de
NAD" como coadyuvante de enfermedades metabdlicas ha sido robusto, por lo que actualmente se
desarrollan ensayos clinicos en humanos. Por ejemplo, en un ensayo clinico cruzado, aleatorizado y
doble ciego, en el que se evalud la suplementacién crénica de la NR en humanos, se determind una
tolerancia favorable a este compuesto, y la estimulacion eficaz del metabolismo de NAD" en
personas sanas, adultos de mediana edad y mayores de 60 afios. En este Ultimo grupo se reportd
una reduccién de la presién y rigidez arterial [217].

Es importante resaltar que en estas investigaciones, el suministro de NAD" es ad libitum y
no se relaciona con su pico de biodisponibilidad, sin embargo, actualmente se cuenta con evidencia
suficiente que indica la presencia de un didlogo entre la concentracién circadiana de NAD®, el
control de programas transcripcionales regulados por la maquinaria del reloj y los ciclos de
anabolismo-catabolismo, que promueven la activacién de vias metabdlicas particulares en
momentos especificos del dia para responder a los requerimientos energéticos del individuo.
Debido a ello, es importante caracterizar en un modelo de obesidad inducido por la dieta alta en
grasa, el efecto del suministro de NAD" en forma de cronoterapia, para asi poder dilucidar el
impacto que tiene su biodisponibilidad en el metabolismo intermediario y en la maquinaria del reloj
circadiano, asi como en el control transcripcional y la oscilacion de los CCGs, sobre todo de aquellos

que codifican a proteinas que desempefian un papel en la homeostasis energética del individuo.

Dislipidemia Tolerancia a Insulina

Dislipidemiajﬁ

-
sﬁcumulacién de lipidos y HfgadO graso

aumento de peso

Amplitud de genes
circadianos

‘7 Peso * Tolerancia a glucosa
Higado graso

Figura 11. Beneficios del aumento en los niveles de NAD®.

Las dietas altas en grasa disminuyen los niveles endégenos de NAD', la caida en las concentraciones de este metabolito esta relacionada
al desarrollo de patologias asociadas al sindrome metabdlico. El incremento inducido con la suplementacion de metabolitos como la NR,
el BNMN y la Niacina, revierten los efectos de la dieta alta en grasa frenando el desarrollo de enfermedades metabdlicas.
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3. ANTECEDENTES INMEDIATOS

La mutaciéon homocigota del gen Clock en ratones induce hiperfagia, obesidad, hiperlipidemia,
esteatosis hepatica, hiperglicemia e hipoinsulinemia contribuyendo asi al desarrollo del sindrome
metabdlico [160]. Aunado a este hecho, la inactivacion de Clock y Bmall suprime la variacion diurna
de glucosa vy triglicéridos, mientras que la gluconeogénesis es abolida por la deplecién de Bmall y
es disminuida en la ausencia de Clock [218], evidenciando que la perturbacién en el centro de
control del reloj molecular influya en el desarrollo del sindrome metabdlico. Por otro lado, también
se ha descrito el efecto que provocan las dietas obesogénicas como agentes modificadores de los
ritmos circadianos en mamiferos, alterando la expresién de los genes del reloj central como Clock,
Bmall y Per2 con una consecuente alteracion en las oscilaciones de CCGs como PPARa y PPARY
tanto en higado como en tejido adiposo de raton [155].

Por otro lado, investigaciones recientes revelan que la exposicion a dietas ricas en grasa vy el
proceso de envejecimiento comprometen la biosintesis del NAD" y consecuentemente, conducen a
la perdida de los ritmos circadianos, desencadenando estados patoldgicos como hipoxia y diabetes
tipo Il [219-222]. De la misma manera, la restauracion de los niveles de NAD® mediante aporte
nutricional constante puede revertir parcialmente este efecto negativo y mejorar el estado de salud
en ratones [221, 222]. Sin embargo, aunque las concentraciones de NAD" estdn controladas por el
reloj circadiano, no se han implantado los principios de su tratamiento como cronoterapia, ni
tampoco se ha dilucidado el efecto de aumentar las concentraciones de NAD" sobre sensores

metabdlicos especificos ni sobre el mecanismo del reloj circadiano.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de las multiples investigaciones que vinculan al sistema circadiano con el desarrollo y
tratamiento de patologias asociadas al consumo de una dieta alta en grasa, su integracion en la
practica clinica no esta consolidada. Es muy llamativo que pese a la efectividad demostrada del
NAD" para combatir obesidad, hiperinsulinemia, NAFLD, entre otros, estos estudios pasan por alto
el rasgo circadiano de su sintesis. En consecuencia, el impacto que tiene la oscilacién de su
biodisponibilidad en la eficacia de su suministro y en el mecanismo del reloj molecular bajo un
contexto de obesidad, continla en gran medida sin ser entendido. Por esta razén, descifrar como
afecta el control circadiano en la biodisponibilidad del NAD®, a la funcionalidad de diversos
mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de patologias asociadas a la obesidad, es
imperante. De este modo, evaluar los efectos del tratamiento con NAD" a distintas horas del dia
puede dar pistas muy valiosas que permitan aumentar su efectividad para modular el metabolismo
energético, robustecer los ritmos circadianos e incrementar sus efectos benéficos sobre la salud.

En el presente proyecto se define el impacto de los ritmos circadianos del metabolismo del
NAD" en el mantenimiento de la homeostasis de lipidos y glucosa, asi como en la ritmicidad diurna
de mecanismos moleculares que influyen en el control de la glicemia, dislipemia y esteatosis
hepatica. De manera novedosa, se desea comprobar si el NAD" suministrado al inicio de la fase
activa aumentara su efectividad en el tratamiento de la fisiopatologia de la obesidad inducida por la
dieta en mayor medida que cuando se le suministra al inicio del periodo de descanso, y como el
cambio de su biodisponibilidad circadiana impacta de manera directa al mecanismo molecular del

reloj hepatico.
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5. HIPOTESIS

La restauracion de la ritmicidad circadiana del NAD" por medio del aumento de su biodisponibilidad
al inicio del periodo de actividad en ratones con disfunciéon metabdlica asociada a la ingesta de
dieta rica en grasa, beneficiara la recuperacién de la fisiopatologia de la obesidad inducida por la
dieta. Este efecto estard mediado, al menos en parte, por una reprogramacién en la transcripcion
de genes que se evidenciard en las respuestas de cascadas de sefializacion intracelular especificas.
Contrariamente, elevar los niveles de NAD" a horas del dia que no serfan requeridos por el tipo de
metabolismo caracteristico de este tiempo circadiano, como seria el inicio de la fase de inactividad,
resultara menos eficaz en la correccion de la fisiopatologia de la obesidad inducida por la dieta,
debido a la reorganizacioén del reloj circadiano hepatico, quien funge como mediador para corregir

la disfuncidn metabdlica a través del NAD".

34



6. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la restauracion de la ritmicidad circadiana del NAD" y su aumento exdgeno en
antifase, sobre la fisiopatologia de la obesidad en un modelo de obesidad inducida por la dieta en
raton y descifrar los actores moleculares implicados.

6.1. Objetivos particulares

a) Generar un modelo de obesidad inducida por la dieta en raton

b) Restaurar las oscilaciones circadianas del NAD" en ratones obesos mediante intervencién
cronofarmacoldgica.c) Evaluar si tras la elevacion en las concentraciones del NAD®, se observan
mejoras metabdlicas en la patologia de la obesidad y determinar si estas estdn asociadas a la
intervencion cronofarmacoldgica a un tiempo circadiano en particular.

d) Evaluar el efecto de la restauraciéon en los ritmos circadianos del NAD" hepatico en la
transcripcion de genes del reloj y genes circadianos en higados de ratones con fenotipo obeso.

e) Dilucidar el impacto de la biodisponibilidad del NAD" en diversos sensores nutricionales como
AKT, AMPK y mTOR, para determinar si a través de esta relacién puede causarse un efecto
protector sobre las afecciones metabdlicas que provoca la obesidad.

f) Evaluar el suministro del NAD" en un ZT antifdsico al que se observa su biodisponibilidad habitual.
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7. METODOLOGIA

7.1. Esquema general de experimentacion

Grupo Dieta Tratamiento

Normocalorica
H F!

/711

ay

Alta en grasa

ay

Alta en grasa

ay

Alta en grasa

/T11

/T11

&

/123

AR 2
bl

0 8 11
Tiempo (semanas)

Figura 12. Esquema general de experimentacidn.
Cuatro grupos de animales fueron alimentados por 11 semanas con dieta normocalérica (CD) ¢ alta en grasa (HF, HFN y HFN23), a las 8

semanas se les aplicé solucién salina al ZT11 (CD y HF) 6 50 mg/Kg de NAD" al ZT 11 (HFN) 6 23 (HFN23).

36



7.2. Flujo de |a estrategia experimental

Induccion de un fenotipo obeso inducido por
la dieta en ratones C57BL/6)J

l

Suministro cronoterapéutico de 50 mg/kg de NAD" (ZT11 6 ZT23) 6 200 mg/Kg de NAM (ZT23) en ratones obesos

l

Seguimiento fisioldgico (Peso, prueba
de tolerancia a insulina y glucosa)

l

Obtencién de tejidosa los ZT 0, 6,12y 18

l

Andlisis de metabolitos y hormonas (leptina, insulina, TG y NAD®)

l

Cuantificacién de la expresién de
genes por gPCR y microarreglos

l

Analisis de proteinas y sensores
nutricionales (mTOR, AKT y AMPK)
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7.2. Ratones y dietas
Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J, alojados en la Unidad de Modelos Bioldgicos del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, en un ambiente de temperatura (24°C) y humedad
controlados (44%), con ciclos LD de 12:12.
A partir de las cuatro semanas de edad, los ratones pertenecientes al grupo control, se alimentaron
por diez semanas ad libitum con la dieta TD. 20185 Teklad global 18% protein rodent diet, en la que
el 18% de cada Kcal/g de alimento proviene de las grasas, 24% provienen de proteina y 58% de
carbohidratos. Por otro lado, una cohorte de animales de cuatro semanas de edad fue alimentada
ad libitum en las 10 semanas posteriores con la dieta rica en grasa TD. 160547 Teklad Custom Diet,
en la que el 53% de cada Kcal/g de alimento proviene de grasa, 15% provienen de proteina y 38%
de carbohidratos. Ambas dietas fueron personalizadas para igualar el contenido de fuentes
dietéticas de NAD" suplementando con 0.2% de triptdfano y 115 mg/kg de acido nicotinico. Para
mayores detalles de la dieta, consultese su composicién detallada en el apéndice A. La ingesta de
alimentos y el peso corporal se midieron una vez a la semana.

Todos los protocolos se implementaron de acuerdo a la normativa vigente del Comité
interno para el cuidado y uso de los animales de laboratorio, (CICUAL) del IIB, con el protocolo

aprobado para el proyecto con registro ID240.

7.3. Estandarizacién del protocolo de cronoterapia para aumentar los niveles de NAD"

Se suministraron dosis de NAD" (SIGMA-ALDRICH) correspondientes a: 800, 100, 50 y 10 mg/Kg de
peso, a un grupo de diez ratones de la cepa C57BL/6J via intraperitoneal al ZT 8, en un volumen
aproximado de 180 ulL, utilizando dos ratones por dosis. Adicionalmente se suministraron dos
individuos con 180 pL de solucidn salina de cloruro de sodio (PISA), que fue el vehiculo en el que se
disolvié el NAD". Los ratones fueron sacrificados 1 hora después del suministro con NAD* por medio
de dislocacién cervical. Se extrajeron higado, cerebro, tejido adiposo pardo, tejido adiposo blanco
inguinal y sangre, para que inmediatamente posterior a su recoleccién los tejidos fueran
preservados a -80°C hasta su uso.

Posteriormente se tomaron 100 mg de higado evitando su descongelacion para proceder a
la extraccién de NAD" y la cuantificacion de este metabolito por HPLC (como se detalla en la seccién
6.4) con la finalidad de determinar la dosis de NAD" mas adecuada para su incorporacion en la
cronoterapia. Se selecciond como dosis experimental la dosis minima que indujo un aumento

estadisticamente significativo de NAD" hepatico con respecto a los higados de control. Por lo tanto,
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para todos los experimentos, los ratones fueron inyectados via IP con 50 mg / kg de peso corporal /
dia de NAD * durante 20 dias al ZT 11 (una hora antes de apagar las luces) o al ZT 23 (una hora antes
de encender las luces).

En el caso de los individuos tratados con Nicotinamida (NAM), esta fue aplicada por via
intraperitoneal a los ZT 11 y 23 durante tres semanas, duplicando los pardmetros experimentales
del tratamiento con NAD®. Se inyectaron dosis de 200 mg/Kg de peso segun lo publicado en
reportes anteriores que demuestran un alza del NAD® en higado un ahora después de la

suplementacion intraperitoneal con NAM [223]

7.4. Extraccién de NAD" a partir de tejidos de ratén

Se tomaron aproximadamente 100 mg de tejido almacenado a -80°C, evitando su descongelacion.
El tejido fue trasladado a un tubo de ensaye sumergido en hielo donde se le agregé HCIO4 al 10%
en una proporcion 1:10 (peso de tejido: volumen de HCIO4 10%). La muestra fue homogeneizada
con una un Homogeneizador Polytron en intensidad 3 durante 1 minuto y se dejé reposar 15
minutos en hielo para posteriormente verter el homogeneizado en un tubo de 1.6 pL y centrifugar a
maxima velocidad (~22,000 g) a 4 °C por 5 minutos. Se recolectaron 1.2 mL del sobrenadante para
agregarles 0.4 mL de K2CO3 3M vy agitar en voértex vigorosamente. La mezcla fue mantenida en
hielo por 3 minutos para después centrifugarla a maxima velocidad (~22,000 g) a 4 °C por 5
minutos. Finalmente se recolectd el sobrenadante y se transfirid a otro tubo para ser almacenado a

-80°C hasta su lectura en HPLC.

7.5. Determinacion de las concentraciones de NAD" por HPLC de fase reversa

Las mediciones de NAD" se realizaron de acuerdo con Yoshino e Imai (2013) [79], con sutiles
modificaciones. Se procesaron 100 mg de tejido congelado en un volumen final de 2 ml de HCIO, al
10% con un homogeneizador Polytron (Kinematica CH-6010 Kiriens-Lu) y se centrifugaron a 13000
rom durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se neutralizé afiadiendo un tercio del volumen de K,CO3
3M vy se agitd con vortex. Después de 10 min de incubacion en hielo, las muestras se centrifugaron
a 13000 rpm a 4°C durante 5 min. El sobrenadante se diluyd al 30% con buffer de fosfato 50 mM
(3.85% de KH,P0O, 0.5 M, 6.15% de K,HPQO, 0.5 M, agua grado HPLC al 90% (v/v/v), pH 7.0, se filtro a
través de un filtro de 0.22 um vy se desgasifico). Se analizaron 50 pl de las muestras utilizando un
sistema de HPLC LC VL (Agilent) conectado a un detector de matriz de diodos. Los analitos se

separaron en una columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 de 4.6 x 150 mm, 5 um (Agilent p / n 993967-
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902). La fase movil fue corrida en gradiente se a un caudal de 1 ml/min y consistié en dos
disolventes: (A) tampdn fosfato 50 mM pH 6.8 y (B) metanol al 100%. La concentracion inicial de A
fue del 100%, la solucion se mantuvo en la columna durante 5 min y luego B se aumentd
progresivamente al 5% durante 1 min, se mantuvo al 5% B durante 5 min, seguido de un aumento
al 15% de B durante 2 min, se mantuvo al 15% B durante 10 min y se volvid a las condiciones
iniciales de 100% de A en 1 min, y se mantuvo al 100% A durante 6 min. EI NAD" se detectd usando
una longitud de onda de muestra de 261 nm y una longitud de onda de referencia de 360 nm. Se
utilizaron estandares adecuados, incluido NAD®, para la calibracién e identificacion del tiempo de
retencién/migracién de NAD" dentro de las muestras. El control del instrumento, la adquisicion de
datos vy el andlisis se realizaron utilizando el sistema Agilent ChemStation para LC, de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Los niveles de NAD" se cuantificaron basandose en el drea del pico

en los cromatogramas en comparacién con una curva estandar y se normalizaron al peso del tejido.

7.6. Prueba de tolerancia a glucosa

Se aplicé un ayuno de 12 horas previo al experimento. La glucosa basal fue determinada con un
glucometro ACCU CHEK active (ROCHE) tomando una muestra de sangre via caudal;
inmediatamente se procedid al suministro intraperitoneal de D-glucosa (SIGMA) en una dosis de
2g/Kg de peso disuelta en solucidn salina de cloruro de sodio (PISA). Los niveles de glucosa fueron

registrados a los 15, 30, 60 y 120 minutos. Este experimento se realizé al ZT 4 y 16.

7.7. Prueba de resistencia a la insulina

Se aplicd un ayuno de 5 horas previo al experimento. La glucosa basal fue determinada con un
glucometro ACCU CHEK active (ROCHE) tomando una muestra de sangre via caudal;
inmediatamente se procedid al suministro intraperitoneal de insulina humana recombinante (Eli
Lilly cat. HI0210) en una dosis de 0.6 Ul/Kg de peso disuelta en solucién salina de cloruro de sodio
(PISA). Los niveles de glucosa fueron registrados a los 15, 30, 60 y 120 minutos. Este experimento se
realizé al ZT 4 y 16. Al finalizar el experimento, los individuos fueron colocados inmediatamente en

contacto con su dieta respectiva

7.8. Determinacién de la concentracién de leptina en suero
Se utilizd el Kit comercial Mouse leptin ELISA (Crystal Chem No. 90030), que incluye una placa de 96

pozos, la cual fue activada mediante dos enjuagues con 300 ulL de buffer de lavado. Se dispensaron
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45 uL del diluyente para muestras en cada pozo y 50 pL del anticuerpo anti-mouse leptin (que se
provee listo para usarse). Posteriormente se agregaron 5 plL de la muestra de suero en una dilucion
1:5 [suero:diluyente para muestra] 6 5 pL de estandar de leptina. Para la preparacién de la curva
patrén se realizaron diluciones dobles seriales del estandar provisto por el fabricante, segin las
instrucciones en el protocolo del kit.

Posteriormente se incubd la placa durante toda la noche a 4°C. Pasado este periodo el contenido de
los pozos fue aspirado, para proceder a realizar cinco lavados utilizando 300 pL de buffer de lavado.
Posteriormente se colocaron 100 pL de la enzima anti-guinea pig 1gG, preparada segun las
instrucciones del kit, con la que se incubd durante 3 horas a 4°C.

Cumplido el tiempo de incubacién, se aspird el contenido de cada pozo y se realizaron siete
lavados utilizando 300 pL de buffer de lavado. Se adicionaron 100 pL por pozo del sustrato
enzimatico para el anticuerpo secundario, dejdndose reaccionar durante 30 minutos a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. La reacciéon fue detenida con 100 uL de H,SO, 1IN agitando
suavemente la placa. La absorbancia fue medida dentro de los 30 minutos posteriores al paso
anterior a 450 nm para sustraer estos valores a una lectura posterior de 630nm en el Synergy H1
microplate reader (BioTek). Las concentraciones de las muestras problema fueron determinadas

mediante la resolucion de la ecuacién de la recta determinada con la curva estandar.

7.9. Determinacién de la concentracién de insulina en suero de ratén mediante un ensayo de ELISA
Se utilizé el Kit comercial Ultra sensitive mouse insulin ELISA (Crystal Chem No. 90080) que provee
una placa de 96 pozos en la que se dispensaron 95 pL de diluyente para muestras. Posteriormente
se colocaron 5 plL de muestra o estandares dentro de los pozos designados. Para la preparacién de
la curva patrén se realizaron diluciones dobles seriales del estandar provisto por el fabricante,
segln las instrucciones en el protocolo del kit. Se incubd por 2 horas a 4°C.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se aspird el contenido de los pozos para ser
enjuagados utilizando 300 pL de buffer de lavado. Se adicionaron 100 pL de la enzima conjugada
anti-insulina y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se aspird el
contenido de los pozos y se aplicaron tres enjuagues con buffer 300 plL de buffer de lavado. A cada
pozo se le adicionaron 100 pL de sustrato para el anticuerpo secundario con el que se incubd
durante 40 minutos a temperatura ambiente aislando la placa de fuentes luminicas. La reaccién se

paré con 100 pL H2SO4 IN. 15 minutos después se registrd la absorbancia a 450 y 630 nm en el
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Synergy H1 microplate reader (BioTek). Las concentraciones de las muestras problema fueron

determinadas mediante la resolucidn de la ecuacién de la recta determinada con la curva estandar.

7.10. Determinacion de la concentracidn de triglicéridos a través de la oxidacion del glicerol

Con el objetivo de determinar la concentracién de triglicéridos en higados de ratdn, se recurridé a un
método colorimétrico basado en la oxidacién del glicerol utilizando el kit comercial Triglyceride
colorimetric assay (Cayman chemical_Item No. 10010303), que consiste en la hidrdlisis enzimatica
de los triglicéridos mediante la lipoproteina lipasa que da como resultado glicerol y acidos grasos
libres. La subsecuente oxidacién del glicerol se da mediante el acoplamiento de tres reacciones
enzimaticas: 1) El glicerol es fosforilado a glicerol-3-fosfato en una reaccién catalizada por la glicerol
cinasa 2) el glicerol-3-fosfato es oxidado por la glicerol fosfato oxidasa dando como resultado de la
reaccion dihidroxiacetona fosfato y H,0,, 3) el perdxido de hidrogeno resultante es utilizado como
sustrato de la peroxidasa para hacer reaccionar el H,0, con la 4-aminoantipina y la N-etil-N-(3-
sulfopropil)-m-ansidina (ESPA), dando como resultado la produccion de 4H,0 y quinoneimina, un
indicador colorimétrico que posee un pico de absorcién entre los 530 y 550 nm.

Para su medicién en suero se tomaron 5 L diluidos 1:5. Cuando la cuantificacion de
triglicéridos se realizd en higado, se trasladaron 75 mg del tejido a un tubo de 1.6 mL evitando su
descongelacion. A la biopsia fueron afiadidos 375 pL de NP40 (1X) con inhibidor de proteasas
cOmpleteTM (Roche 1183617000) en concentracion 1X. Posteriormente el tejido fue
homogeneizado por 30 segundos en el homogeneizador D1000 Handheld homogenizer (Benchmark
Scientific) en el nivel 3. Al término de la homogeneizacién se centrifugd a 10000g x 10 minutos a
4°C para posteriormente transferir el sobrenadante a un tubo nuevo inmerso en hielo. Se tomaron
20 ulL del extracto para ser diluido 1:5 [extracto:NP40 1X] y se adicionaron 5 puL de la muestra por
pozo. Tanto en la cuantificacion en suero como en higado, se dio inicio a la reaccién afiadiendo 75
ulL del mix de enzimas por pozo y se leyé a 540 nm en el Synergy H1 microplate reader (BioTek).

Para la preparacion de la curva estdndar se realizaron diluciones dobles seriales del

estandar provisto por el fabricante, segun las instrucciones del protocolo del kit.

7.11. Medicién de la temperatura rectal y por termografia
La temperatura rectal (n = 10 ratones y 3 réplicas técnicas) se registrd utilizando un termémetro
digital portatil (BIOSEB) cada 3 horas durante 24 horas. Para la adquisiciéon de termografia

infrarroja, los ratones se colocaron dentro de una caja acrilica en la oscuridad. Las imagenes
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térmicas se adquirieron en ZT 12 utilizando una cdmara compacta de bolsillo con sistema de
imagenes térmicas Inframetrics C2 (FLIR Systems) con una frecuencia de 9 Hz, sensibilidad térmica
<0.10 ° C, resolucién 80 x 60 (4800 pixeles) y rango de temperatura de 14 a 302°F (n = 4, con 3
repeticiones técnicas). El procesamiento de imagenes se realizd utilizando el software FLIR-Tools

(2020 FLIR® System:s).

7.12. Deteccidn y cuantificacidn de gotas lipidicas en tejidos mediante la tincién con rojo oleoso

La deteccion de lipidos totales se realizd por medio del lisocromo rojo oleoso (ORO), que es un tinte
soluble en grasa que tifie lipidos neutros y ésteres de colesterol sin provocar coloracién en
membranas bioldgicas [224]. Para ello, se tomaron aproximadamente de 3 a 5 mm cubicos de
higado evitando su descongelacion. La biopsia fue embebida en Tissue-Tek (Sakura_4583)
manteniéndola en hielo hasta que el Tissue-Tek solidifique. La temperatura del criostato se
mantuvo entre -20y -25°C, y se realizaron cortes de 10 um. Los cortes se montaron en una laminilla
previamente tratada con gelatina y se reservaron a —80°C hasta su uso.

Una vez preparadas las soluciones para la tincion (Véase apéndice B), las laminillas se
descongelaron 10 minutos a temperatura ambiente. Se enjuagaron con PBS 1X y se escurrieron
horizontalmente sobre una toalla hiumeda. Se fijé con paraformaldehido al 4% durante dos minutos
y posteriormente se enjuagaron con agua desionizada. Dentro de una cubeta de tincidn, las
laminillas fueron sumergidas en la solucién de trabajo ORO durante 5 minutos. Después las
laminillas se enjuagaron con agua desionizada hasta eliminar el exceso de tinte. La mitad de las
muestras tefiidas fueron reservadas para realizar la cuantificacién de lipidos acumulados, mientras
gue las repeticiones técnicas fueron contra tefiidas con Hematoxilina de Gill | durante 30 segundos
la cual fue aclarada con una solucién de litio 1:5 durante 3 segundos.

La cuantificacién de lipidos acumulados en el tejido se realizd por medio del software
Imagel utilizando las imagenes capturadas en un microscopio 6ptico bajo el objetivo de 20X [224]
dentro de las primeras 24 hr después de realizada la tincién con rojo oleoso. Se Fotografiaron un
minimo de 3 cuadros por cada una de las diferentes profundidades del tejido cortadas. Las
imagenes RGB fueron convertidas a escala de grises de 8-bits, utilizando el siguiente flujo de
comandos: Image - Type —> 8-bit, y posteriormente se ajustd el rango de pixeles en negro (rojo
oleoso) a tomar en cuenta para el analisis, para ello se siguid el flujo de comandos: Image - Type

— Threshold tool.
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Se cuantificd tamafio promedio de las gotas lipidicas, asi como su porcentaje de ocupancia
en la imagen por medio del siguiente flujo de comandos: Analyze - Analyze Particles. El analisis fue
realizado en un entorno de imagenes afiadidas por stack, para que fueran procesadas con los

mismos parametros de trheshold y del programa Analyze Particles.

7.13. Extraccién de RNA a partir de tejidos de ratén

Se tomaron aproximadamente 30 mg de tejido a los que se les afiadieron 0.5 mL de Trizol® Reagent
(TRIzol TM Reagent, Invitrogen, cat. no. 15596018) para ser homogenizados por 30 segundos
aproximadamente con el homogeneizador D1000 Handheld homogenizer (Benchmark Scientific,
D1000 homogenizer) en el nivel 2 dentro de un tubo de microcentrifuga de 2 mL. El homogenado
se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la disociacion completa del
complejo de nucleoproteinas. Posteriormente se afiadié 0.1 ml de cloroformo y se agitd
vigorosamente durante 15 segundos para posteriormente incubar a temperatura ambiente por tres
minutos. Transcurrido este tiempo, la muestra fue centrifugada durante 15 minutos a 12000 g a
4°C. Al finalizar el tiempo de centrifugacién la muestra se separd en tres fases: una fase inferior
color rojo, una interface y una fase acuosa superior incolora que constituyd aproximadamente el
50% del volumen total; la cual fue extraida por medio de una micropipeta inclinando el tubo a 45°C
y teniendo cuidado de no tomar la fase intermedia. Posterior al traspaso de la fase acuosa en un
tubo nuevo, se agregaron 0.25 mL de isopropanol agitando suavemente antes de incubar por 10
minutos a temperatura ambiente para después centrifugar durante 10 minutos a 12000 g a 4°C. El
sobrenadante fue desechado por decantacion dejando Unicamente el pellet de RNA, el cual fue
resuspendido en 1 mL de etanol al 75% y se agitd en vortex brevemente para posteriormente
centrifugar durante 5 minutos a 7500 g a 4 ° C. Se decantd el sobrenadante con una micropipeta y
posteriormente se dejo secar el pellet durante 10 minutos aproximadamente. El pellet resultante
fue resuspendido en 20 ulL de agua grado bilogia molecular (Corning® 46-000). La muestra se dej6 a
4 °C durante toda la noche para asegurar una resuspensiéon completa. Finalmente 2 uL de la
muestra fueron utilizados para cuantificar su concentracion en el NanoDrop (Thermo Scientific) y el

resto de la extraccion fue almacenada -80°C hasta su uso.

7.14. Sintesis de cDNA.
Se realizd utilizando el kit de sintesis de cDNA iScriptTM (Bio-Rad, cat. No 1708890). Se mezclaron

500 ng de ARN con 2 ul de 5X iScript Reaction Mix y 0.5 pl de la enzima iScript Reverse transcriptasa
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en un volumen de 10 pl. El termociclador (Axygen MaxyGeneTM II) se programé de la siguiente
manera: alineacion durante 5 min a 25°C, transcripcién inversa durante 20 min a 46°C e inactivacion

durante 1 min a 95°C. La reaccion se enfrié a 42Cy se diluyd a 5 ng / pl.

7.15. Cuantificacidn de transcritos por qRT-PCR

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10 ul, afladiendo 5 ul del reactivo Universal
SYBR Green Super Mix (Bio-Rad, cat. 1725121), 2.5 uM de primer forward y reverse y 7.5 ng de
cDNA por reaccion. El termociclador (Bio-Rad, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System) se
configurd en el siguiente programa: 30 s a 95°C seguido de 40 ciclos de 5sa 95°Cy 30 s a 65°C. La
amplificaciéon de un solo producto se verificd mediante un andlisis integrado de la curva de fusién
posterior al experimento. Los valores se normalizaron con respecto a los house keeping B2m y Thp.
Se utilizé la media geométrica para determinar los valores de Ct de los house keeping y se
calcularon los valores de expresién de los genes de interés utilizando la metodologia ACT. Las

secuencias de los primers estan disponibles en la Tabla 1 dentro de los apéndices.

7.16. Determinacion del radio mtDNA/nDNA en higado de ratén
Se utilizaron ~10 mg de higado para extraer el DNA por medio del Kit DNeasy© Blood & Tissue. La
biopsia fue colocada en un tubo de 1.5 mL y se le adicionaron 180 uL de buffer ATL para ser
homogeneizada con el homogeneizador manual Pellet pestles (SIGMA-ALDRICH). Se afiadieron 20
uL de proteinasa K [5%] y se incubé a 56°C durante 90 minutos, agitando cada 30 minutos. Se
afiadieron 4 pL de RNAsa A [100mg/mL] y se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente para
agregar una mezcla de 400 plL de etanol:buffer AL [1:1] y llevar al vortex por 15 segundos. Se
traslado la mezcla a una mini columna y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto. Se sustituyo el
tubo recolector por uno nuevo y se afiadieron 500 pL de buffer AW1 para centrifugar a 8000 rpm
durante 1 minuto. Se sustituyé el tubo recolector por uno nuevo vy se afiadieron 500 pL de buffer
AW?2 para centrifugar a 14000 rpm por tres minutos. Se colocé la columna en un tubo de 1.5 mLy
se adicionaron 100 pL de buffer AE, se centrifugd a 8000 rpm por un minuto previa incubacién a
temperatura ambiente durante un minuto. Se repitié el paso anterior depositando lo colectado en
el tubo de 1.5 al interior de la columna procediendo a la cuantificacién del DNA por medio de un
NanoDrop (Thermo Scientific).

Se realizd una reaccion de gPCR como se indica en el apartado 6.14 utilizando primers para

la cuantificacion de los genes S18 y mtCOX1 (véase Apéndice C para conocer la secuencia de los
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primers). Finalmente se calculé el nimero relativo de copias de mtDNA utilizando la siguiente

férmula: ACt= Ct (S18) — Ct (mtCOX1), por lo tanto: mtDNA=2ACt.

7.17. Perfil transcripcional de higados de ratén

Se prepararon muestras de ARN provenientes de higado para su andlisis por microarrays utilizando
nuestros procedimientos descritos anteriormente, con ligeras modificaciones. Brevemente, el ARN
total se extrajo primero con el reactivo TRIzol (Invitrogen), luego se limpid con RNeasy Mini Kit
(QIAGEN cat. No. 74106) de acuerdo con el protocolo de limpieza de ARN del fabricante. Los valores
de RIN (27.0) se validaron con un Bioanalyzer RNA 6000 Nano (Agilent). Los experimentos de
microarrays fueron realizados por la Unidad de Microarrays del Instituto Nacional de Medicina
Genodmica (INMEGEN, Ciudad de México) utilizando el ensayo Clariom™D para Mus musculus
(Applied Biosystems ™) en el sistema GenChip Scanner 3000 (Affymetrix). Los experimentos de
microarrays se realizaron por triplicado (n = 3 réplicas bioldgicas). El Clariom™D Array consta de un
catdlogo de 66100 transcritos, 214900 genes codificantes, 498500 exones y 282500 uniones de
empalme exdn-exén de Mus musculus. Las secuencias se asignan a la base de datos UniGene del
Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI). Los datos brutos fueron procesados vy
analizados por el software Affymetrix MAS 5.0. Los cambios de amplitud dependientes de ZT se
tomaron en cuenta solo si los cambios en los niveles de mARN eran de mas de 1.3 veces entre los
valores diurnos y nocturnos y poseian diferencias estadisticamente significativas (prueba t de
Student, P<0.05). Los genes que se expresaron diferencialmente entre las condiciones se
determinaron con una significacion estadistica en la prueba t de Student (P<0.05). Los analisis
funcionales se realizaron utilizando la herramienta “Compute Overlaps" para explorar la
superposiciéon con las bases de datos Canonical Pathways (CP), Procesos bioldgico de Gen Ontology
(GO:BP) y gen sets en MSigDB. La herramienta estd disponible en: https://www.gsea-
msigdb.org/gsea/msigdb/annotate.jsp, y estima la significancia estadistica calculando el FDR g-
value, andlogo al valor hipergeométrico del P-value después de la correccién para pruebas de
hipdtesis multiples segin Benjamini y Hochberg. El andlisis de enriquecimiento de conjuntos de
genes (GSEA) se realizd utilizando GSEA v. 4.0.3. [225] para determinar la puntuacién de
enriguecimiento de los conjuntos de genes que integran un set contenido en MSigDB v7.0111
[226], seleccionando el método de clasificacion Signal2Noise. El programa findMotifs.pl incluido
dentro del software HOMER [227] se utilizo para el descubrimiento y enriquecimiento de motivos,

buscando dentro de regiones gendmicas que van de 300 Kb corriente arriba a 50 Kb corriente abajo
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con respecto al sitio de inicio de la transcripcion TSS, buscando motivos con una longitud de 6 a 8
pares de bases. El enriquecimiento de motivos se calcula mediante findMotifs.pl utilizando el

método acumulativo de distribucion hipergeométrica.

7.18. Extraccidn de proteinas

Se pesaron alrededor de 30 mg de higado evitando su descongelacion. El tejido fue homogeneizado
con el homogeneizador D1000 Handheld homogenizer (Benchmark scientific) dentro de una
solucién de RIPA (ver la composicidon del buffer en el apéndice D), se agregaron 300 pL de buffer
por cada 10 mg de tejido. El buffer contaba con un coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas
en las siguientes concentraciones: cOmplete mini (ROCHE #11873580001) 1:25 v/v, PMSF 1mM,
Na3V04 1mM y NaF 0.5mM. El homogenado se incubd por 20 min. a 4°C, agitando en vortex cada 5
min. Se centrifugd a 13000 rpm durante 20 minutos a 4°C, para posteriormente rescatar el
sobrenadante, el cual se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones, y se guardd el

sobrenadante a -80°C hasta su utilizacién.

7.19. Cuantificacidn de la concentracién de proteinas por el método de Bradford.

Partiendo de una concentracion de 200 ug/uL de BSA disuelto en buffer de RIPA, se realizaron
diluciones seriadas de 6.4, 3.2, 1.6, 0.8 y 0.4 pg/uL de BSA, mas un blanco que contenia RIPA. En
una placa de 96 pozos se colocaron 200 pL de reactivo de Bradford (SIGMA #B6916), al que se les
adicioné 2 ulL de cada una de las diferentes concentraciones de albumina bovina antes expuestas,
para la realizacién de la curva patrén. Del mismo modo, 2l de la muestra problema fue también
adicionado a 200 pL de reactivo de Bradford. Se incubd en ausencia de luz por 10 min., para
finalmente llevar la placa a un lector de ELISA, en el que se registrd la absorbancia a 595 nm en el

Synergy H1 microplate reader (BioTek).

7.20. Determinacion del estrés oxidante mediante la cuantificacidon de grupos carbonilo en higado de
raton.

Se afiadieron 400 ulL de extracto proteico de higado de ratén en una concentracion de 0.5 mg/mL a
un tubo de 1.5 mL con 400 plL de 2,4-dinitrophenylhydrazina [10 mM en 0.5 M H3P0O4] (SIGMA-
ALDRICH), y pasados 10 minutos de incubacidn a temperatura ambiente evitando la exposicién a la
luz, se afladieron 200 uL de NaOH [6M]. Simultdneamente se prepard un blanco sustituyendo el

extracto de proteina por 400 pL de buffer de RIPA. Tras 10 minutos de incubacion, se procedié a
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leer en el espectrofotémetro bajo una absorbancia de 450 nm. El contenido de proteina con grupos
carbonilo (PCO) expresado como nmol de PCO/mg de proteina se calculd utilizando la siguiente
férmula: PCO/mg de proteina= [106(ABS450 nm/22000M-1*cm-1)/(mg/mL de proteina)].

7.21. Deteccion de proteinas por Western Blot

Las soluciones de carga para los inmunoblots se prepararon realizando concentrados de proteina de
2.5 pg/ulL afiadiendo buffer de Laemmli 6X (60 mM Tris HCl pH 6.8, 12% SDS, 47% glicerol y 0.03%
azul de bromofenol) a una concentracién de 1:6 [volumen total:buffer de Laemli 6X] y 1M DTT a
una concentracion de 1:20 [volumen total: 1M de DTT]. Previo a su uso inmediato, las proteinas
fueron desnaturalizadas exponiendolass a 98°C por 5 min en un thermoblock. Se prepararon geles
separadores con bis-acrilamida al 40% [37.5:1] a una concentracién del 5.5% para mTOR y
MTORSer2448; al 14 % para detectar 4EBP1. La acrilamida al 40% [29.1:0.9] se utiliz6 para la
preparacion de geles desnaturalizantes al 10% para la deteccién de p70 S6K, AMPK, Beclina-1,
pP90RSK, PPARY, SIRT1 y AKT. Mientras que se prepararon geles al 8% para detectar a ULK1 vy
RAPTOR. La proteina CEBPa fue corrida en un gel separador al 12%. El gel concentrador se prepard
con acrilamida al 40% [29.1:0.9] en una concentracion del 4% en todos los casos.

Se cargd cada una de las muestras, 20 ug para la deteccion de proteina total y 40 pg para la
deteccion de PTMs, pipeteando 12 ¢ 16 uL de la solucion de carga en cada carril, asi como el
marcador de peso molecular (PAGE Ruler Plus, Thermo Scientific #26619). La electroforesis se llevo
a cabo en una cubeta mini-PROTEAN Tetra system (BIO-RAD) con un voltaje constante de 100V
durante ~2h utilizando buffer de corrida (192 mM Glicina, 25 mM Tris base y 0.1% SDS). La
transferencia fue realizada a 40V durante toda la noche a 4°C con buffer de transferencia (192 mM
Glicina, 25 mM Tris base y 20% de metanol), hacia una membrana de PVDF Immobilon-P (Merck-
Millipore). Una vez finalizada la trasferencia, la membrana fue bloqueada con 5% w/v leche libre de
grasa, 1X TBS 0.05% Tween®©20 con agitacidn gentil durante 1 hora. Posteriormente, la membrana
fue lavada por 20 minutos con 1X TBS 0.5% Tween©?20 cambiando esta solucién cada 5 min. Las
membranas se incubaron a 4°C durante toda la noche con el anticuerpo primario. Los anticuerpos
primarios utilizados en este estudio fueron: Provenientes de Cell Signaling: PPARY (2443), AKT
(9272), Phospho-AKTSer473 (9271), AMPKa (5831), Phospho-AMPKaThr172 (50081), mTOR (2893),
Phospho-mTORSer2448 (5536), Phospho-p70 S6KThr389 (9234), Phospho-4E-BP1Thr37/46 (2855),
RSK1/RSK2/RSK3 (9355), Phospho-p90RSKSer359 (8753), REV-ERBa (13418), Raptor (2280),
Phospho-RaptorSer792 (2983), ULK1 (8054), Phospho-ULK1Ser555 (5869), Beclin-1 (3495), and
Phospho-Beclin1Ser93 (14717), diluidos 1:1000; de Santa Cruz: C/EBPa (SC-365318, 1:500); de
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Abcam: BMAL1 (Ab3350, 1:1000) y MTCO1 (Ab14705, 1:2000); de Alpha Diagnostics International:
PER2 (PER21-A 1:2000); de Bethyl Laboratories: CRY1 (A302-614A 1:1000); de Sigma: a-Tubulin
(T5168, 1:80000); de Genetex: GAPDH-HRP (GTX627408-01, 1:120000) y P84 (GTX70220-01,
1:1000). Los anticuerpos secundarios fueron Anti-rabbit 1gG (Cell Signaling, 7074, 1:150000 para
BMAL1, 1:10000 para PPARy y 1:80000 fpara el resto de las proteinas o Anti-mouse IgG (Sigma
18765, 1:80000) (ver apéndice D para ver la identificaciéon y las condiciones de dilucion de cada
anticuerpo).

Se lavaron las membranas con TBS-Tween 0.5% para eliminar el exceso de anticuerpo, y se
incubaron 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios anti-Rabbit-HRP o anti-
mouse-HRP, segln correspondiera (ver apéndice C). Finalmente se reveld la membrana por
guimioluminiscencia en el equipo Gel Logic 1500 Imaging System (KODAK) utilizando
Chemiluminiscent HRP Substrate (Millipore). Las bandas de las proteinas fueron cuantificadas por
densitometria utilizando el software Studio Lite Version 5.0 (LI-COR biosciences). De 4 a 5 réplicas

fueron utilizadas para la cuantificacion.

7.22. Inmunofluorescencia contra mtCOX1

Se incluyeron en Tissue-Tek (Sakura 4583) de 3 a 5 mm cubicos de higado congelado vy
posteriormente de realizaron cortes de 10 um manteniendo la temperatura del criostato de entre -
20 a -23 °C. Los cortes fueron montados en una laminilla previamente tratada con gelatina y se
reservaron a -80 °C hasta su uso. Tras retirar las laminillas de su almacenamiento, se colocaron a
T.A. por 5 minutos y se procedio a fijarlas con PFA 4% por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente se
lavaron con PBS pH 7.4 en agitacion constante por 10 minutos, para después ser lavadas dos veces
por 10 minutos con PBST 0.05% Triton-X100 en agitacion constante para proceder a su bloqueo
durante 1 h a T.A. con solucién de bloqueo (3% w/v BSA, 1X PBST 0.05% Triton-X100). Se diluyd el
anticuerpo primario con solucién de bloqueo y se incubo durante toda la noche a 4°C en agitacién.
Posteriormente el anticuerpo fue retirado con micropipeta y eliminado con 3 lavados de 10 minutos
en agitacion con PBST. Posteriormente se Incubo con anticuerpo secundario (1:1000 en solucién de
bloqueo) por 2 horas y se retird con 3 lavados de PBST por 10 minutos en agitacion, para después
incubar con DAPI (1:10000 en PBS pH 7.4) durante 5 minutos. Finalmente el DAPI de retiré con 2
lavados de 10 minutos en agitacién constante con PBS pH 7.4. Las laminillas fueron montadas con
medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, H-1000-10) y observados bajo el objetivo de

40X.
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7.23. Determinacidn de los perfiles de actividad motriz y conducta alimentaria

Los ratones fueron introducidos a un sistema de registro modelo OA Spad19-12 basado en
sensores infrarrojos capaces de monitorear la actividad ambulatoria y la conducta alimentaria, esta
Ultima por medio de la deteccién en la recurrencia de visitas al comedero. A los 11 dias de haber
sido introducidos se comenzé el suministro de NAD" al ZT 11 o 23, segun correspondiera hasta el
término del tratamiento. Los datos fueron recabados con el programa OASPAD20 y analizados con
el programa RhytmicAlly [228], un programa de cddigo abierto que corre en R y que permite

procesar y visualizar datos de naturaleza circadiana.

7.24. Extraccién de nucleo supraquiasmatico de cerebros de ratén
El ndcleo supraguidsmatico fue extirpado directamente de cerebros congelados de ratdn utilizando
unas tijeras pequefias de diseccion. Una vez obtenido el NSQ, se depositd en Trizol para proceder a

la extraccion de mRNA.

7.25. Andlisis estadistico

Todos los datos se presentan como la media * error estandar de la media. Los anadlisis estadisticos
fueron realizados aplicando analisis de varianza de dos vias (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey
para comparaciones multiples, excepto cuando se indique lo contrario en las leyendas de las
figuras. Las diferencias entre los grupos se calificaron como estadisticamente significativas con P <
0.05. GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.) y
Excel (Microsoft Office 360) se utilizaron para los andlisis estadisticos y la elaboracion de las
graficas.

La ritmicidad circadiana se evalué empleando CircWave version 1.4 6, CircWave usa una
regresién armanica lineal hacia adelante para calcular el perfil de la onda ajustada en un periodo de
24 h. La ritmicidad circadiana se confirmd cuando se rechazé la hipdtesis nula con respecto a la
amplitud, al ejecutar una prueba F que produjo un valor significativo (P < 0,05). Circwave
proporciond el cdlculo del centro de gravedad (CoG), que representa la acrofase de la curva, con

desviacion estandar.

50



8. RESULTADOS

8.1. Estandarizacion del suministro de NAD*

La biodisponibilidad del NAD" varia a lo largo del ciclo circadiano. Debido a que su patrén de
oscilacion puede alterarse como consecuencia de la exposicion a esquemas de alimentacion
hipercaldrica y al suministro exdgeno de NAD®, determinamos las condiciones necesarias para la
cuantificacion de las concentraciones hepaticas de este metabolito a lo largo de un periodo de 24
horas. Partiendo de un conjunto de 16 ratones BALB/c con aproximadamente 3 meses de edad y
alimentados con dieta normal, se constituyeron cuatro grupos de cuatro individuos cada uno, los
cuales fueron sacrificados mediante el método de dislocacién cervical al ZT 0, ZT 6, ZT 12 y ZT 18 (N

= 4). Inmediatamente a su sacrificio se extrajo NAD" hepatico y se cuantificd por HPLC (Figura 13A).
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Figura 13 . Concenraciones hepéticas de NAD" en las pruebas de estandarizacion.

(A) Niveles circadianos de NAD+ a lo largo de un periodo de 24 horas (Por cada ZT N = 4 replicados bioldgicos N = 3 replicados técnicos).
(B) Aumento de las concentraciones hepaticas de NAD+ tras el suministro de diferentes dosis con dicho metabolito (N = 2 replicados
bioldgicos, N = 3 replicados técnicos por dosis). Las barras de error representan el error estandar. Los datos fueron analizados con
ANOVA de una via con el post hoc test de Dunnett para comparaciones multiples (a=0.05). *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

Se detectd un aumento estadisticamente significativo de la concentracién de NAD" hepético
al ZT 12 con respecto al resto de los ZT en los que existen concentraciones basales de éste
metabolito (¥10 uM/mg de tejido) durante el resto del dia, ubicando su acrofase al inicio del
periodo nocturno. Observamos que el perfil de oscilacién de los niveles de concentracion de NAD"
que determinamos a lo largo de un ciclo circadiano, es compatible con reportes previos de la
literatura [111]. De esta manera, la deteccién por HPLC de los niveles circadianos de NAD" en

higados de ratén tuvo la resolucidn necesaria para su cuantificacion.
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Al momento en el que se comenzd la ejecucion de este proyecto, no existian reportes
previos que nos sirvieran de antecedente para establecer la dosis de NAD" a administrar. Con el fin
de determinar la dosis adecuada a aplicar en la cronoterapia, se suministr6 NAD" via I.P. en
concentraciones de 800, 100, 50 y 10 mg/Kg de peso a una cohorte de 10 individuos.
Adicionalmente se suministré con solucion salina a un individuo para ser utilizado como control. La
dosis de 10 mg/Kg de peso no posee diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
concentracién de NAD® cuantificada en el control (Figura 13B). En los individuos que recibieron
dosis de 800, 100 y 50 mg/Kg de peso, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control, por lo que se selecciond la dosis de 50 mg/Kg de peso por ser la concentracion
mas baja que causo un aumento estadisticamente significativo en los niveles de NAD" hepatico, por

lo que la dosis de 50 mg/Kg de peso de NAD" fue la seleccionada para incorporarse en el

esquema cronoterapéutico.

8.2. La cronoterapia con NAD" al ZT 11 restituye la ritmicidad circadiana de este

metabolito en el higado de animales alimentados con dieta hipercaldrica.

La pérdida de la oscilacidn circadiana en las concentraciones de NAD" provocada por el consumo de
una dieta hipercaldrica, ha sido asociada a diferentes patologias hepaticas [181, 213]. Con la
finalidad de evaluar los posibles efectos benéficos que tiene la restructuracidon de las oscilaciones
circadianas en la biodisponibilidad de este metabolito, se evalud el efecto de la cronoterapia en los
niveles hepaticos de NAD" por medio de su cuantificacion en HPLC a los ZT 0, 6, 12 y 18. Como se
esperaba, el grupo CD muestra la oscilacidn tipica en las concentraciones de NAD® con un pico
maximo al ZT 12 [111, 219, 229] (Figura 14A), contrastando dicho perfil con el obtenido para el
grupo HF, en donde se observan niveles por arriba de lo normal en ZT 0 y 24, asi como una baja en
las concentraciones de este metabolito al ZT 12, encontrdndose en todos los casos mencionados
diferencias estadisticamente significativas. El tratamiento con NAD" a ZT 11 en los animales obesos
logré elevar los niveles de NAD™ hepdticos de manera significativa en el ZT 12.

Adicionalmente se determind la presencia de ritmicidad circadiana en el patron de
concentraciones diarias de NAD", observandose la oscilacidon de este metabolito en el grupo CD vy la
pérdida de esta en el grupo HF como consecuencia del consumo de HFD. Interesantemente, el
suministro de NAD" al ZT 11 rescata la oscilacion circadiana de este metabolito, reestableciendo su

acrofase al ZT 12 en el grupo HFN (Figura 14B).
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Figura 14. La inyeccién de NAD+ a ZT11 en animales obesos restituye la oscilacién diurna hepdtica de este metabolito a patrones
comparables con los controles.

(A) Concentraciones de NAD" hepatico al ZT 0, 6, 12, 18 y 24 correspondientes a los grupos CD, HF y HFN medidas por HPLC. (B) Andlisis
estadistico de oscilacién con circawave sobre laconcentracién de NAD" hepatico de los grupos Cd, HF y HFN. Los datos se extrajeron de
tres repeticiones técnicas provenientes de 5 individuos por cada ZT (N = 20 ratones por grupo). Los datos representan el promedio +SEM.
El andlisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (a=0.05). *P <
0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadistica entre CD y HFN, * Diferencia estadistica entre CD y HF, + diferencia estadistica
entre CD y HFN, # diferencia estadistica entre HF y HFN. Los pardmetros circadianos que se reportan fueron calculados usando el
software CircWave V 1.4,

8.3. La cronoterapia con NAD' revierte la ganancia de peso sin alterar el

consumo energético en individuos alimentados con dieta alta en grasa

Se trabajé con una cohorte de 60 ratones machos de la cepa C57BL/6J con 8 semanas de edad
expuestos a ciclos de luz y oscuridad de 12:12 horas, de la cual se formaron tres grupos de 20

individuos cada uno. Cada grupo fue sometié a un régimen de dieta ad libitum especifico durante
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11 semanas. El grupo identificado como CD fue alimentado con una dieta normocalérica; el grupo
identificado como HF fue alimentado con una dieta alta en grasa al igual que los individuos del
grupo identificado como HFN, a los que adicionalmente se les suministraron via intraperitoneal
50mg/Kg de peso de NAD" cada 24 horas a partir de la semana 8 hasta finalizada la semana 11

siguiendo un protocolo estandarizado de cronoterapia (Figura 15A).
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Figura 15. Ratones alimentados con HFD pierden peso tras el suministro de NAD" sin disminuir su consumo energético.

(A) Durante 10 semanas se alimenté con dieta normocalérica al grupo CD e hipercaldrica a los grupos HF y HFN. (B) Peso de los grupos
CD, HF y HFN, se indica con una flecha el inicio de la cronoterapia con NAD'. (C) Consumo de Kcal semanal previo al suministro de NAD".
(D) Consumo energético promedio semanal normalizado con los valores del control. (E) Consumo caldrico registrado cada 3 horas en
animales alimentados con dieta normocaldrica e hipercaldrica junto al consumo energético promedio consumido al dia. (F) Consumo
energético consumido durante el periodo diurno y nocturno. Los datos representan el promedio +SEM (n=20). HFD: High fat diet. El
analisis estadistico corresponde a una ANOVA de una via en el caso de los histogramas y de dos vias en las graficas de dispersién, con
post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (a=0.05). *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. * Diferencia estadistica entre CD y HF,
+ diferencia estadistica entre CD y HFN, # diferencia estadistica entre HF y HFN.

Por medio de pesajes semanales, se determiné el efecto de suministrar NAD" al ZT 11 sobre
el aumento de masa corporal en un contexto de obesidad (Figura 15B). No existieron diferencias
estadisticamente significativas en el peso inicial de los tres grupos (dia 0). A partir de la semana uno
del suministro de los regimenes correspondientes de dieta y hasta la semana 11, las diferencias de
peso entre el grupo control y los grupos alimentados con dieta hipercaldrica, fueron

estadisticamente significativas (P < 0.05), finalizando el estudio con un peso promedio de 26.92g +
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0.4, 36.68g + 0.9 y 33.87g + 0.9 para los animales del grupo CD, HF y HFN respectivamente (Figura
15 B). Asi, posterior al inicio de la cronoterapia a la semana 8, se observd pérdida de peso en los
individuos a los que se les otorgd NAD", siendo esta significativa a las semanas 10 y 11, mostrando
gue el suministro de este metabolito al ZT 11, protegié del aumento de peso inducido por el
consumo de una dieta alta en grasa que se observo en los individuos obesos a los que se les nego el
tratamiento.

Para definir la homogeneidad del consumo energético en los grupos alimentados con dieta
hipercaldrica se cuantificd el consumo de kcal hasta la semana previa al tratamiento con NAD.
Ambos grupos de individuos alimentados con dieta rica en grasa consumen una cantidad mayor de
kcal con respecto al grupo control a lo largo de las 8 semanas en las que se recabaron estos datos.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de individuos obesos
gue recibid cronoterapia y los que no la recibieron (Figura 15C). De modo similar, el consumo
promedio semanal de kcal no arrojo diferencias entre los grupos HF y HFN, que si superan el
consumo energético de los individuos alimentados con dieta control (Figura 15D).

Debido a que el alimento es un potente sincronizador de los ritmos circadianos hepaticos,
se registro el patron de consumo energético en ratones C57BL/6J alimentados ad libitum con dieta
normocaldrica y dieta rica en grasa cada 3 horas a lo largo de un ciclo circadiano, para determinar si
la dieta hipercalérica induce algin tipo de remodelacién en el patron circadiano de consumo
energético a tomar en cuenta. Ambos grupos mostraron ritmos diurnos en su ayuno y nocturnos en
su ingesta comparables entre si (Figura 15E). Al ZT 15 se encuentra el pico maximo de consumo de
Kcal de los animales alimentados con dieta normocaldrica, mientras que los individuos alimentados
con HFD lo alargan hasta el ZT 21, obteniéndose asi diferencias estadisticamente significativas en
ese punto. El consumo energético total que se consume al dia, es mayor en los individuos
alimentados con HFD (figura 15E).

Durante el dia los individuos suministrados con ambos esquemas de dieta, consumen una
menor cantidad de alimento que durante la noche; sin embargo, se observan diferencias
estadisticamente significativas que indican un mayor consumo energético por parte de los
individuos alimentados con HFD tanto en el dia como en la noche, lo que induce el aumento de

peso observado en este modelo (Figura 15F).
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8.4. La cronoterapia con NAD" aumenta la tolerancia a la glucosa y disminuye la

resistencia a la insulina en ratones obesos

Con el objetivo de evaluar el efecto de suministrar NAD" al ZT 11 sobre la intolerancia a la glucosa
asociada al consumo de dietas altas en grasa, los distintos grupos de animales, fueron valorados
con la prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) previamente, a los 10 dias y al término de la
cronoterapia (20 dias) (Figura 19). El GTT fue realizado durante el periodo de ayuno (ZT 4) vy
alimentacion (ZT 16), ya que las respuestas metabdlicas ante la glucosa difieren dependiendo de las
necesidades energéticas especificas que se presentan en cada uno de estos momentos del dia
[230].

Como se esperaba, previamente a la intervencion farmacoldgica, los niveles de glucosa en
los individuos control fueron menores con respecto a los individuos alimentados con dieta
hipercaldrica a los dos ZT evaluados (Figura 16A, 16B; Dial), mientras que no se reportaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de individuos obesos. Interesantemente,
la tolerancia a la glucosa mejora significativamente tras 10 dias de tratamiento con NAD" al ZT 11
(Figura 16A, 16B; Dia10).

Al final del tratamiento con NAD" los regimenes de dieta especificos, los animales obesos
tratados con NAD+ a ZT11 (HFN) mostraron una recuperacion total de la tolerancia a la glucosa,
mostrando perfiles comparables a los animales sanos (CD), y significativamente mejorados respecto
de los animales obesos no tratados (HFN) (Figura 16A, 16B; Dia 20). En este sentido observamos
que el NAD" aplicado al final del periodo diurno protege de la intolerancia a la glucosa provocada
por el consumo de una dieta alta en grasa.

Con el objetivo de evaluar el efecto de suministrar NAD" al ZT 11 sobre la resistencia a la
insulina asociada al consumo de dietas altas en grasa, se aplicé la prueba de tolerancia a insulina
(ITT) previo a la cronoterapia (Dia 1), y a los 10 y 20 dias de suministro con NAD" en los grupos CD,
HF y HFN, durante el periodo de ayuno y alimentacion al ZT 4y 16 (Figura 17A, 17B). De acuerdo
con lo esperado, se observd gran diferencia entre los individuos alimentados con la dieta control y
los alimentados con dieta obesogénica antes del periodo de suministro con NAD", presentandose
una repuesta a la insulina pobre por parte de los ratones alimentados con HFD (Figura 17A, 17B; Dia
1).

Transcurridos 10 dias de tratamiento con NAD®, se observd un decremento en la resistencia

a la insulina en el grupo de animales que recibieron la cronoterapia, notandose un descenso
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significativo de la concentracion de glucosa sérica por debajo del grupo de animales obesos al que
no se le otorgd tratamiento, (Figura 17A, 17B; Dial0).

A los 20 dias de aplicada la cronoterapia, no se presentaron diferencias en el ITT aplicado a
ambos ZT 4y ZT 16, como se observa en el AUC (Figura 17A, 17B; Dia 20), entre el grupo control y el
suministrado con NAD", reportandose asi, una sensibilizacién a la insulina por parte del grupo HFN
al concluir el tratamiento, en contraste con la resistencia a la insulina que se observa en los

individuos obesos del grupo HF (Figura 17).
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Figura 16. Pruebas de tolerancia a glucosa.

Se aplico la prueba GTT en el ZT 4 y ZT 16 previo a la cronoterapia, y a los 10 y 20 dias de su aplicacién en el grupo HFN. Los datos
representan el promedio +/- SEM (N = 5). El andlisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey para
comparaciones multiples (a=0.05). *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *. AUC: Area bajo la curva
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Figura 17. Prueba de resistencia a la insulina.

Se aplicé la prueba de resistencia a insulina en el ZT 4 y ZT 16, antes, durante y posterior a las tres semanas de suministro con 50 mg/Kg
de peso de NAD" al grupo HFN. Los datos representan el promedio +SEM (N = 5-6). El analisis estadistico corresponde a una ANOVA de
dos vias con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (a=0.05). *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. AUC:Area bajo la curva

8.5. El suministro de NAD" al ZT 11 disminuye la concentracién sérica de

hormonas cuyo incremento predispone al desarrollo de sindrome metabdlico

La hiperinsulinemia estd asociada a la resistencia a la insulina (IR) que se presenta a
consecuencia del consumo de una dieta hipercaldrica, ademas es un signo que predispone a la DT2

y el sindrome metabdlico, por lo que el registro de este factor de riesgo posterior al suministro de
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NAD" al ZT 11, es necesario para caracterizar los efectos de la restituciéon circadiana en la

biodisponibilidad del NAD" que, en experimentos anteriores, asociamos a una reduccién de la IR.
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Figura 18. Concentracién de insulina y leptina en suero.

(A) Concentracién de insulina a lo largo del ciclo circadiano en animales con dieta control. (B) Area bajo la curva de las concentraciones
de insulina. (C) Concentracién de leptina a lo largo de un ciclo circadiano. (D) Area bajo la curva de las concentraciones de leptina. Los
datos representan el promedio +SEM (N = 4). El analisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey
para comparaciones mdultiples (a=0.05) en el caso de A y ANOVA de una via con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples
(a=0.05) en el caso de B. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadistica entre CD y HFN, * Diferencia estadistica entre CD y
HF, + diferencia estadistica entre CD y HFN, # diferencia estadjistica entre HF y HFN. AUC: Area bajo la curva.

Se cuantificaron los niveles de insulina sérica de los grupos CD, HF y HFN a los ZT 0, 6, 12 y
18, determinandose una disminucion estadisticamente significativa en la concentracién de insulina
al ZT 12 entre el grupo control y los individuos obesos que recibieron la cronoterapia, con respecto

al grupo que no la recibié (Figura 18A), alcanzando este Ultimo, su maximo pico de concentracion
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de insulina al ZT 18. El perfil de concentraciones de insulina a lo largo del dia no presenta
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y los animales a los que se les
suministré NAD" al ZT 11, determindndose concentraciones de insulina globales menores con
respecto al grupo de individuos obesos sin cronoterapia (Figura 18B). Por tanto, se observd una
clara disminucion de la insulina circulante como producto del tratamiento con NAD" aplicado al final

del periodo diurno.

Debido a que los niveles de Leptina en suero también son indicadores de alteraciones
metabdlicas sufridas como consecuencia de la alimentacién con una dieta rica en grasa, y ademas
gue esta hormona oscila de manera circadiana [231], se realizd la cuantificacién de leptina
circulante en todos los grupos a los ZT 0, 6, 12 y 18 (Figura 18Cy 18D).

Se observé el comportamiento esperado de los individuos control, con un pico maximo en
la concentracién de leptina de ~10 ng/mL al ZT 12 (Figura 18C). Tanto los individuos obesos
suministrados con NAD" al ZT 11, como el grupo no tratado tuvieron niveles elevados de leptina con
respecto al control, excepto en el ZT 6. Sin embargo, se observa un cambio de fase en el grupo HFN
en donde se muestra una disminucién estadisticamente significativa de los niveles de leptina al ZT
12 con respecto al grupo HF.

Al realizar el andlisis del area bajo la curva (Figura 18D), no se determinaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos CD y HFN (P = 0.09). Sin embargo, si se
determinaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de animales obesos que no

fueron suministrados con NAD" al ZT 11 con respecto al grupo control

8.6. La acumulacién de lipidos hepdéticos disminuye como efecto de la

cronoterapia al ZT 11

La acumulacién de lipidos en el higado es un signo de la alteracion metabdlica asociado a la
obesidad [232]. Para evaluarla, se utilizé la tincidon con rojo oleoso (ORO). El nivel de tincién con
rojo oleoso en los individuos control fue menor con respecto a la encontrada en las secciones de
higado de los grupos HF y HFN (Figura 19A); sin embargo, se observd una reduccion significativa de
gotas lipidicas en los individuos suministrados con cronoterapia de NAD" al ZT 11 en comparacion
con los que no la recibieron (Figura 19A, 19B).

Ademas, la longitud de las gotas lipidicas observadas en el grupo HFN son 4.5 veces mas

grandes que las detectadas en el higado de los individuos control, sin que se reportaran diferencias
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estadisticamente significativas. Sin embargo, las gotas cuantificadas en higados de animales obesos
sin tratamiento, mostraron didmetros 57.7 veces mayores a los reportados par el grupo CD, siendo
también significativamente mayores a los de los ratones que recibieron cronoterapia con NAD*
(Figura 19C). En conjunto estos resultados indicaron que el suministro de NAD" al ZT 11 en animales
obesos, podria reducir el riesgo de desarrollar esteatosis hepatica no alcohdlica, incluso cuando los

individuos siguen siendo alimentados con HFD.
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Figura 19. Cuantificacién de lipidos neutros detectados con ORO y proteinas lipogénicas de higado de ratones CD, HF, HFN.

(A) Tincion con ORO y Hematoxilina contra-tefiida con Eosina. La escala de las barras es de 100 um y el aumento es de 20x. Dentro de
cada imagen se muestra una seccion con el objetivo de 100x. (B) Cuantificacion de la sefial total de ORO (C). Cuantificacién de la longitud
maxima de las gotas lipidicas tefiidas con ORO. a.u., unidades arbitrarias; normalizadas para la cuantificacién obtenida para los datos
control = 1. Las imagenes son representativas de 3 réplicas experimentales y 3 replicados técnicos. (D) Western Blot contra las proteinas
Pparyl, Ppary2 y CEBPa. Se muestra la imagen representativa de 8 geles en los que se muestred cada ZT con una N=4. El analisis
estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (a=0.05), en el caso del
histograma se presenta una ANOVA de una via con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (a=0.05) *P < 0.05; **P <0.01;
***p < 0.001. * Diferencia estadistica entre CD y HF, + diferencia estadistica entre CD y HFN, # diferencia estadistica entre HF y HFN. a.u.:
unidades arbitrarias.
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Debido a que el tratamiento con NAD" aplicado al ZT 11 provocé una baja en la acumulacion
hepatica de lipidos, resultd interesante evaluar los niveles proteicos de factores de transcripcion
reguladores del procesos de lipogénesis, como es el caso de PPARy y CEBPa, quienes tienen la
capacidad de inducir mutuamente su expresion y cooperar de manera sinérgica en la activacion de
genes clave que promueven la sintesis de lipidos [233]. De manera relevante, se sabe que el
aumento de estos TF estd asociado al desarrollo de higado graso no alcohdlico [234, 235].

Existen dos isoformas de la proteina PPARy, la 1 y la 2; ambas fueron detectadas en
nuestros extractos proteicos. En general la banda que corresponde a Pparyl fue dificil de observar
en todos los tratamientos, sin embargo, Ppary2 se encuentra sobre expresada en los individuos
alimentados con una dieta rica en grasa (Figura 19D), con respecto a los controles y a los individuos
gue recibieron cronoterapia, en donde los niveles maximos de acumulacién de la proteina se
encontraron al ZT 12 al igual que en los individuos del grupo control.

El western blot (WB) contra CEBPa resulté en la deteccién de dos bandas correspondientes
a dos isoformas (Figura 19D), las cuales se observaron con mayor intensidad en los individuos HF
durante todos los ZT en comparacién con los grupos control y HFN, llegando a un maximo de
acumulacion al ZT 18. Nuestras observaciones indican que el suministro con NAD" redujo la
expresion de PPARy y CEBPa a lo largo del ciclo circadiano, lo cual podria tener un impacto directo
en la reduccion de lipidos hepaticos observada en nuestros experimentos anteriores a través de la

coordinacién de respuestas transcripcionales.

8.6.1. El suministro de NAD+ al ZT 11 disminuye la concentracién de triglicéridos en el higado de
ratones y reestablece su oscilacion circadiana

La acumulacion de triglicéridos en el higado surge como resultado de una alimentacidn rica en
grasa y predispone al desarrollo de esteatosis hepatica no alcohdlica. Debido a que observamos una
reduccion de lipidos, por medio de la tincién con ORO, a consecuencia del suministro con NAD" al
ZT 11, realizamos la cuantificacidn directa de triglicéridos en extractos de higado provenientes de
los grupos CD, HF y HFN a los ZT 0, 6, 12 y 18 (Figura 20).

Derivado de estas cuantificaciones, observamos cambios en la concentracion de TG
dependientes del ZT asi como del tratamiento y el régimen de dieta (Figura 20A). De esta manera,
los ratones alimentados con HFD poseen concentraciones de TG significativamente mayores a las
del grupo alimentado con dieta normocaldrica a lo largo del ciclo circadiano (Figura 20A). Sin

embargo, al observar las concentraciones globales de TG en todos los individuos de cada grupo, se
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evidencié una reduccion en el contenido total de TG hepaticos en los ratones que recibieron el
tratamiento con NAD" al ZT 11 (x = 47.3) con respecto a los animales obesos no tratados (x = 54.6)
(Figura 20B). Interesantemente, el ritmo circadiano de los TG que se observa en los animales
control y se pierde como efecto de la dieta rica en grasa, fue recuperado tras la cronoterapia con

NAD" al ZT 11 (Figura 20C).
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Figura 20. Los niveles de triglicéridos descienden y recuperan su oscilacién circadiana tras el tratamiento con NAD" al ZT 11.

(A)Perfil de concentraciones de triglicéridos hepaticos en los tres grupos de animales a lo largo del dia. (B) Distribucion global de los
valores de TG de (A). (C) Determinacion de la oscilacién circadiana en la concentracién de TG con el programa Circawave. Los datos
representan el promedio +SEM (N = 9-10). El analisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey para
comparaciones multiples (a=0.05) en el caso de A; ANOVA de una via con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (a=0.05)
en el caso de B. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. y una prueba F en el caso de C* Diferencia estadistica entre CD y HF, + diferencia

estadistica entre CD y HFN, # diferencia estadistica entre HF y HFN.
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8.7. La cronoterapia al ZT 11 reestablece marcadores de estrés desregulados

por la esteatohepatitis

La aparicién de grupos carbonilo en las proteinas (PCO) representa una de las modificacion mas
frecuente e irreversibles inducida por estrés oxidante [236]. Su derivatizacion con 2,4-
dinitrofenilihidrazina es un método de cuantificacién indirecto para determinar el grado de estrés
oxidante presente en higado. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de PCO en los ZT analizados (0, 6, 12 y 18) entre el grupo control y los individuos
alimentados con dieta hipercalérica a los que se les suministré NAD" (Figura 21A). Sin embargo, se
identificaron diferencias estadisticamente significativas en el ZT 0O, entre el grupo control (CD) y los
animales obesos a los que no se les otorgd tratamiento (HF); las cuales se presentan alos ZT Oy 6
entre los grupos HFN y HF. En la determinacion del AUC, observamos un decremento en la
concentracion de proteinas carboniladas en el grupo HFN, cuyo valor es comparable al observado
en el grupo CD (Figura 21B), indicando que la cronoterapia con NAD® al ZT 11 disminuye la
concentracion de PCO hepatico, lo que podria conllevar a una reduccion del estrés oxidante en los
hepatocitos y con ello a la disminucién del riesgo de generar patologias como higado graso no

alcohdlico, al cual se le ha asociado de manera robusta con el aumento del estrés oxidante [237].
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Figura 21. Concentracién de PCO y mtDNA en tejido hepdtico

(A) Concentracién de grupos carbonilo en proteinas a lo largo del ciclo circadiano. Los datos representan el promedio +SEM (N = 5) con
dos replicados técnicos por tratamiento. (B) Area bajo la curva de concentraciones de PCO. (C) Cuantificacién de mtDNA a los ZT 0, 6 12y
18. Los datos representan el promedio +SEM (N = 4). El andlisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de
Tukey para comparaciones multiples (a=0.05) en el caso de A y Cy ANOVA de una via con post hoc test de Tukey para comparaciones
multiples (a=0.05) en el caso de By D. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. * Diferencia estadistica entre CD y HF, + diferencia estadistica
entre CD y HFN, # diferencia estadistica entre HF y HFN.
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La disminucion en el nimero de mitocondrias ha sido asociada con diversas enfermedades
metabdlicas como el cancer y la diabetes tipo Il [238], por lo que resulta importante para este
proyecto su cuantificacion relativa, obtenida a partir de la relacion mtDNA/nDNA hepatico (Figura
21Cy 21D). Se observé que a ZT12, existen mdas mitocondrias en los higados de ratones sanos (CD)
gue en los obesos no tratados (HF), pero comparables a los datos obtenidos para ratones obesos
tgratados con NAD+ (HFN) (Figura 21C). En la determinacién del drea bajo la curva (Figura 21D)
diferencias estadisticamente significativas se obtuvieron entre el grupo de individuos obesos no
tratados (HF), con respecto al grupo control y a los individuos a los que se les suministré NAD" al ZT
11 (HFN) haciendo evidente que la cantidad de mitocondrias se restituyé parcialmente con el

tratamiento a niveles comparables a los del control.

8.8. La cronoterapia con NAD" reprogramo el transcriptoma hepatico

En la caracterizacion fisioldgica que realizamos para determinar los efectos de suministrar NAD" al
ZT 11 en un contexto de obesidad, observamos cambios en el metabolismo de glucosa, insulina, en
la acumulacion de lipidos séricos y hepaticos, asi como en el comportamiento de las hormonas
leptina e insulina a lo largo del ciclo circadiano, e incluso en la biogénesis mitocondrial. Lo que es
mas importante, la dindmica de expresion de factores de transcripcion maestros también se vio
muy alterada. Esto podria ser indicativo de una amplia reprogramacion transcripcional, por ello

procedimos a analizar el transcriptoma hepatico.

8.8.1 La cronoterapia con NAD+ al ZT 11 no alterar la dindmica de expresion de los genes que
codifican al reloj circadiano.

Se evalud la expresidon de los genes que presentaran cambios de expresion dependientes del ZT.
Realizamos una seleccion de los datos provenientes de los microarreglos mediante dos valores de
astringencia: 1) El cambio en la expresién de los genes entre el ZT 6 y 18 debia ser significativo (P <
0.05); y 2) debia observarse un fold change > 1.3. En base a estos conjuntos de datos, se elaboré un
diagrama de Venn (Figura 22A) en el que podemos observar: genes que oscilan dependientes de la
condicion de estudio (CD 322 genes, HF 1327 genes y HFN 306 genes), genes que oscilan en dos
condiciones (CD/HF 95 genes, CD/HFN 31 genes, 6 HF/HFN 186 genes) y genes que oscilan en las
tres condiciones de estudio (76 genes) (Figura 22A, 22B).Notese también que una en las
condiciones CD y HFN aproximadamente el 12% de los transcritos se expresan diferencialmente
entre los ZT estudiados, mientras que esta proporcion es mayor para el grupo HF (Figura 22B), lo

que podria indicar que los ratones obesos suministrados con NAD" pierden las oscilaciones de novo,
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gue se sabe aparecen en la transcripcion de ciertos genes como consecuencia del consumo de una
dieta alta en grasa [111].

Aunado al analisis anterior, se realizé el agrupamiento jerarquico con los 76 genes que se
expresan diferencialmente entre el dia y la noche en todos los grupos estudiados (Figura. 28C), en
el que se observaron dos clusteres principales. El clister 1 posee genes expresados
preferentemente durante el dia, mientras que el clUster 2, agrupa a genes expresados durante el
periodo nocturno. Interesantemente, algunos de los genes que controlan la maquinaria del reloj
molecular, como Clock, Arntl, Cry1, Per3, Nr1d2 y Rorc tuvieron una expresion diferencial entre el
ZT 6y 18 que esta conservada en nuestros tres grupos de estudio (Figura 22Cy 22D), lo que indica
gue la transcripcién diferencial entre el dia y la noche de los genes que controlan el reloj moelcular,
no se ve alterado con el suministro de NAD" al ZT 11. El resto de transcritos fueron principalmente

relacionados con procesos metabdlicos, segin un anélisis funcional elaborado con los 76 genes

dispuestos en el analisis de agrupamiento jerarquico (Figura 22D).
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Figura 22. Genes diferencialmente expresados entre el ZT 6 y 18.

(A) Diagrama de Venn construido con los genes diferencialmente expresados entre el ZT 6 y 18 en los grupos CD, HF y HFN, en el que se
representan los genes que oscilan en mas de una condicién, asi como los que oscilan en condiciones Unicas. (B) Grafica de caja construida
con los genes diferencialmente expresados en todas las condiciones. (C) Mapa de calor en el que se detectan dos clisteres principales,
agrupados dependiente de la expresion diurna o nocturna de los genes. (D) Procesos moleculares en los que participan los 76 genes
diferencialmente expresados en todas las condiciones. El andlisis de Gen Ontology fue realizado en el servidor DAVID.

8.8.2. La dindmica de acumulacién de las proteinas del reloj no se altera cuando se suministra NAD" al
ZT 11.

Para estudiar la dinamica de las proteinas codificadas por los genes del reloj comunes para todos
los grupos que detectamos diferencialmente expresados (DE) entre el dia y la noche, se analizaron
por medio de WB a BMAL1, CRY1, PER2 y REV-ERBa.

El anticuerpo utilizado para detectar la proteina BMAL1 reconoce la forma fosforilada (P-
BMAL1) y total de BMAL1, que se relacionan con la actividad de la proteina (Figura 23A). En los
individuos control, se presentd una mayor acumulacién de la forma desfosforilada de la proteina al
inicio del periodo diurno y una acumulacién de P-BMAL1 conforme avanzé el dia hasta llegar a su
acumulaciéon maxima durante el ZT 12 (Figura 23A). Posteriormente se detectd una transicion a la
forma desfosforilada en el ZT 18 que dirigid a su enriquecimiento en el ZT 0. Se observd el mismo
patrén en los grupos de individuos alimentados con dieta alta en grasa (HF y HFN).
Interesantemente no observamos un efecto en esta dindamica como consecuencia del suministro
con NAD", ya que los perfiles de los grupos HF y HFN mostraron el mismo patrén. (Figura 23B).
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Figura 23. La dindmica de las proteinas del reloj no se ve globalmente alterada por el suministro con NAD* al ZT 11.

(A)Deteccion de la forma fosforilada y desfosforilada de BMAL1 por WB y de las proteinas totales CRY1, PER2 y REV-ERBa. (B)
Cuantificaciéon por densitometria. Las muestras de cada panel fueron corridas en el mismo gel, junto con el control de carga
correspondiente, colocado en la parte inferior. Se muestra la imagen representativa de 4 geles en los que se muestred cada ZT con una
N=4. Los datos representan el promedio +SEM (N = 4). El analisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de
Tukey para comparaciones multiples (a=0.05. *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. * Diferencia estadistica entre CD y HF, + diferencia
estadistica entre CD y HFN, # diferencia estadistica entre HF y HFN. Ver también Apéndice E.

En el grupo control, la proteina CRY1 presentd sus acrofase al ZT 18, mientras que en los
individuos obesos presentaron una mayor acumulacion de esta proteina a los ZT 0 y 18 (Figura 23A
y 23B). Interesantemente, a ZT12 los niveles de CRY disminuyeron significativamente en el grupo
HFN respecto del HF.

En todos los grupos, la méaxima acumulacion de la sefial de PER2 fue detectada al ZT 18,
mientras que sus niveles minimos se observaron al ZT 6 (Figura 23Ay 23B).

Por otro lado, la proteina REV-ERBa mostrd su acrofase al ZT 6 en todos los grupos (Figura
23Ay 23B).

En conjunto, estos andlisis indican que el tratamiento con NAD" aplicado al ZT 11 conserva

la dindmica de acumulacién de las proteinas del reloj.

8.8.3. La expresion diferencial de transcritos entre el ZT 6 y 18 estd sujeta a reprogramacion
dependiente de la dieta y el suministro de NAD"

La dieta alta en grasa provoca una reorganizacion del transcriptoma circadiano, que esta asociada al
desbalance metabdlico observado en condiciones de obesidad [111]. Con el objetivo de evaluar la
reorganizacion de los genes DE entre el ZT 6 y 18, se identificaron los genes exclusivos de cada
condiciéon. De este modo se detectaron 524 genes DE entre el ZT 6 y 18 exclusivamente en el grupo
control, 1984 genes DE exclusivos del grupo HF, de los cuales la mayor parte estdn expresados
durante el dia, e interesantemente, 599 transcritos se encontraron DE ente el dia y la noche
solamente en el grupo HFN, mayormente expresados durante el periodo nocturno (Figura 24A).

El analisis funcional realizado en los tres grupos de genes diferencialmente expresados
exclusivos de cada condicién reveld que muchos de estos genes participaron en procesos bioldgicos
compartidos necesarios para el mantenimiento de la homeostasis celular, como el transporte
intracelular, procesos metabdlicos y la respuesta al oxigeno (Figura 24B).

Los genes implicados en el metabolismo de los lipidos en ratones alimentados con HFD
tratados o no con NAD" mostraron un alto grado de expresion diferencial entre el dia y la noche,
asociado probablemente a los ciclos de ayuno y alimentacién con dieta rica en grasa (Figura 24C,
Lipid Metabolic Process). Interesantemente, un conjunto de genes relacionados funcionalmente

con los procesos del sistema inmunoldgico aparecio significativamente enriquecido entre los genes
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DE entre el dia y la noche exclusivamente en el grupo HF, el cual no fue detectado en el grupo HFN
(Figura 24C). Por otro lado, el suministro cronoterapéutico de NAD" al ZT 11 impuso fluctuaciones
transcripcionales nuevas y especificas de dia a noche en genes relacionados funcionalmente con la
respuesta al estrés y el ayuno (Figura 24C; Regulation of Response to Stress, Response to
Starvation). Tomando en cuenta estos resultados, podemos deducir que una respuesta
transcripcional especifica desencadenada por la restitucion circadiana en la biodisponibilidad del
NAD" pudo haber configurado ciertos programas de expresion génica que podrian ser responsable

de los efectos beneficiosos observados en la fisiologia del grupo HFN.
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Figura 24. Transcriptoma y analisis funcional de los genes diferencialmente expresados durante el dia y la noche.

(A) Andlisis de agrupamiento jerdrquico de clusteres construidos con los genes que potencialmente oscilan en el control y en los grupos
alimentados con dieta alta en grasa sin y con suministro de NAD" al ZT 11 . (B) Analisis funcional de los genes diferencialmente
expresados en las tres condiciones. (C) Analisis funcional de los genes exclusivamente diferenciados en cada condicion. Los analisis
funcionales fueron realizados con la paqueteria HOMER.
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8.9. La cronoterapia con NAD' al ZT 11 promueve rutas metabdlicas que

protegen en contra de la fisiopatologia inducida por una dieta rica en grasa

Con el objetivo de identificar los genes expresados diferencialmente que nos ayudaran a explicar los
distintos fenotipos metabdlicos en los tres grupos de estudio, primero , se seleccionaron genes que
cumplian los criterios: 1) El gen estaba expresado diferencialmente en el grupo HF en al menos un
10% (fold change > 1.1) y 2) esta diferencia fue estadisticamente significativa segin una prueba t de
Student (P < 0.05). Asi, quisimos identificar los genes que se expresaron diferencialmente (DE)
durante el periodo diurno (ZT 6) y nocturno (ZT 18) como consecuencia del consumo de una dieta

alta en grasa Unicamente en animales no tratados.

8.9.1. La cronoterapia con NAD" al ZT 11 corrige la expresidén anormal de genes y rutas metabdlicas
clave en enfermedades hepaticas relacionadas a la obesidad

Como se muestra en el diagrama de Venn (Figura 25A), a ZT6 existen 182 genes DE en el grupo HF
con respecto a los grupos CD y HFN. Se observd que la mayor parte de estos 182 genes estan sobre
expresados (Figura 25B). Interesantemente, los animales obesos a los que se le suministré NAD" al
ZT 11 (HFN) restituyen los niveles de expresion de estos genes a niveles comparables con el grupo
control (CD) en el higado.

Debido a que los mensajeros DE Unicamente en los animales alimentados con dieta rica en
grasa podian arrojar informacion sobre las redes génicas que mantienen el fenotipo de disfuncién
metabdlica, estos 182 genes fueron utilizados para realizar un analisis funcional utilizando HOMER
(Figura 25C). Este analisis funcional arrojé un conjunto de términos GO relacionados con la
regulacion positiva del sistema inmunoldgico (activacion del complejo mayor de
histocompatibilidad de la clase Il); procesos bioldgicos relacionados con el metabolismo incluyendo
la activacion de genes relacionados con diabetes mellitus y el almacenamiento de lipidos; y en su
mayoria, términos que refieren a rutas de sefializacién como las de mTOR y NF-kappaB, que
convergen con otras vias también reportadas en éste andlisis, como la ruta de sefializaciéon de TLR,
ERK 1/2, VEGFA, AKT, la via de sefializacion de las MAPK y la proteina cinasa D (PKD) y cuya
regulacion se restituye en los individuos tratados con el suministro de NAD" a ZT11 (Figura 25C).

Se realizd un analisis comparativo siguiendo la misma estrategia descrita para el ZT 6, con
los resultados de los micro arreglos a ZT 18. En este caso, se encontraron 118 genes DE en los
animales alimentados con una dieta rica en grasa (HF), con respecto a los grupos CD y HFN (Figura

25D). Mediante el método de agrupamiento jerarquico se observaron tres grupos principales de
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Figura 25. Programas trascripcionales restituidos a consecuencia de la cronoterapia al ZT 11
(A) El diagrama de Venn muestra el subconjunto de genes diferencialmente expresados en el grupo HF con respecto a los grupos CD y
HFN al ZT 6. (B) Heatmap construido en base a genes del grupo HF con un F.C de 1.1y P<0.05 con respecto a los grupos CD y HFN al ZT 6,
(C). Términos GO con un P-value < 0.05 que fueron determinados como resultado de la bldsqueda utilizando los genes sobre expresados
en la HF al ZT 6. D) El diagrama de Venn muestra el subconjunto de genes diferencialmente expresados en el grupo HF con respecto a los
grupos CD y HFN al ZT 18. (E) Heatmap construido en base a genes del grupo HF con un F.C de 1.1 y P<0.05 con respecto a los grupos CD
y HEN al ZT 18, (F) Términos GO con un P-value < 0.05 que fueron determinados como resultado de la busqueda utilizando los genes
sobre expresados en la HF al ZT 18. (G) Busqueda de novo de motivos sobrerregulados en el grupo HF que fueron restituidos como
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producto de la cronoterapia con NAD". (H) Mapa de calor compuesto por genes regulados por FOXA2 y subrregulados en los individuos
tratados con NAD" al ZT 11. El analisis de Gen Ontology y la busqueda de motivos se realizé en HOMER.

genes: El primer grupo estd conformado por genes sobrexpresados en los individuos HF con
respecto a los grupos CD y HFN (Figura 25E, parte superior del heatmap). En el segundo grupo se
situaron los genes que tuvieron un nivel bajo de expresidn en el grupo control, se sobreexpresan en
el grupo HF y aumentan su expresion todavia mas en el grupo suministrado con cronoterapia
(Figura 25E, parte intermedia del heatmap). Finalmente, en un tercer grupo se observaron genes
gue mostraron menor expresion en los animales obesos no tratados, con respecto a los tratados
con NAD" a ZT11 y al grupo control (Figura 25E, parte inferior del heatmap). Interesantemente, los
genes DE al ZT 18 en el grupo HF que participan en procesos bioldgicos relacionados con el
almacenamiento de lipidos (Figura 25F, Lipid metabolic process) y las rutas metabdlicas que
controlan procesos inflamatorios (Figura 25F, TNF signaling), se restauran tras la restitucion
farmacoldgicas de los niveles de NAD" hepdticos, sugiriendo que este tratamiento protege al higado
de estos efectos adversos provocados por el consumo de una dieta hipercaldrica.

Para dilucidar los factores de transcripcién responsables de la reprogramacién metabdlica
sufrida a consecuencia del consumo de una dieta alta en grasa, cuyo efecto se corrigié tras el
suministro cronoterapéutico de NAD", se realizd el descubrimiento de motivos de novo en los
promotores de genes diferencialmente expresados en el grupo HF, cuya expresién se restablecié
después de recuperar las oscilaciones de NAD'. Este grupo de genes reportd secuencias,
posicionadas rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion, con fuertes similitudes a los sitios de
union de NFkB-p65 / RELA y FOXA1 / FOXA2 (HNFa / HNF3PB) (Figura 25G). Cabe resaltar que 11
(13%) de los 83 transcritos restituidos al ZT 18 con el suministro de NAD" al ZT 11, a niveles
equivalentes a los que se observan en ratones alimentados con dieta normocaldrica, son blancos
previamente reportados de FOXA2 [239] (Figura 25H). Interesantemente, FOXA2 es un regulador
clave del metabolismo de los lipidos que se desregula en el higado de ratones expuestos a dietas

altas en grasa que desarrollan diabetes y resistencia a la insulina [240].

8.9.2. La cronoterapia con NAD" al ZT 11 induce la expresiéon de programas trascripcionales que
protegen de enfermedades relacionadas al sindrome metabdlico

Por medio del andlisis de los transcritos DE al ZT 6 en los animales alimentados con dieta rica en
grasa que fueron tratados con cronoterapia con respecto a los grupos control y los animales

alimentados con dieta rica en grasa a los que no se les aplicé NAD"; se identificaron 862 transcritos
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DE en el grupo HFN con respecto a los individuos obesos (HFN # HF) (Figura 26A). Por otro lado, 490
transcritos se idenificaron DE entre los grupos HFN y control (HFN # CD). Tan solo 74 genes se
encontraron compartidos entre ambos grupos (Figura 26A, 26B). En el ZT 6, observamos un grupo
de genes que tienen una expresion basal con respecto a los grupos HF y CD (Figura 26B, parte
superior del hetmap), alrededor de un 60% de genes se sobre expresé en el grupo de animales
tratados con NAD® con respecto a los otros dos grupos (Figura 26B, parte superior del hetmap),
mientras que el resto se silenciaron en respuesta al tratamiento (Figura 26B, parte inferior del
hetmap).

Un andlisis funcional con estos 74 genes identificd enriquecimiento en procesos bioldgicos
gue controlan el metabolismo energético (Figura 26C), incluyendo la beta oxidacién de &cidos
grasos, biosintesis de colesterol, metabolismo de la Acetil CoA vy el ciclo de los acidos tricarboxilicos.
Por otro lado, se identificaron vias que se encargan del transporte de dcidos grasos de cadena larga
y su llegada hacia los peroxisomas. De forma interesante, rutas metabdlicas que tienen que ver con
la biogénesis mitocondrial como la ruta de sefializacion de los factores de transcripcién tipo PPAR,
se encontraron desreguladas en los individuos HFN y en este mismo sentido, también se detectaron
rutas que tienen que ver especificamente con la expresién de genes mitocondriales (Figura 26C).

Con respecto a la reorganizacion de membranas, se hallaron términos que se refieren a
elementos de regulacién en la distribucion de lipidos membranales, a la invaginacidon de las mismas
y a la reorganizacién del reticulo endopldsmico. Finalmente, algunos de los genes sobre expresados
como consecuencia del tratamiento con NAD" aparecieron implicados en la regulacion negativa del
sistema inmunoldgico y de sefiales que conducen a la apoptosis (Figura 26C).

Al ZT 18 se determind que un total de 196 transcritos se encontraban DE en el grupo que
recibié cronoterapia (HFN) con respecto a ambos, el grupo control (CD) y el obeso (HF) (Figura
26D). De estos 196 transcritos, la mayor parte estuvieron sobreexpresados, mientras que un grupo
menor de genes disminuyeron su expresion en el grupo HFN respecto del grupo HF, sin alcanzar los
bajos niveles del grupo CD. Finalmente, unos pocos genes se observaron significativamente menos
expresados en el grupo HFN con respecto a los grupos CD y HF (Figura 26E).

El andlisis funcional con los 196 genes DE, identificdé un enriquecimiento en procesos
bioldgicos relacionados con el transporte de electrones en la mitocondria, procesos en los que
participa el NAD", catabolismo de lipidos y regulacion negativa de la respuesta inmune (Figura 26F).
Por otro lado, las rutas metabdlicas enriquecidas hacen referencia a la regulacién negativa de

procesos apoptoticos y a la respuesta inmunitaria mediada por el interferén de tipo 1.
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Figura 26. Programas transcripcionales expresados diferencialmente a consecuencia de la cronoterapia al ZT 11

(A) El diagrama de Venn muestra el subconjunto de genes diferencialmente expresados en el grupo HFN con respecto a los grupos CD y
HF al ZT 6. (B) Heatmap construido en base a genes del grupo HFN con un F.C de 1.1y P<0.05 con respecto a los grupos CD y HF al ZT 6,
(C). Términos GO con un P-value < 0.05 que fueron determinados como resultado de la busqueda utilizando los genes DE a consecuencia
de la cronoiterapia con NAD" al ZT 6. D) El diagrama de Venn muestra el subconjunto de genes diferencialmente expresados en el grupo
HFN con respecto a los grupos CD y HF al ZT 18. (E) Heatmap construido en base a genes del grupo HFN con un F.C de 1.1 y P<0.05 con
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respecto a los grupos CD y HF al ZT 18, (F) Términos GO con un P-value < 0.05 que fueron determinados como resultado de la busqueda
utilizando los genes DE a consecuencia d ela cronoterapia copn NAD" al ZT 18. (G) Busqueda de novo de motivos sobrerregulados en el
grupo HFN como producto de la cronoterapia con NAD". El andlisis de Gen Ontology y la busqueda de motivos se realizé en HOMER.

En conjunto estas observaciones sugieren la activacion de procesos especificos tras el
suministro con NAD" al ZT 11, que son benéficos y que podrian ser responsables de la proteccién de
los efectos adversos desencadenados por el consumo de una dieta alta en grasa.

La busqueda de enriquecimiento de motivos de novo realizada en los promotores de los
genes DE especificamente en el grupo tratado con NAD' con respecto al grupo control y los
individuos obesos no tratados al ZT 18, produjo matrices con alta similitud a los sitios de union para
NR2E1 (TLX) y HNF4a, ambos implicados en el mantenimiento de la homeostasis lipidica en el
higado [241, 242]. Ademas, un motivo reconocido por IRF3 y NR4A1 (Nur77) (Figura 26G) aparecid
significativamente enriquecido (P = 1e-5). Interesantemente, se ha demostrado que Nur77 regula el
transporte citoplasmico de LKB1, fosforilando y activando AMPK. Estos datos indican que la
restitucion de la ritmicidad circadiana en las concentraciones de NAD® favorecen programas
hepdticos de expresion génica relacionados con procesos metabdlicos que restituyen la

homeostasis energética en un contexto de alimentacién con dieta alta en grasa.

8.9.3. Rutas metabdlicas relacionadas con la respuesta inmune y la homeostasis de nutrientes, estan
restituidas en los animales obesos tratados con NAD*

Debido a que los patrones de expresién entre los individuos obesos tratados y no tratados con
cronoterapia variaron significativamente provocando una reestructuracién del transcriptoma, se
realizé un andlisis de expresién diferencial para determinar las rutas metabdlicas diferencialmente
reguladas como efecto de la restitucion circadiana del NAD". El andlisis de enriquecimiento de
grupos de genes (GSEA) realizado entre los grupos HF y HFN, mostré una sobrerregulacién de las
rutas metabdlicas controladas por IL6/JAK/STAT3 y TGFB al ZT 6 en los individuos obesos (HF),
(Figura 27A), reflejada en la sobreexpresién de genes que intervienen en mecanismos inflamatorios
en el higado de los animales HF, tales como Stat3, Stat6, Tgfbl, ll1rl1, ll6st, Tnfrsfla, Tnfrsflb,
Smad3y Smadé6 (Figura 27B).

El andlisis de GSEA entre los transcriptomas de los grupos HF y HFN a ZT 18, mostro la
sobrerregulaciéon en el grupo HF de las vias de homeostasis del colesterol (Figura 27C),
caracteristicas de individuos obesos [243], y un aumento en la expresidon de genes que participan en
la via de mTOR (Figura 38C), como Hmgcr, Hmgcs1, Sqle, Acss2, Lss or Stard4, Acaca, Acly, Mel,

Adipor2, Psma3, Psma4, Psmd14 y Psmc6 (Figura 27D), la cual en individuos obesos se encuentra
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sobrerregulada promoviendo la activacion de marcadores de inflamacion [244]. De esta manera
observamos que la sobrerregulacion de genes relacionados con el procesamiento del colesterol y

procesos inflamatorios, no se detectd después del tratamiento con NAD" al ZT 11.
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Figura 27. La cronoterapia con NAD' regula a la baja procesos de inflamacién y el metabolismo de colesterol inducido por la HFD.
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(A) Andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA), curvas de puntuacion de la expresion génica diferencial en las vias de
sefializacion de IL6-JAK-STAT3 y TGF (eje x: HF vs HFN) (B) Mapa de calor con los genes que mas contribuyen a la IL6 enriquecida Vias de
sefializacion JAK-STAT3 y TGFB. (C) Curvas de puntuacién GSEA de expresion génica diferencial en la homeostasis del colesterol y vias de
sefializacion de mTORC1 (eje x: HF vs HFN) (D) Mapa de calor con los genes que mds contribuyen a la homeostasis del colesterol
enriquecido y vias de sefializacion de mTORC1. En las curvas de puntuacion de la expresion génica, los genes con mayor regulacion
positiva se muestran en el lado izquierdo (rojo), mientras que los genes con mayor regulacion se muestran en el lado derecho (azul). Las
barras negras representan las posiciones de los genes de firma regulados al alza de HF frente a HFN en la lista clasificada. La puntuacion
de enriquecimiento (ES, eje Y) refleja el grado en que los genes estan sobrerrepresentados. El enriquecimiento de genes caracteristicos
en la parte superior de la lista clasificada da como resultado una gran desviacion positiva de la ES de cero. NES, puntuacién de
enriquecimiento normalizado; FDR, valor g ajustado por tasa de descubrimiento falso.

8.10. La deteccidn de nutrientes y la sefializacidon de insulina, son reestablecidas
en animales obesos cuando la oscilacion del NAD' se recupera

farmacolégicamente

A partir de tejido hepatico extraido de ratones CD, HF y HFN sacrificados cada 6 horas (ZT 0, 6, 12y
18), se analizaron los niveles de proteina total, y en algunos casos modificaciones postraduccionales
involucradas en la modulacién de la actividad de un grupo de proteinas relevantes en la regulacién
del metabolismo energético. Estas fueron seleccionadas en base a los resultados obtenidos en
nuestro anadlisis de microarreglos.

Derivado de los andlisis funcionales en los que se determind que la ruta de sefializacion de
la diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR) se encuentra sobre regulada en los
individuos obesos no tratados. Por ello, decidimos estudiar su activacion en el higado de nuestros
tres grupos de animales, por medio de la abundancia de proteina total y fosforilada del propio
mTOR y de dos de sus efectores principales corriente abajo, las proteinas 4EBP1 y P70S6K quienes
son fosforiladas directamente por mTOR; ya que se sabe que cambios en la fosforilacion de dichas
proteinas es crucial para el control de esta ruta [245]. La sefializacion de dicha via resulta
interesante dentro de nuestro sistema de estudio ya que el complejo mTORC1 es un regulador
maestro del metabolismo de lipidos y glucosa [246, 247]. Los niveles de mTOR(Total) no mostraron
variabilidad signifiativa entre ZTs, ni entre tratamientos, manteniéndose una sefial constante
(Figura 28A y 28B). La fosforilacién de la Ser2448 de mTOR, indicadora de su activacién, en higados
de animales sanos (CD) incrementd a partir del ZT 0, mostrando su acrofase a ZT 12, coincidiendo
con lo descrito anteriormente [248] (Figura 39A y Apéndice F), mientras que en los individuos
obesos no tratados (HF), esta sefial se mantuvo elevada durante todo el dia, perdiendo su patrén de
oscilacidn circadiana. Interesantemente, los individuos obesos tratados con NAD" a ZT11, mostraron
los niveles mas bajos de mTOR fosforilado al ZT 12, mientras que esta sefial incrementé en el resto
de los ZT estudiados, sugiriendo un efecto farmacolégico directo del NAD" sobre la fosforilacién de

mTOR.
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La activacion de la proteina S6K depende de su fosoforilacién directa por parte de mTOR en
el residuo Thr389, por lo que este cambio postranscripcional es un indicativo claro de la actividad
de esta ruta. Debido a ello, se caracterizd la dindmica de esta modificacion postraduccional. S6K
fosforilada en el residuo Thr389 mostrd una clara ritmicidad en los higados controles, observandose
sus niveles mas bajos durante el periodo diurno y aumentando durante el periodo nocturno (Figura
28A y 28B), como se reportd previamente [249]. En general, se observd una mayor presencia de
esta marca a lo largo de todo el ciclo circadiano en el higado de los ratones obesos (HF).
Interesantemente, en los individuos que recibieron el tratamiento con NAD" al ZT 11 se observé una
restitucion en la oscilacién de la fosforilacion de la Thr389 de S6K, mostrando sus niveles minimos
durante el periodo diurno y sus niveles maximos durante la noche, al igual que en los individuos
control (Figura 28A 'y 28B).

La fosforilacién de los residuos de Thr37/46 de la proteina 4E-BP1, que también pueden ser
usados como indicadores de la actividad de la via de mTOR, ya que son fosforilados directamente
por el complejo mTORC1, se observd un aumento gradual de esta marca desde el ZT O hasta el ZT
18 en los individuos control, como se ha reportado anteriormente [250] (Figura 28A y 28B). La sefial
correspondiente a los individuos HF, mostrd una baja global de esta marca, entre el ZT Oy el ZT 12,
con una sefial maxima al ZT 18; mientras que en el grupo HFN, se observd este mismo
comportamiento, excepto por un descenso estadisticamente significativo de esta marca al ZT O
(Figura 28A 'y 28B), lo que sugiere una pérdida en la actividad de mTOR provocado por el suministro
de NAD" al ZT 11.

Cabe mencionar que 4E-BP1 es fosforilada adicionalmente en los residuos Thr70 y Ser75
por el complejo mTORC1 [251], por lo que para evidenciar su hiperfosforilacién en un contexto de
obesidad provocada por la dieta, con respecto a los individuos alimentados con dieta
normocalérica, se requieren determinar los niveles de fosforilacion de todos los residuos blancos de
mMTORC1 en ésta proteina [252]. Sin embargo, para los fines de este estudio, baste con ver una
reduccion estadisticamente significativa en la fosforilacién de los residuos Thr37/46 al ZT O en el
grupo HFN como producto del suministro de NAD" al ZT 11, para sugerir una disminucién en la

actividad de mTOR.

La proteina cinasa B (AKT) juega un rol muy importante en la sefializacién de diversos
procesos celulares como la proliferacién celular y la apoptosis; sin embargo, su participacion en la
regulacion de la sefializacién de la insulina y consecuentemente, del metabolismo de la glucosa es

de gran interés para el presente proyecto.
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Figura 28. La cronoterapia con NAD' reestituye la espresion de proteinas que actdan como sensores metabdlicos.

(A) Niveles totales de mTOR, fosforilacion de la Ser2448 de mTOR, Thr389 de S6K y fosforilacion de la Thr37/46 de 4E-BP1. junto a (B) sus
densitometrias. (C) WB a lo largo del ciclo circadiano de AKT, P-AKTS73) AMPK y P—AI\/IPK(Thrmjunto a (D) sus densitometrias. (E) Niveles
totales de ULK1 y fosforilacion de la Ser55 de ULK1 al ZT 12(F) Cuantificaciéon del WB contra p-ULK1/ULK1. (G) WB contra p90RSK y P-
RSKEer39) (H) Densitometria que cuantifica la suma de tdos los ZT para la proteina RSK total y a lo largo del ciclo circadiano en el caso de
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p-RSK. Se muestra la imagen representativa de 16 geles en los que se muestred cada ZT con una N=4. Las muestras de cada panel fueron
corridas en el mismo gel, junto con el control de carga p84 ¢ Tubulina, segun el caso. El analisis estadistico corresponde a una ANOVA de
dos vias con post hoc test de Tukey para comparaciones mdultiples (a=0.05). *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. * Diferencia estadistica
entre CD y HF, + diferencia estadistica entre CD y HFN, # diferencia estadistica entre HF y HFN.

Al evaluar la expresién de la proteina total en higado, AKT no mostrd cambios significativos
entre los grupos, ni entre los ZT evaluados (Figura 28C y 28D). Sin embargo, la fosforilacion de AKT
en su residuo de Serd73, que se sabe estrictamente necesario para su activacion en la via de
sefializacion de la insulina en higado [261]; mostré cambios evidentes entre los diferentes
tratamientos. En los higados de los ratones control, alcanzé sus niveles maximos al ZT 18 (Figura
28C y 28D), mientras que no se observé sefial en ninguno de los ZT evaluados en los ratones HF.
Contrariamente, en los ratones obesos tratados con NAD®, la fosforilacion de la Ser4d73 mostrd sus
niveles de acumulacién méxima al ZT 12, una hora después del suministro de NAD", sugiriendo la
activacion farmacoldgica de AKT a consecuencia del suministro de este metabolito al ZT 11 en un
contexto de obesidad.

La proteina cinasa activada por AMP (AMPK) es considerada como un sensor de energia
celular debido a su capacidad para sefializar la disminucion de ATP dentro de la célula, lo que le
permite desplegar procesos de produccién energética que incluyen a la glucélisis y la oxidacion de
lipidos [253]. Se ha reportado que en contextos de inflamacién, obesidad y DT2 su actividad
desciende [254] e interesantemente en higado, el restablecimiento de su actividad ha sido utilizado
como una estrategia terapéutica que reduce la esteatosis hepatica no alcohdlica inducida por la
dieta [255-257]. Tomando en cuenta estos antecedentes, se evaluaron los niveles totales de AMPK,
asi como su fosforilaciéon en el residuo Thr172 que es un indicador de su actividad [258].

Observamos que los niveles de AMPK(Total), permanecen constantes a lo largo del ciclo
circadiano en los tres grupos de estudio (Figura 28C, 28D y Apéndice F). De acuerdo a lo esperado,
la fosforilacion en el residuo de Treonina 172 mostrd un incremento de la sefial al ZT O con un
maximo durante el ZT 6 en los higados de individuos control. No se observé fosforilacidon a lo largo
del ciclo circadiano en los individuos obesos que no recibieron tratamiento (Figura 28C y 28D);
interesantemente detectamos la sefial de AMPK fosforilado al ZT 12 en los ratones HFN, lo que
sugiere la activacion farmacoldgica de esta proteina inducida por el suministro de NAD" al ZT 11.

Debido a que observamos la activacion de AMPK como consecuencia de nuestro
tratamiento, evaluamos la fosforilacion de unos de sus blancos al ZT 12. La proteina ULK1 es
activada por AMPK a través de la fosforilacion de su residuo Ser555 y estd implicada en el control
de la autofagia y el tragico de vesiculas desde el aparato de Golgi [259], este ultimo, proceso

bioldgico que aparecio representado en los términos GO realizados a partir de los genes DE en el
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grupo de individuos obesos tratados con NAD" al ZT 11 (HFN) con respecto a los grupos CD y HF
(Figura 26F, Golgi vesicle transport).

Por medio de un WB realizado al ZT 12 en extractos de higado de 4 individuos de cada
grupo (Figura 28E y 28F), observamos una acumulacion significativamente mayor de la proteina ULK
fosforilada en el residuo Ser555 en los individuos del grupo HFN con respecto a los individuos
control y a los ratones obesos no tratados (Figura 28E y 28F). Asi, este resultado robustece la
posibilidad de que AMPK esté siendo activada como consecuencia del suministro de NAD" al ZT 11.

Las cinasas de la subunidad 6 ribosomal (p90RSK) estdn involucradas en la regulacién de la
magquinaria traduccional, ademas de fosforilar proteinas y factores de transcripcién que aparecen
sobre expresados en nuestros individuos sometidos a dieta alta en grasa, como el factor de
transcripcion NF-kB [260].

Los niveles de las proteinas p90RSK1-3 tuvieron un nivel maximo de expresion al ZT 18 en
los individuos control (Figura 28G y 28H), mientras que los animales del grupo HF, expresaron
niveles altos de proteina a lo largo del dia. Interesantemente, por medio de la cuantificacién de los
niveles totales de RSK a lo largo del dia, se observa una disminucién estadisticamente significativa
en el grupo de individuos obesos tratados con NAD" al ZT 11 (HFN).

La fosforilacion de p90RSK en el residuo Thr359 es un indicativo de su actividad, cuya
maxima acumulacion se dio al ZT 18 en los individuos control, mientras que observamos una
disminucion significativa de esta marca como consecuencia del tratamiento con NAD" en el grupo
HFN con respecto a los individuos obesos no tratados (HF) (Figura 28G y 28H). Estos resultados
refuerzan la idea de que que las vias de sefializacién en la que participa p90RSK, como la via de
mTOR v la activacidon de la respuesta inmune, que se encuentran sobrerreguladas en los individuos

alimentados con dieta alta en grasa, son restauradas como efecto del suministro de NAD" al ZT 11.

8.11. El NAD" suministrado al ZT 11 es més efectivo que cuando se suministra al

ZT 23 para contrarrestar la fisiopatologia producida por el consumo de HF

En este proyecto, nos planteamos responder la pregunta: éEs importante la ritmicidad circadiana
del NAD", con su acrofase especificamente al ZT 12, para contrarrestar patologias relacionadas con
la obesidad, o simplemente elevar los niveles del metabolito, independientemente de la hora del
dia, es suficiente? Con los datos ya descritos sabemos que el NAD" restituye el fenotipo metabdlico
si se restauran sus oscilaciones circadianas en fase a lo que se observa en condiciones normales. Sin

embargo, para completar la respuesta, fue necesario realizar el estudio suministrando NAD" a una
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hora del dia cuya concentraciéon es minima en condiciones normales. Por ello, decidimos repetir
nuestro paradigma experimental en ratones obesos, pero administrando el metabolito al ZT 23
(grupo HFN23) y evaluar su efectividad.

8.11.1. La cronoterapia aplicada al ZT 23 invirtié la acrofase del NAD" hepético al ZT 24

Para determinar las concentraciones de NAD" a lo largo de un ciclo circadiano, en los
individuos suministrados con este metabolito al ZT 23, fueron cuantificados sus niveles por medio
de HPLC alos ZT 0,6,12 y 18 en el grupo HFN23.

Observamos que el suministro de NAD" al final del periodo nocturno, provoca que el pico
maximo de concentracidén de este metabolito se encuentre al ZT 0, en antifase al que se indujo
cuando el NAD" fue suministrado al ZT 11 (Figura 29A), una hora antes de que se alcance la maxima
concentracion de este metabolito en el higado de animales alimentados con dieta normocaldrica
[111].

Interesantemente, aunque las concentraciones de NAD" se encuentran en antifase en los
individuos del grupo HFN23, recuperan su oscilaciéon circadiana (Figura 29B). De esta manera
mostramos que el tiempo de suministro de NAD" determina la temporalidad en la que se induce el
maximo pico de concentraciones hepaticas de este metabolito a lo largo del ciclo circadiano, asi

como la acrofase inducida en la oscilacion circadiana de este metabolito.
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Figura 29. Concentraciones de NAD+ a lo largo de un ciclo circadiano en individuos inyectados con este metabolito al ZT 11y ZT 23.

(A) Concentraciones de NAD" hepatico al ZT 0, 6, 12, 18 y 24 correspondientes a los grupos HFN y HFN23 medidas por HPLC. (B) Analisis
estadistico de oscilacién con circawave sobre laconcentracién de NAD" hepético del grupo HFN23. Los datos se extrajeron de tres
repeticiones técnicas provenientes de 5 individuos por cada ZT (N = 20 ratones por grupo). Los datos representan el promedio +SEM. El
analisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (a=0.05). *P < 0.05;
**P <0.01; ***P < 0.001. Los pardmetros circadianos que se reportan fueron calculados usando el software CircWave V 1.4.
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8.11.2. La hora del dia determina la eficacia de NAD* como tratamiento para |a disfuncién metabdlica
inducida por la dieta

El peso de los individuos pertenecientes a los grupos CD, HF y HFN23 fue registrado
semanalmente. Como era de esperarse, el peso de los individuos alimentados con HFD aumento
con respecto al grupo que fue alimentado con dieta normocaldrica, observandose diferencias
estadisticamente significativas a partir de la semana 3. No se registraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo HF el grupo suministrado con NAD" al ZT 23 antes de
la semana 8, ni tampoco después de iniciar el suministro del metabolito (Figura 30A).

En este contexto, se realizd una comparativa entre el peso de los individuos suministrados
con NAD" al ZT 11 y al ZT 23 por medio de la evaluacion del porcentaje de cambio en el peso
corporal. El peso registrado al inicio de la semana 8, previo al suministro de NAD", es equivalente
entre ambos esquemas de tratamiento, al igual que a la semana 9. Sin embargo, a la semana 10y
11 se registra un porcentaje de cambio corporal en el peso de los individuos suministrados con
NAD" al ZT 11 mayor que en los ratones que recibieron el tratamiento en antifase (ZT 23).
Interesantemente, observamos una tendencia al aumento de peso por parte del grupo HFN23 entre
los valores registrados de la semana 10 a la 11 (menor porcentaje de cambio), lo cual no se observa
cuando el metabolito se administra a ZT11 (Figura 30B). Tomando en cuenta estos datos, se
observa una mayor eficacia de la terapia con NAD+ a ZT11 para contender el aumento de peso
provocado por la dieta que cuando se suministra a ZT23.

Posteriormente, los individuos de cada grupo fueron sometidos a una determinacion de
niveles basales de glucosa al término de las 11 semanas de dieta y las tres semanas de
cronoterapia. Dicha medicién fue realizada al ZT 4 y ZT 16 después de un ayuno de 12 horas. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre las glucosas basales grupos HFN vy
HFN23 (Figura 30C, 30D). De modo que en ambos ZT los niveles de glucosa basal se restituyeron a
niveles comparables con el control tras el tratamiento con NAD®, independientemente de la hora
del dia en que se administrara (Figura 30Cy 30D).

Sin embargo, se realizd la prueba de tolerancia a glucosa e insulina al ZT 4, a los animales
obesos tratados al ZT 23, con el objetivo de comparar los beneficios sobre la tolerancia a la glucosa
y las sensibilidad a la insulina entre los esquemas cronoterapéuticos de suministro de NAD" al ZT 11
y 23. Como se describié anteriormente, el grupo HFN con suministro de NAD" al ZT 11 mostré una
clara mejora en el GTT a lo largo del tratamiento (Figura 30E). Las diferencias estadisticamente

significativas se acentuaron entre el grupo HF y HFN desde los 10 dias post tratamiento hasta
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finalizar las tres semanas del mismo (Figura 30E). De manera interesante, no se encontré el mismo
efecto en el grupo HF que fue suministrado con NAD" al ZT 23 (HFN23), en donde no se observan
diferencias estadisticamente significativas entre este grupo y los obesos no tratados (Figura 30E).

Como se vio anteriormente, los animales obesos tratados con NAD" al ZT 11 (HFN)
mostraron mejoras significativas con respecto a los animales obesos no tratados, conforme avanzan
los dias de suministro con el metabolito, hasta llegar a niveles comparables con el grupo control
(Figura 17Ay 17B). En cambio, a lo largo del paradigma experimental no se observaron mejoras en
el ITT al ZT 4 en los animales obesos tratados con NAD" al ZT 23 (Figura 30F). Interesantemente,
nuestros resultados indican que el ZT al que se suministra NAD" no tiene efecto en la de glucosa
basal, y ésta disminuye independientemente de la hora en la que se suministra el tratamiento; pero
las mejoras en los test de tolerancia a glucosa e insulina si son dependiente del ZT al que se
suministra el metabolito, ya que Unicamente se observa una mejora gradual de la respuesta a estas
pruebas en los animales tratados bajo un esquema de cronoterapia a ZT 11y no a ZT 23.

Debido a que el suministro de NAD" al ZT 11 provocd una disminucién de los niveles de
insulina sérica en animales obesos, replicamos esta cuantificacion en los individuos suministrados
con NAD" al ZT 23. De esta manera, observamos un incremento estadisticamente significativo en la
concentracion de insulina sérica a lo largo del ciclo circadiano por parte de los grupos HF y HFN23
con respecto al grupo control (Figura 30G). En el anélisis del area bajo la curva, no se observan
diferencias significativas entre el grupo de animales obesos al que se le suministrd NAD" al ZT 23
(HFN23) vy los obesos no tratados (HF), reportdandose asi, niveles séricos de insulina
significativamente mds altos en los animales alimentados con una dieta alta en grasa con respecto
al grupo CD sin que el suministro con NAD" al ZT 23 revirtiera este aumento (Figura 30H), lo cual si
se observé en los individuos inyectados con NAD" al ZT 11 (Figura 18A).

Adicionalmente, se realizd el andlisis comparativo entre los grupos HFN y HFN23 para
cuantificar la esteatosis hepatica. No se observan diferencias en la sefial de ORO dependientes de la
hora del suministro de NAD" (Figura 30I). La determinacién del porcentaje de drea cubierta por la
sefial de rojo oleoso (Figura 30J) no arrojé diferencias entre los grupos HFN y HFN23, observandose
asi un decremento en la acumulacion de lipidos hepaticos como efecto del suministro con el
metabolito sin importar el tiempo al que se otorgd la terapia. Igualmente se determind que la
longitud de las gotas lipidicas observadas en los grupos HFN y HFN23 son 2.8 y 4.8 um
respectivamente; sin embargo, no se determinaron diferencias estadisticamente significativas

referentes a este parametro entre ambos grupos (Figura 30K).
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Figura 30. La proteccién contra la ganancia de peso inducida por la HFD fue més efectiva cuando el NAD® se suministré al ZT 11

(A) Registro semanal del peso corporal (B) Porcentaje de cambio del peso corporal de los grupos HFN11 y HFN23 provenientes de los
datos de la semana 8 a la 11. La glucosa basal fue medida a los (C) ZT 4 y (D) ZT 16 en los grupos CD, HF, HFN y HFN23. Los datos
representan el promedio +SEM (N = 5). Prueba de (E) GTT e (F) ITT. (G) Concentracion de insulina en suero a lo largo del ciclo circadiano.
(H) Area bajo la curva de la cuantificacién de insulina. (1) Tincién con ORO panel superior y, Hematoxilina contra-tefiida con Eosina panel
inferior. La escala de las barras es de 100 um y el aumento es de 20x. Dentro de cada imagen se muestra una seccion con el objetivo de
40x. (J) Cuantificacion de la sefial total de ORO. a.u., unidades arbitrarias; nromalizadas para la cuantificacién obtenida para los datos
control =1. (K) Cuantificacion de la longitud de las gotas lipidicas tefiidas con ORO. (L) WB de PPARy CEBPa (n=4 replicados bioldgicos y 8
replicados técnicos). (M) Cuantificacion por densitometria del WB. (N) Contenido hepético de TG a lo largo de un ciclo circadiano (n = 5)
réplicas bioldgicas por grupo y 2 réplicas experimentales por ZT. (N) Distribucién de la concentracién hepética de triglicéridos por
individuo (N = 40). El andlisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey para comparaciones mdltiples
(a=0.05) en el caso de A y ANOVA de una via con post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (a=0.05) en el caso de B. *P <
0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. E * Diferencia estadistica entre CD y HF, + diferencia estadistica entre CD y HFN, # diferencia estadistica
entre HF y HFN.

En relacion a la acumulacion de lipidos hepdticos, en el andlisis de expresién de las
proteinas PPARy1/2, observamos la sobreexpresion de la isoforma PPARyl en el higado de los
ratones obesos tratados con NAD" a ZT 23 (HFN23) con respecto a los tratados a ZT 11 (HFN) (Figura
30L). Por otro lado, los niveles proteicos de PPARy2 disminuyeron en el grupo HFN, con respecto al
grupo HFN23 (Figura 30L y M). Aunado a estos resultados, los niveles de CEBPa estan aumentados
en los ratones que recibieron la terapia al ZT 23 con respecto a los que la recibieron al ZT 11, en
particular al ZT 12.

Interesantemente, se observé una inversion de la fase en la que se acumulan ambas
proteinas, donde los puntos minimos de la cuantificacion por densitometria en el grupo HFN
coincidieron con los niveles maximos cuantificados en grupo HFN23 (Figura 30M).

En relacion a la distribucidn de lipidos extrahepaticos, la concentracion de triglicéridos en
suero es un rasgo adquirido por el consumo de dietas altas en grasa. Se cuantificaron los niveles de
triglicéridos séricos a lo largo del dia en los grupos CD, HF, HFN y HFN23. No se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control (CD) y los animales obesos tratados al ZT 11
(HFN); sin embargo, se reportaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo al que
se suministré NAD" al ZT 23 en comparacion al suministrado al ZT 11, especificamente en la fase de
descanso (ZT6-12) (Figura 30N). Asi, el suministro al ZT 23 de NAD" invirtié la fase de acumulacion
de TG con respecto al resto de los grupos que en general se encuentra dentro del periodo de
actividad (ZT18-24) (Figura 30N).

Globalmente, observamos que las concentraciones de TG séricos de los animales obesos
son significativamente mayores que las medidas en los grupos CD y HFN, como se esperaba (Figura
30N). Interesantemente, pese a una tendencia a la baja, no se reportaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo suministrado con NAD" al ZT 23 (HFN23) y los
animales obesos (HF), mientras que el grupo HFN23 presentd una concentracidn significativamente

mayor de TG séricos el grupo HFN (Figura 30N). Estos datos sugieren que el tratamiento con NAD"
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al final del periodo diurno (ZT 11) es mas efectivo para reducir los TG séricos en un contexto de
obesidad que si se administra al final del periodo nocturno (ZT 23).

8.11.3. La proteina mtCOX1 esta subexpresada en los individuos del grupo HFN23

Por medio de la cuantificacion de la relacién S18/mtCol, observamos un incremento del nimero de
mitocondrias asociado al suministro de NAD" al ZT 11. Debido a ello resultd interesante evaluar la
respuesta en la abundancia mitocondrial cuando el tratamiento fue otorgado en antifase al ZT 23
por medio de la cuantificacion de la Citocromo C oxidasa 1 (mtCOX1) que estd codificada en el DNA
mitocondrial y que participa como componente esencial de la cadena respiratoria dentro del

complejo IV.
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Figura 31. Abundancia de mtCOX1 en higado de ratones obesos con tratamiento de NAD* al ZT 11y 23.
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(A) WB contra mtCOx1 al ZT Oy (B) cuantificacién del WB (N =3 6 4). (C) Imagenes representativas de inmunofluorescencias con objetivo
de 40X al ZT 0y 12 (N =3 repeticiones bioldgicas por ZT, N = 3 replicados técnicos) contra mtCOX1 en biopsias de higado, la linea inferior
muestra la escala en 100um. ANOVA de una via con post hoc test de Sidak (a=0.05) *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

No observamos diferencias estadisticamente significativas entre la abundancia de mtCOX1
en extractos provenientes de higado entre los grupos control (CD) y los grupos de animales obesos
a los que se les negd (HF) o se les suministré con NAD" al ZT 11 (HFN) (Figura 52A y B).
Interesantemente los individuos del grupo que recibié el tratamiento al ZT 23 (HFN23) mostraron
cantidades significativamente menores de mtCOX1 (Figuras 52A y B). Este resultado fue confirmado
por medio de la deteccién de la Citocromo C oxidasa 1 en biopsias de higado, en las que
observamos una sefial menor de esta proteina en el grupo HFN23 con respecto al resto de los
grupos evaluados (Figura 52B). En conjunto estos resultados podrian indicar que elevar los niveles
de NAD" al ZT 23, al final del periodo de ingesta, desacopla la produccién de NADH, que en
condiciones normales se da posterior al aumento de la biodisponibilidad del NAD" al ZT 12, lo que
podria afectar la produccién de mtCOX1 e incluso la abundancia mitocondrial.

8.11.4. Unicamente la cronoterapia al ZT 11 y no al ZT 23 restaura la dindmica de expresién de
sensores metabdlicos implicados en la regulacién energética

En nuestros experimentos anteriores, observamos la reestructuracion de diversas rutas y sensores
metabdlicos que surgen como producto de la cronoterapia con NAD" aplicada al ZT 11 en ratones
obesos, por lo que decidimos explorar su dindmica cuando el NAD" se administra en antifase, a
ZT23.

Los niveles de mTOR(Total) no mostraron variabilidad entre ZTs, ni entre tratamientos,
manteniéndose una sefial constante (Figura 53A y Apéndice F), y su fosforilacién en la Ser2448
mostrd un perfil global similar entre los animales a los que se les suministré NAD" al ZT 11y ZT 23
(Figura 32A y 32B). Interesantemente, la fosforilaciéon de la Thr389 en la proteina S6K que se
observé ritmica en el grupo HFN, con una hiperfosforilacion en el periodo nocturno, se observé
constitutivamente hiperfosforilada a lo largo de todo el ciclo circadiano en el grupo HFN23 (Figura
32Ay 32B), sugiriendo que la ritmicidad en la actividad rio abajo del complejo MTORC1, se restaura
en el higado de animales obesos cuando los niveles de NAD" se elevan farmacoldgicamente al inicio
de la fase activa (ZT11), pero no si lo hacen al inicio del periodo de descanso (ZT23).

Posteriormente, realizamos el andlisis comparativo de la dindmica de acumulacién a lo
largo del ciclo circadiano de las cinasas de la subunidad 6 ribosomal (p90RSK), en donde
observamos niveles minimos de expresion al ZT 0 en los individuos suministrados con NAD" al ZT 11

(Figura 32A), mientras que los animales del grupo al que se suministrd el metabolito al ZT 23, no
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muestran variaciones en la sefial de p90RSK1-4 a lo largo del dia (Figura 32A y Apéndice F). En
cuanto a los niveles de fosforilacion de p90RSK en la Thr359, asociados a su actividad, observamos
su acumulaciéon maxima al ZT 6 en los individuos tratados con NAD" al ZT 11. Contrariamente, en los
individuos obesos tratados con NAD" al ZT 23, se observa una mayor fosforilacién durante todo el
ciclo, con peculiar abundancia al ZT 0y 12 (Figura 32A y 32B); sugiriendo que las vias dependientes

de RSK estan mas activas en los individuos del grupo HFN23.
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Debido a que observamos la activacion del sensor metabdlico AMPK a consecuencia del
suministro de NAD" al ZT 11, evaluamos su respuesta en los animales tratados al ZT 23. Como se
observa en la figura 54, los niveles de AMPK(Total), permanecen constantes a lo largo de los
tiempos estudiados y tampoco se observan diferencias entre ambos tratamientos. Sin embargo, la
fosforilacién en el residuo T172 que aumentd al ZT 12 en los individuos obesos suministrados con
NAD" al ZT 11, no se observé a lo largo del ciclo circadiano en los individuos obesos que recibieron
terapia con NAD" al ZT 23 (Figura 31C y 31D), sugiriendo que es necesario el aumento de la
biodisponibilidad del NAD" al ZT 12 para provocar la activacion de AMPK.

Por medio del suministro de NAD" al ZT 11, se indujo la activacién de la proteina AKT, sin
embargo, para dilucidar si esta activacion es dependiente del punto circadiano al que se suministra
este metabolito, evaluamos su respuesta en los individuos tratados al ZT 23. Asi, observamos que
AKT total permanece constante a lo largo del ciclo circadiano independientemente del tratamiento
aplicado (Figura 31E y F). Sin embargo, la fosforilacién en el residuo de Ser473 muestra dinamicas
diferentes entre los tratamientos, mostrando niveles maximos al ZT 12 en los individuos obesos
suministrados al ZT 11, mientras que en los tratados a ZT 23, AKT fosforilada no se acumula de
forma tan significativa en ninguno de los ZT evaluados (Figura 31E y F), lo que sugiere que el
aumento de la biodisponibilidad del NAD" al ZT 12, potencia la activacion de AKT, en comparacion a

cuando se inducen concentraciones altas de NAD" al ZT 23.

8.11.5. El NAD" promueve la sobreexpresién de genes que controlan la oxidacidn de acidos grasos al
ZT 18 cuando es suministrado al ZT 11

La B-oxidacion depende de un grupo de enzimas que tienen por propdsito la degradacion
de acidos grasos a través de descarboxilaciones sucesivas llevadas a cabo por un conjunto de
proteinas mitocondriales, entre las que se encuentran la Acyl-CoA Oxidasa 1 (ACOX1), Enoil-CoA
hidratasa (ECHS1), Hidrxiacil-CoA deshidrogenasa (HADH), Hidrxiacil-CoA deshidrogenasa subunidad
a (HADHA), Acetil-CoA Acetiltransferasa 2 (ACAT2) y la Acetil-CoA deshidrogenasa de cadena corta
(ACADS) [262]. El sustrato de estas enzimas, acidos grasos de cadena sencilla, son introducidos
desde el exterior de la mitocondria hasta la matriz por medio de la Carnitina-palmitoiltransferasa 1
y 2, quienes son las enzimas limitantes de la B-oxidacidn [262]. Segun los datos de nuestros
microarreglos, los genes que codifican las proteinas que participan en dicha ruta catabdlica se
encuentran sobreexpresados en los individuos obesos que fueron tratados con NAD" al ZT 11
especificamente durante el ZT 18 con respecto a los individuos a los que no se les otorgd el

tratamiento (Figura 33A).
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(A) En color verde se muestran los genes sobreexpresados en la condicién HFD comparados con su expresion en los animales obesos que
no recibieron tratamiento (grupo HF). (B) Expresién de genes involucrados en la B-oxidacion. (C) Enzimas que participan en a-oxidacion
(D) Cuantificacion por qPCR de los genes Cyp4al0, Cyp4ald, Cyp4a31y Acot3 implicados en la w-oxidacion. (E) Expresion los genes Mt1,
Mt2 y Len2. Los datos de expresion (N = 3) fueron introducidos al servidor pathview [263]. En las gPCR se utilizd una N = 5. El andlisis
estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey para comparaciones mdultiples (a=0.05), *P < 0.05; **P
<0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadistica entre CD y HFN, ediferencia estadistica entre HF y HFN, # diferencia estadistica entre CD y
HFN23, - diferencia estadistica entre CD vs HF, $ diferencia estadistica entre HFN vs HFN23, % diferencia estadistica entre HF y HFN23.

Con el propdsito de evaluar el efecto de la cronoterapia otorgada al ZT23, se evalué por
medio de gPCR la expresidn de una bateria de genes involucrada en la oxidacién de acidos grasos
en los grupos CD, HF, HFN y HFN23. La expresidn de los genes fue determinada al ZT O, 6, 12 y 18.
La expresion de los genes Cptla, Cpt2, Acox1, Acaalb, Echsl y Acsml, involucrados en la B-
oxidacién, es menor en el grupo CD en todos los ZT estudiados con respecto al resto de los
tratamientos, con excepcién del gen Acaalb, cuya expresién es menor en el grupo HFN23 (Figura
33B). En la condicién HF, los genes estudiados de la B-oxidacién estdn sobreexpresados con
respecto al control como efecto de la alimentacién con una dieta rica en grasa. Interesantemente,
la expresion de estos genes se ve incrementada al ZT 18 al aumentar la biodisponibilidad del NAD"
al ZT 12. Sin embargo, cuando el NAD" es administrado en la fase inversa en el grupo HFN23,
cuantificamos los niveles mas altos de transcritos del conjunto de genes estudiados al ZT 24, una
hora después del suministro del metabolito. A pesar de ello, este aumento es estadisticamente
menor que el presentado al ZT 18 como producto de la inyeccién intraperitoneal al ZT 11 (Figura
33B).

En el caso de las proteinas acil-CoA sintetasa de acidos grasos de cadena larga y muy larga
(SLC27A2) que cataliza la formacion de acil-CoA y de la proteina ABCD1 que es un transportador de
membrana que importa dcidos grasos y acil-CoA de cadena larga a través de la membrana del
peroxisoma, que suministran el sustrato a las enzimas que catabolizan acidos grasos a través de la
a-oxidacion como la carnitina O-aciltransferasa (CRAT) (Figura 33C), también fueron analizadas en
este estudio. La expresion de los genes que codifican estas enzimas mostrd un nivel menor en el
grupo CD con respecto al resto de los tratamientos (Figura 33C). Los genes Slc27a2, Abcdl y Crat
presentaron un aumento significativo de su expresiéon al ZT 18 especificamente en el grupo HFN. El
suministro de NAD" al ZT 23 no aumenté la expresion de los genes que participan en el catabolismo
de acidos grasos a través del peroxisoma con la misma intensidad conseguida en el grupo HFN; sin
embargo, los niveles de mRNA de estos genes poseen su maxima expresion al ZT 24, una hora
después del suministro con NAD" en el grupo HFN23. También se observé una disminucién en los
niveles globales de los transcritos Abcdl y Crat como efecto del suministro de NAD" al ZT 23 con

respecto a los animales obesos.
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Por otro lado, los citocromos P450 son un grupo de monooxigenasas involucradas en el
transporte de electrones dependientes de NADPH, a través de estas reacciones las enzimas P450
A10, P450 4A14 y PA50 4A31 participan en la oxidacién de acidos que tiene lugar en los microsomas
[265]. Los niveles de transcripcion de estas monooxigenasas y de la acetil CoA-tioesterasa 2
(ACOT2), que cataliza la hidrélisis de acil-CoA al acido graso libre y la coenzima A (CoASH) para
proporcionar sustratos a la beta-oxidacion de acidos grasos [266], fueron menores en el grupo
alimentado con dieta normocaldrica con respecto al resto de los grupos de nuestro estudio (Figura
33D).

Los higados de los ratones obesos sin tratamiento (HF) mostraron un aumento generalizado
en la transcripcion de Cyp4a31 y CYP4al4. Sin embargo, la cronoterapia con NAD" al ZT 11 indujo
un aumento estadisticamente significativo con respecto a todos los grupos en la transcripcion de
los genes Cyp4al0, Cyp4ald, Cyp4a31 y Acot2 al ZT 18 Interesantemente, los individuos a los que
se les suministréd NAD" al ZT 23, mostraron su maxima acumulacion de transcritos una hora después
del suministro del metabolito al ZT 24, la cual no obstante fue menor que en el grupo HFN en todos
los puntos circadianos evaluados (Figura 33D).

Dentro de este estudio cabe mencionar a los genes que codifican a las metaloteinas 1/2 y
Len2, que han sido asociados con un efecto protector ante ciertas patologias relacionadas al
suministro de una dieta alta en grasa [267, 268]. Interesantemente, como efecto del tratamiento
con NAD’, observamos un incremento en sus transcritos en ambos grupos suminstrados (HFN y
HFN23). Sin embargo, el suministro del tratamiento al ZT 23 provocd una sobrerregulacién mayor
de su transcripcién en comparacién a cuando el metabolito fue suministrado al ZT 11 (Figura 33E),
lo que sugiere la activacion de programas transcripcionales dependientes de la hora de suministro
con NAD’, que en este caso favorecié a los genes antes mencionados cuando la cronoterapia se
otorgd al ZT 23.

Conjuntando estos datos, podemos observar que la cronoterapia otorgada al ZT 11
aumenta la expresiéon de los genes involucrados en la oxidacién de acidos grasos, no asi cuando se
suministra al ZT 23. Sin embargo, la expresion de algunos genes que protegen contra la obesidad

como Mt1, Mt2 y Len2, es estimulada por el NAD' en particular, cuando es suministrado al ZT 23.
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8.12. La biodisponibilidad del NAD" determina la fase en la que se expresan los
genes y proteinas del reloj circadiano, asi como la expresiéon de los genes que

controlan

Existen antecedentes en la literatura que indican la existencia de un didlogo entre NAD*/NAMPT y
SIRT1/BMAL:CLOCK, en ellos se plantea que las concentraciones de NAD® podrian reconfigurar la
transcripcion de los CCG’s a través de la modulacién en la actividad de BMAL1:CLOCK al menos en
parte a través de SIRT1. Interesantemente, cuando los individuos obesos fueron suministrados con
la terapia al ZT 23, observamos un patrén inverso de acumulacion de las proteinas del reloj a lo
largo del ciclo circadiano al descrito para el grupo HFN (Figura 34A). En los higados del grupo
HFN23, la sefial de P-BMAL1 aparecié al inicio del periodo diurno (ZT0O), mientras que la
acumulacion maxima de la forma desfosforilada se vio a ZT12. Este patrén es exactamente
antifasico al que se observo en los higados del grupo HFN, tratados con NAD" al ZT 11 (Figura 34Ay
34B).

El andlisis de la proteina CRY1 revelé que el suministro de NAD" al ZT 23 provocd una
reduccion de sus niveles al ZT 0, alcanzando su acumulacién maxima al ZT 18. Esta dindmica
también se observé inversa a la del grupo HFN (Figura 34A y 34B). Algo similar sucede con PER2,
gue en el grupo HFN23 se acumula durante el periodo diurno, mientras que en los individuos en el
grupo HFN se acumula durante el nocturno. (Figura 34A y 34B). Finalmente, la proteina REV-ERBa
en los higados de los ratones del grupo HFN mostrd su maximo de acumulacién al ZT 6 el cual
disminuye a una sefial menor pero visible al ZT 12. Igualmente, la acumulacién de esta proteina se
observa inversa, a los ZT 18 y 0, en los individuos obesos tratados con NAD" al ZT 23 (Figura 34Ay
34B).

Debido a que observamos una reconfiguracion en la dindmica de acumulacion de las
proteinas del reloj provocada por el suministro de NAD" al ZT 23, cuantificamos la transcripcion a lo
largo del ciclo circadiano de los genes que codifican su maquinaria. Interesantemente, la fase en la
que se expresan Bmall, Clock, Cry1, Perl, Per2 y Rev-erba se invirtié como efecto del aumento en la
biodisponibilidad del NAD" a ZT23, en antifase al pico de maxima biodisponibilidad conocido en
higado (ZT 12) (Figura 34C). El cambio de fase en la expresidn de estos transcritos en el higado se
reporté con CircWave en alrededor de 12 horas (Figura 34D).

En relaciéon a lo anterior, la transcripcion circadiana de genes es controlada por la

magquinaria transcripcional del reloj [269], por lo que la reprogramacién que sufrié este sistema a
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Figura 34. La dindmica de acumulacién de las proteinas que controlan el reloj circadiano se invierte como consecuencia de suministrar NAD

al ZT 23, al igual que los genes a los que controlan.

(A) Western blot de BMAL1, p-BMAL1, CRY1, PER2 y REV-ERBa junto a su (B) densitometria. (C) RTqPCR de los genes que controlan el
reloj circadiano en higado. (D) Acrofase y p-value de la deteccidon de ritmos circadianos (P<0.05) de los genes del reloj en higado
determinados por el programa Circ Wave. (E) Cuantificacion de CCG en higado por qPCR. (F) Acrofase y p-value de la deteccidn de ritmos
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circadianos (P<0.05) de los genes del reloj en higado determinado por el programa Circ Wave. Las muestras de cada panel fueron
corridas en el mismo gel, junto con el control de carga correspondiente, colocado en la parte inferior. Se muestra la imagen
representativa de 4 geles en los que se muestred cada ZT con una N=4. El analisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con
post hoc test de Tukey para comparaciones multiples (¢=0.05, *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

consecuencia del suministro de NAD" al ZT 23, tentativamente pudo haber afectado la ritmicidad de
los CCG. Por ello evaluamos la transcripcion de algunos genes que son controlados directamente
por la maquinaria del reloj y que son robustamente circadianos como Dbp, Tef, Nfil3 y Noct (Figura
34E). Observamos que la fase de expresion de estos transcritos en el higado se invirtid tras el
suministro de NAD" al ZT 23, provocando un corrimiento de su acrofase de aproximadamente 12
horas con respecto al resto de grupos, y en particular a los higados del grupo HFN (Figura 34E y

34F).

8.13. El suministro de NAD" al ZT 23 no reorganiza el reloj circadiano del Nicleo
Supraquiasmatico ni tampoco afecta eventos comportamentales o de conducta

alimentaria

La reorganizacion de la maquinaria molecular del reloj circadiano que observamos en el higado tras
el suministro con NAD+ al ZT 23, abrid la posibilidad de una reestructuracion mas amplia que
incluso pudiese afectar el comportamiento de los individuos, debido a que el suministro del
metabolito se realizd de forma sistémica, por lo que los nucleos cerebrales que controlan la
conducta alimentaria como el arcuato, ventromedial y paraventricular [270-272] pudieran haber
sido afectados y esto derivara en cambios en los patrones de ingesta que podrian influir los
fenotipos descritos. Tomando en cuenta estos hechos, decidimos explorar el comportamiento, la
conduvta alimentaria de los individuos y finalmente la dinamica de expresiéon de los genes que
controlas el reloj y los CCGs en el nucleo supraquiasmatico, como indicadores de la posible

reprogramacion en el reloj central.

8.13.1. El NAD" suministrado a los ZT 11 y 23 mantiene de manera general los patrones de
movimiento y alimentario en los individuos obesos a lo largo del ciclo circadiano.

El maximo consumo de alimento se dio durante el periodo nocturno en los tres grupos estudiados,
como se ha reportado anteriormente para el caso de la conducta alimentaria en ratones (Figura
35A), evidenciando que el tratamiento con NAD® no reorganiza completamente los patrones de
ingesta. Sin embargo, se observaron cambios puntuales dependientes del tiempo en el que fue
aplicado el tratamiento con NAD". En este sentido, observamos una disminucién significativa del

consumo de alimento durante el periodo de descanso, especificamente al ZT3, en el grupo
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suministrado con NAD® al ZT 11 (HFN 11) (Figura 35A). También se determind un aumento
significativo del consumo de alimento al inicio del periodo de actividad (ZT 12) en el grupo
suministrado con NAD" al ZT 23 HFN23 (Figura 35A). Por otro lado, al ZT 21 se observd una
diferencia significativa entre el consumo de alimento en los grupos HFN y HFN23 (Figura 35A),
sugiriendo un avance de fase en el patron de ingesta del grupo HFN23. Estas diferencias puntuales
podrian ser atribuidas a una sefial que posiblemente aporta el NAD" sobre la ingesta de alimento.
Por otro lado, no observamos diferencias significativas en la cantidad total de alimento que
consumen los individuos de los grupos HF, HFN y HFN23 a lo largo del dia (Figura 35A), por lo que la
reduccion significativa de peso que observamos después de suministrar NAD" al ZT 11 en los
animales obesos del grupo HFN, con respecto a los individuos de los grupos HF y HFN23, no se debe

a una diferencia en la cantidad de alimento ingerido.
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Figura 35. Consumo de alimento a lo largo del ciclo circadiano.

(A) Consumo de alimento cada 3 horas a lo largo del ciclo circadiano (N =5 a 7) (B) Analisis de oscilacion o ausencia de oscilacion
circadiana en el consumo de alimento de los grupos HF, HFN y HFN23. El andlisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con
post hoc test de Tukey (a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadistica entre HF y HFN, ° Diferencia estadistica entre
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HF y HFN23, # diferencia estadistica entre HFN y HFN23. Los parametros circadianos que se reportan fueron calculados usando el
software CircWave V 1.4.

Interesantemente, por medio de un andlisis para detectar oscilaciones circadianas,
observamos que el suministro de NAD" al ZT 23 provoca una pérdida del patrén de oscilacidn en la
conducta alimentaria (Figura 35B), mientras que este se conserva en los animales suministrados
con NAD" al ZT 11 (Figura 35B). Probablemente esta pérdida de ritmicidad en la ingesta en los
animales del grupo HFN23, se deba al desacoplamiento entre la concentracién maxima de NAD" y el

inicio del periodo de alimentacion.
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Figura 36. Perfiles de actividad motriz y alimentaria a lo largo del ciclo circadiano.

(A) Actogramas (B) Cuantificacion de la actividad motriz y la conducta alimentaria (N = 7). Los datos fueron recabados con el programa
OASPAD?20, analizados y graficados con el programa RhytmicAlly. Las flechas azules y rojas indican el periodo de tratamiento con solucion
salina o NAD". El andlisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey(a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01;
***p < 0.001. *diferencia estadistica entre HF y HFN, ° Diferencia estadistica entre HF y HFN23, # diferencia estadistica entre HFN y
HFN23. La flecha azul () indica el inicio del periédo de suministro via I.P. de solucidn salina y la flecha roja (i) indica el inicio del
periodo de suministro via I.P. con NAD".

98



Debido a que el NAD" provocé cambios puntuales en la ingesta, dependientes de la hora a
la que fue suministrado, se decidid evaluar los perfiles de conducta locomotriz y alimentaria en los
grupos HF, HFN y HFN23. Como se esperaba, todas las cohortes se comportan de manera
comparable antes del tratamiento (Figura 36A, dias 1-7, y 36B, “previo al suminstro de NAD™). Sin
embargo, a partir de que se comienza con el tratamiento de NAD® (Figura 36A, flecha roja),
observamos un aumento de la actividad motriz y alimentaria alrededor al final del periodo de
ingesta en el grupo HFN (Figura 36A, 36B, mientras que el grupo HFN23 mostré un aumento
significativo en la actividad motriz y la ingesta al ZT 12, coincidiendo con lo observado para el
consumo alimenticio (Figura 36A). Las causas de estas diferencias en la conducta de los grupos
podrian radicar en el desacoplamiento de eventos regulados por el reloj circadiano, como los son el
inicio del periodo de ingesta y el aumento de la concentracion de NAD", o en la influencia del NAD"
sobre el reloj molecular de los distintos nucleos hipotalamicos, similar a lo que sucedia en el higado.
8.13.2. El suministro de NAD" al ZT 23 no reorganiza el reloj circadiano del Ndcleo Supraquiasmatico.
Debido a que la cronoterapia con NAD" reorganizé el reloj circadiano hepético cuando se aplicd al
ZT 23, debe considerarse su efecto en el nicleo supraquiasmatico (NSQ), en donde se halla el reloj
central, debido a que el tratamiento fue aplicado de forma sistémica. Para abordar esta cuestidn, se
cuantificé la expresion al ZT 0y 12 de genes de la maquinaria del reloj (Clock, Bmally Per2) y de un
gen controlado por el reloj en la mayor parte de los tejidos (Dbp), en el NSQ de los grupos HF, HFN y
HFN23. Interesantemente, no observamos diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de estos genes en el NSQ entre los grupos de estudio (Figura 37). Unicamente se
observaron diferencias significativas en el nivel de expresion genética entre el ZT 0y ZT 12 (Figura

37), como era de esperarse por la naturaleza circadiana de estos genes.
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Figura 37. El suministro de NAD® al ZT 23 no reorganiza la expresion genética de los componentes del reloj o de los genes controlados por el
reloj.

Expresion relativa de Clock, Bmall, Per2 y Dbp alos ZT 0y 12 (N = 3-4). El andlisis estadistico corresponde a una ANOVA de dos vias con
post hoc test de Tukey(a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.
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Este andlisis sugiere que la elevacidn antifasica en los niveles enddgenos de NAD®, cuando
este es suministrado de manera sistémica, posee la capacidad para reorganizar al reloj periférico
hepatico, sin alterar de manera significativa la ritmicidad del nucleo supraquiasmatico, quien sigue

conservando su propio ritmo circadiano.

8.14. La cronoterpia con Nicotinamida al ZT 11 y 23 induce las mismas
respuestas en las pruebas de GTT, ITT y la reprogramacién del reloj circadiano

que se observan con el suministro de NAD*

La Nicotinamida (NAM) es un metabolito intermediario en la ruta de sintesis de la
Nicotinamida adenin dinucledtido (Figura 8) que ha sido utilizado exitosamente para inducir un
aumento en los niveles de NAD" para promover mejoras fisioldgicas en trastornos relacionados al
sindrome metabdlico [191, 192, 273-275]. Puesto que todo nuestro estudio se basd en el uso del
NAD", no queda claro si los efectos son deben al uso especifico de este fdrmaco o son extrapolables
a otros tratamientos con precursores de NAD®, generalmente mas utilizados en la literatura y
ensayos clinicos. Con el propdsito de dilucidar esta cuestién, se trataron dos grupos de animales
con 200 mg/kg de peso de Nicotinamida via intraperinoteal, a partir de la semana 8 de alimentacion
con dieta alta en grasa, siguiendo por tanto un paradigma similar a lo realizado con el NAD". El
tratamiento en los ratones obesos se continud hasta la semana 12, igual a lo realizado parala
terapia con NAD". Igualmente, un grupo de animales fue suministrado con NAM al ZT 11 (NAM11) y
otro al ZT 23 (NAM23).

Al finalizar el estudio, el grupo de animales suministrado con Nicotinamida al ZT11 mostré
un porcentaje de cambio de peso negativo, lo que indicé una pérdida de peso estadisticamente
significativa con respecto a los individuos suministrados con este metabolito al ZT23, quienes
mostraron, al contrario, un aumento de masa corporal (Figura 38A).

Entre los grupos NAM11 y NAM23, no se vieron diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de glucosa basal determinadas previo al suministro de NAM. Sin embargo, al finalizar
los respectivos esquemas de tratamiento, el grupo suministrado al ZT 23 mostré un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de glucosa basal, en comparacién con el grupo de
animales obesos suministrados con Nicotinamida al ZT 11, en quienes se detuvo el aumento de la

glucosa basal provocado por el suministro de una dieta alta en grasa (Figura 38B).
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Figura 38. El suministro de Nicotinamida al ZT 11 detiene el aumento de peso y glucosa basal provocado por el suministro de una dieta rica
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(A) Porcentaje de cambio del peso corporal determinado entre la masa corporal de los individuos al inicio del suministro de la HFD y tras
finalizar 12 semanas de este esquema alimenticio (N=3). (B) Niveles de glucosa basal previos al suministro de Nicotinamida y al finalizar el
suministro de este metabolito en los grupos NAM11 y NAM23. (C) Prueba de tolerancia a la glucosa (GTT) y (D) prueba de tolerancia a la
insulina (ITT) previos y posteriores al tratamiento con Nicotinamida al ZT 11y ZT 23 (N = 4-3). AUC, area bajo la curva. (E) Western blot en
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el que se detecta la forma fosforilada y desfosforilada de BMAL1, y totales de CRY1, PER2 y REV-ERBa al ZT 12 a partir de extractos de
higado junto a su (F) densitometria. Las muestras de cada panel fueron corridas en el mismo gel, junto con el control de carga
correspondiente, colocado en la parte inferior. En A, Dy F la estadistica corresponde a una ANOVA de una via con post hoc test de Sidak
(a=0.05) *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. En By D la estadistica corresponde a una ANOVA de dos vias con post hoc test de Tukey
(a=0.05) *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001.

Los datos recabados en las pruebas de GTT e ITT, realizadas Unicamente al ZT 4, mostraron
una mejora en la tolerancia a la glucosa e insulina especificamente en el grupo de animales obesos
suministrado con NAM al ZT 11 (figura 38Cy 38D).

En conjunto, estos datos sugieren que los efectos de la Nicotinamida sobre el peso vy el
metabolismo de glucosa e insulina en los ratones obesos es dependiente del tiempo o momento del
dia en el que se suministra, siendo mas eficaz su administracién al ZT11, de manera analoga a lo
observado para el NAD".

Una de las observaciones mas relevantes que logramos obtener en nuestros experimentos,
fue el efecto del NAD" como un reorganizador de la dindmica de acumulacién de las proteinas del
reloj. Con el propdsito de determinar el suministro de Nicotinamida, precursor del NAD®, lograria la
reorganizacion del reloj circadiano hepatico, se analizé en el higado la expresién proteica de la
magquinaria molecular del reloj circadiano, a ZT12, en ratones tratados con NAM al ZT 11 vy al ZT 23.
Este estudio mostrd que la proteina BMAL1 se encuentra fosforilada en los individuos NAM11,
mientras que en el grupo NAM23, observamos una disminucién en la fosforilacion de BMAL1
(Figura 38E y 38F). La proteina CRY cuenta con un grado significativamente menor de acumulacion
en el grupo NAM11, en comparacion con el grupo NAM23 (Figura 38E y 38F). En el caso de la
proteina PER2 no se reportan diferencias estadisticamente significativas al ZT 12 entre los grupos
NAM11 y NAM23 (Figura 38E vy 38F), pero la proteina REV-ERBa, mostré una sefial
significativamente mayor en los animales obesos suministrados al ZT 11 con respecto a los
suministrados al ZT 23 (Figura 38E y 38F). Estas observaciones realizadas al ZT 12, sugieren que el
suministro de Nicotinamida es capaz de reorganizar las proteinas del reloj circadiano,
probablemente a través de una induccién directa del aumento en las concentraciones intracelulares

de NAD", de manera comparable a lo observado para el tratamiento con NAD".
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9. Discusion

La prevencién y mejora de la obesidad, son elementos que han adquirido relevancia en la sociedad
moderna, y exigen urgentemente una contramedida efectiva debido al aumento de su recurrencia a
nivel mundial. El aumento en los niveles de NAD" por medio de su suministro exégeno, ha mostrado
su efectividad para menguar desordenes relacionados al SM [276-279]; sin embargo, no han sido
esclarecidas las rutas metabdlicas en las que se sustenta dicha mejora, ni tampoco su conexion con
el sistema del reloj circadiano, por lo que la relevancia de los resultados obtenidos en este sentido,
serdn discutidos a continuacion.

El higado graso no alcohdlico (NAFLD) es causado por la acumulacion excesiva de grasa en
este drgano, lo que lleva a otras afecciones graves, como la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH)
[280]. La progresion de higado sano a esteatosis y NASH esta relacionada con el estrés oxidante
[281] reflejado en la reaccion de carbonilacién detectable en las proteinas hepaticas [282]. Por
medio de la reaccion con 2,4-dinitrofenilhidrazina, detectamos un aumento en la concentracidn de
proteinas carboniladas en higado a lo largo del ciclo circadiano en individuos alimentados con dieta
hipercaldrica y una reduccién sustancial de la acumulacién de proteinas carboniladas (PCO) después
de otorgar tratamiento con NAD® al ZT 11 (Figura 21A). Estudios en la linea celular HepG2,
demostraron que la mayoria de las proteinas carboniladas estan asociadas con vias de NALFD
[281]. Interesantemente, experimentos realizados en higados de becerros, demuestran que la
actividad y estabilidad de la Tiorredoxina, enzima que contribuye a reducir el nimero de PCO,
aumenta cuando se agregan 0.24 mM de NAD" al ensayo de actividad [283]. Asociado a este hecho,
observamos un descenso en la acumulacién de lipidos hepaticos en ratones alimentados con HFD,
posterior al suministro de 50 mg/Kg de NAD (Figura 23A, By C). Debido a ello, nuestros resultados
sugieren que la cronoterapia con NAD® posee un efecto protector contra factores de riesgo
asociados a NAFLD y NASH.

Por otro lado, la cuantificacion de insulina indica una reduccién de esta hormona en el
suero de los individuos alimentados con dieta hipercalérica que fueron tratados con NAD" al ZT 11
(Figura 21). Interesantemente, los individuos a los que se les aplicd el tratamiento al ZT 23,
conservaron niveles de insulina equivalentes a los ratones que no se les otorgo la cronoterapia
(Figura 48); indicando que el suministro de NAD" una hora antes del pico de méxima
biodisponibilidad detectado en higado (ZT 12), potencializa sus efectos benéficos sobre la

hiperinsulinemia provocada por el consumo de una dieta alta en grasa.
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Nuestro analisis de Gen Ontology, sugirié que la ruta de sefializacion de PI3K/AKT podria
estar sobre regulada como producto de la HFD (Figura 32). Tomando en cuenta dicha aproximacion,
determinamos los niveles proteicos de AKT fosforilada en la Ser473, su acumulacién al ZT 18 en los
ratones alimentados con dieta normocaldrica, sugiere un aumento en la actividad de AKT durante Ia
Ultima fase del periodo nocturno, sincronizdndose con el pico maximo de toma de alimento al ZT 18
(Figura 64), como se reporta en la literatura [284]. La fosforilacion de la Ser473 en AKT es necesaria
para llevar a cabo la cascada de sefializacidon que inhibe la gluconeogénesis y activa la glucdlisis y la
lipogénesis en higado como respuesta a las altas concentraciones de glucosa en suero tras la
ingesta de alimento [285]. Su inhibicion estd relacionada con la expresion de fenotipos que
pertenecen al espectro del SM [285-287]. Por ello, el decremento observado en los individuos
obesos de la marca Serd73, sugiere un dafio en la ruta de sefializacidon de insulina, lo que podria
explicar, en parte, el fenotipo observado en el grupo HF (Figura 43).

En nuestros experimentos, observamos que los niveles de fosforilacion de la Ser473 de AKT
fueron restituidos como consecuencia de la cronoterapia con NAD" al ZT 11 (Figura 43), lo que
puede interpretarse como una restauracion de la via de sefializacidon de la insulina, que concuerda
con la baja en sus niveles séricos (Figura 46), el aumento en la tolerancia a la glucosa vy la
disminucion de la resistencia a la insulina (Figura 19 y 20). Adicionalmente, la restauracion en la
actividad de AKT podria contribuir a elevar la tasa de glucogenogénesis en el higado de los animales
tratados con NAD', ya que AKT fosforila e inactiva a la glucdgeno sintetasa cinasa (GSK3) en el
higado [288], por lo que la actividad de la GS podria verse restaurada durante el periodo de ingesta,
contribuyendo a la baja global en los niveles de glucosa basal que se observo en el grupo HFN.

Interesantemente, AKT induce la transcripcidén de genes lipogénicos mediante la activacion
de la proteina SREBP1c [289], por lo que tras el tratamiento con NAD", la lipogénesis podria estarse
acoplando con la glucdlisis durante el periodo de ingesta alimentaria, favoreciendo asi, el
almacenaje de la glucosa circulante en forma de lipidos. SERBP1c promueve la transcripcion de GK,
la enzima limitante de la velocidad de la glucdlisis en el higado, que estimula la lipogénesis al
aumentar el flujo de glucosa a la via de la glucdlisis para la obtencion de acetil-CoA, el cual es
utilizado para la sintesis de lipidos [290]. Por lo que la potencial restauracion en la via de
sefializacion de la insulina provocada por el suministro de NAD®, podria aumentar el flujo de glucosa
al interior del higado, disminuyendo sus niveles séricos (Figura 43) y estimulando el metabolismo
hepatico de lipogénesis, promoviendo a su vez, la exportacién de lipidos hacia otros érganos para

su utilizacion como fuente de energia o almacenamiento dentro del tejido adiposo. Este mecanismo
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ayudaria a explicar la reduccion de vesiculas lipidicas en los grupos suministrados con NAD" (Figuras
23A, By Cy 49).

Experimentos realizados en higado de ratas y ratones alimentados con HFD, reportan una
disminucion en la actividad de AMPK [291, 292]. Este hecho concuerda con nuestros resultados, en
los que observamos una baja significativa en los niveles globales de fosforilacion del residuo Thr172
de AMPK en los higados del grupo HF. Interesantemente, la cronoterapia de NAD" produjo un
aumento en la fosforilacién de la Thr172, lo que a priori indicaria una restauracion en la actividad
de AMPK, contribuyendo asi al balance del metabolismo energético.

Una opcidn que resulta tentadora en nuestro modelo para explicar la inactivacion de
AMPK a causa de la HFD, es su vinculo con el NAD" a través de SIRT1. En el higado, LKB1 es el
principal regulador de AMPK, ya que es responsable de la fosforilacién del residuo Thr172 de la
subunidad a [293]. Interesantemente, factores activadores de SIRT1, como el aumento en la
disponibilidad de su cofactor NAD", conducen a la desacetilacidon de la Lys48 en LKB1. Esto a su vez,
mejora la union de LKB1 a STRAD y MO25, aumentando su actividad cinasa permitiendo la
fosforilaciéon y activacion de AMPK [294]. De este modo los bajos niveles de NAD®, en ratones
alimentados con dieta rica en grasa, observados durante el periodo de alimentacién en nuestras
cuantificaciones por HPLC (Figura 18), inducirian un desacoplamiento de estos eventos, lo que
resultaria en una baja en la fosforilacion de la Thr172 de AMPK. Por otro lado, el suministro
exdégeno de NAD" al ZT 11, podria favorecer el acoplamiento temporal de la actividad de SIRT1, la
desacetilacion de LKB1 y el aumento en la actividad de AMPK.

Independientemente de la(s) causa (s) en la disminuciéon de la fosforilacion de la Thr172
observadas en el grupo HF, quedan preguntas importantes a tratar, por ejemplo, ¢Qué papel, si lo
hay, juega la disminucién de la actividad de AMPK en la resistencia a la insulina observada en el
grupo HF? Algunos farmacos de sensibilizacion a la insulina, como la metformina y las
tiazolidinedionas, funcionan, en parte, a través de la activacién de la AMPK [295, 296]. Ademas,
existe un vinculo bien establecido entre la sensibilidad a la insulina y AMPK en estudios que
demuestran que su actividad estd disminuida en tejidos de animales diabéticos y no diabéticos con
IR [292, 297]. Estos hechos estarian de acuerdo a lo observado en los grupos HF y HFN, en donde la
resistencia a la insulina tendria como consecuencia una baja en los niveles de actividad de AMPK
reflejada en la pérdida de fosforilacién de la Thr172, mientras que la restauracién de la sensibilidad
a la insulina inducida con el tratamiento de NAD" al ZT 11, contribuiria al restablecimiento en la

actividad de AMPK.

105



Por otro lado, el aumento en la actividad de AMPK incrementa el flujo de lipidos al
interior de la mitocondria, a través de la fosforilacién de las Acetil-CoA carboxilasas 1/2 (ACC1 y
ACC2) en la Ser79 y 221 [298]. AMPK también disminuye la lipogénesis mediante la regulacion
negativa de SREBP por medio de su fosforilacion en Ser372 [299]. En nuestros experimentos,
reportamos una baja en la acumulacion de lipidos hepaticos como producto del suministro con
NAD" (Figuras 23A, B y C vy 49), las cuales podrian verse influenciadas por la restituciéon en la
actividad de AMPK sobre las vias antes expuestas. Dada la posicién central que desempefia AMPK
en el balance de energia de todo el cuerpo, cabe recalcar la relacién entre el aumento en su
actividad y el NAD®, ya que puede representar un vinculo no reconocido previamente en la
obesidad y sus patologias asociadas que se evidencia en nuestro modelo cronoterapéutico.

La dina de rapamicina en células de mamifero (mTOR) es una serina/treonina cinasa, que
contribuye en procesos tales como el control del inicio de la transcripcién, el trafico membranal, la
formacién de ribosomas y la respuesta inmune, asi como la proliferacion y muerte celular [300]. Su
actividad posee un componente circadiano [301], el cual esta evidenciado en la acumulacion de
mTOR a lo largo del dia (Fig. 22A). En particular su hiperfosforilacion junto con el andlisis de Gen
Ontology, sugieren que la actividad del complejo mTORC1 disminuye como efecto del tratamiento
con NAD", lo cual se refleja en la hipofosforilacién de sus sustratos y en la baja en la actividad de su
agonista p90RSK (Figura 40A y B). Tomando en cuenta reportes recientes que indican que la
sobrerregulaciéon de mTOR [302, 303],p90RSK, E4BP1 y S6K estd asociada con el desarrollo de
esteatohepatitis no alcohdlica y en la activacion de procesos inflamatorios, tanto en humanos como
en ratones [304-307], sugerimos la disminucién en la via de mTORC1 provocada por el suministro
de NAD", como uno de los efectos coadyuvantes en el desarrollo de estas patologias.

Estd bien establecido que los individuos sometidos a una dieta alta en grasa, aumentan la
transcripcion del gen que codifica para la proteina PPARy [308-310], cuya participacion es
indispensable en la diferenciacion adipogénica. Normalmente se expresa en niveles muy bajos en el
higado; sin embargo, en modelos animales con IR, la expresion de PPARy aumenta notablemente
[40, 41]; mientras que su eliminacion atenda notablemente la esteatosis hepdtica [311]. Cabe
resaltar que se desconoce el papel que juega la expresidon diferencial de PPARy1l y PPARy2 en
animales suministrados con una dieta rica en grasa. En nuestros experimentos, observamos un
notable aumento en la expresién proteica de PPARy2, no asi con PPARy1 en el grupo HF, mientras
que reportamos una baja de sus niveles como efecto del tratamiento con NAD®, lo que podria

explicar la reduccion de lipidos en el higado que observamos (Figura 23).

106



En cuanto a la comparacién entre nuestros esquemas de suministro con NAD, al ZT 11y ZT
23, ambos lograron reducir la acumulacidon de lipidos en el higado producido por el consumo de
HFD. Interesantemente, la acrofase de los reguladores lipogénicos PPARY y CEBPa [312] tienen una
diferencia de aproximadamente 12 h (Figura23 y 50). Por otro lado, la disminucién de ambas
proteinas se observd en mayor medida cuando los ratones fueron suministrados al ZT 11. Esto
indicaria que los efectos benéficos del NAD" sobre la esteatosis hepética son dependientes de su
tiempo de administracion.

En nuestros experimentos, observamos una disminucién global de mtDNA en el grupo
alimentado con dieta rica en grasa, y la restauraciéon de este pardmetro tras el suministro
cronoterapéutico de NAD". Este evento puede estar relacionado con la disminucidn en una forma
especifica de autofagia conocida como mitofagia [313]. En ratones suministrados con HFD, se
observan mitocondrias tubulares, con baja actividad respiratoria y con poblacion disminuida, que
correlaciona con la pobre biogénesis mitocondrial. Interesantemente en estos individuos, la
mitofagia también se encuentra disminuida [314]. AMPK aumenta la mitofagia a través de la
fosforilacién directa de ULK1 y la inhibicién del complejo mTORC1 [315]. Por lo tanto, las
reducciones en la actividad de AMPK y el aumento en la actividad de mTOR observadas en el grupo
HF, podrian disminuir la mitofagia, comprometiendo la funcién mitocondrial del higado. Se sabe
que la disfuncion mitocondrial en los hepatocitos causa una depresion en la oxidacion de los acidos
grasos, promoviendo NAFLD [108]. Ademas se sabe que la autofagia esta disminuida en el higado
de ratones alimentados con dieta rica en grasa [19].

Acorde con los reportes en la literatura, en nuestros experimentos observamos un aumento
en la fosforilacion de ULK1 (Ser555) al ZT 12, acompafiada de una disminucién en la actividad de
mTOR y un aumento en la actividad de AMPK en el grupo suministrado con NAD". Estos eventos
podrian provocar el aumento en los niveles globales de mtDNA mediante el mecanismo antes
expuesto.

Con nuestro esquema de suministro intraperitoneal de NAD" al ZT 11, logramos observar
una sobrerregulacién en la transcripcion de mensajeros que participan en la oxidacidén de acidos
grasos (Figura 52), que no fue observado cuando se suministré al ZT 23 (Figuras 53 a 55). Para
inferir la probable causa de este comportamiento, debe tomarse en cuenta que el suministro de
NAD" al ZT 11 aumenté su biodisponibilidad intracelular durante el periodo de ingesta calérica,
potenciando su utilizacion como coenzima en el catabolismo de lipidos, ya que este ocurre en los

ratones a partir del ZT 12 [316].En este sentido, durante dicho periodo del dia se ha observado un
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aumento del acetil-CoA, que surge como producto de la oxidacidon de &cidos grasos[317].
Interesantemente en ratones alimentados con dieta alta en grasa, la produccién de acetil-CoA en el
higado se sobreestimula tras la ingesta [111], como un paliativo para disminuir la concentracion de
lipidos hepéticos [318]. Sin embargo, la baja en la biodisponibilidad de NAD" que produce la HFD, y
qgue observamos en los individuos del grupo HF (Figura 18A), afecta el funcionamiento de las
enzimas que dependen de NAD" en la B-oxidacion (hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, LCHAD),
frenando el catabolismo de lipidos hasta donde las bajas concentraciones de NAD" existentes en
este contexto de la HFD lo permiten, resultando en su acumulacién hepatica. En este sentido, la
falta de sincronizacion entre la B-oxidacion y la biodisponibilidad del NAD" en el grupo suministrado
al ZT 23, produciria la exportacién de acidos grasos TG al resto del organismos, provocando que su
aumento en suero, como se observé en el grupo HFN23 (Figura 48Ay B).

En este sentido, el potencial aumento de acetil-CoA provocado por el suministro de NAD" al
ZT 11, desencadenaria la producciéon de AMP en el higado [319], dando como resultado la
elevacion en la relacién AMP/ATP y la posterior fosforilacion de AMPK [320, 321]; lo que a su vez
provocaria la subrregulacién de genes lipoliticos, suprimiendo la acumulacién de grasa corporal
[322]. En apoyo de este mecanismo, informamos que el suministro con NAD" al ZT 11 aumenta la
fosforilacién de la Thr 172 en AMPK al ZT 12, conjunta a la disminucion global en la sefial de PPARy
y CEBPa.

En cuanto a los nexos que existen entre el NAD" y sus efectos sobre algunos sensores
metabdlicos en nuestro modelo experimental, debemos tomar en cuenta la actividad de las
Sirtuinas como mediadoras de ese dialogo. La deplecion de Sirtl en higado, reduce los niveles de
AKT-S473 [323], y la inhibicién de Sirt2 impide su activacion, sin embargo, la sobreexpresiéon de
Sirtl y Sirt2 restituye la sensibilidad a la insulina mediada por AKT [324]. A su vez, en higado SIRT1
regula la actividad de PPARY por medio de su desacetilacion, su deplecién promueve la activacién
de fibrosis mediante la desregulacion el eje HDAC4-SIRT1-PPARy [325]. Ademas se sabe que en
tejido hepatico, la dindmica de desacetilacion de proteinas mitocondriales como LCAD y MCAD por
parte de SIRT3, proporciona un mecanismo para la regulacién en la oxidacion de acidos grasos,
observandose que los ratones que carecen de SIRT3 exhiben caracteristicas de trastornos de
oxidacioén de acidos grasos durante el ayuno y niveles reducidos de ATP [326].

Sin embargo, pese a los cambios metabdlicos que producidos por el NAD® mediante la
regulacion en la actividad de las Sirtuinas, es importante resaltar el impacto que este metabolito

produce por si mismo. EI NAD" acepta equivalentes de hidruro de enzimas limitantes que participan
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en la glucdlisis, el ciclo de Kreebs y la beta-oxidacién para formar NADH, que proporciona
equivalentes reductores a la cadena de transporte de electrones mitocondrial para impulsar la
fosforilacién oxidativa y la produccién de ATP, por lo que el flujo de estas vias depende de la
biodisponibilidad del NAD" [327-329]. Estas cuatro rutas vinculadas deben funcionar al méximo para
optimizar la relacién NAD'/NADH , ya que esta proporcidn, mds que la cantidad absoluta de NAD ¥,
es la que parece ser critica para la funcién celular y mitocondrial.

También es importante mencionar que algunos metabolitos intermediarios en la sintesis de
NAD" poseen efectos farmacoldgicos bien documentados, los cuales podrian acentuarse al
aumentar su flujo como un efecto secundario del aumento exdgeno en los niveles de NAD". La
Nicotinamida (NAM), que es producida por las enzimas consumidoras de NAD" (Sirtuinas, PARPs y
CD38), suprime la respuesta inmune al reducir la expresion del antigeno ICAM-1 y HLA-DR inducido
por IFNy [330] y la inhibicién del major histocompatibility complex (MHC) class Il expression [331],
por otro lado, la niacina que en mamiferos se forma a partir de la NAM por accién de la desamidasa
de la microflora intestinal o del higado [332], mostro que en hepatocitos, inhibe de forma directa 'y
no competitiva a DGAT2 una de las enzimas que finaliza la sintesis de TG, lo que da como resultado
una disminucion de la sintesis de triglicéridos y secrecién de lipoproteinas aterogénicas hepaticas
[333, 334].

En cuanto al efecto que tuvo el suministro de NAD" sobre el reloj circadiano, la dindmica de
fosforilacién de BMAL1 es dependiente del tiempo en el que se aplica la cronoterapia (Figura 52), la
fosforilacion de BMAL1 en los animales suministrados con NAD" al ZT 23, es opuesta a cuando el
suministro se otorga al ZT 11. Se sabe que la desacetilasa de histonas SIRT1, cuya actividad es
dependiente de NAD", regula la actividad del reloj central, en particular a BMAL1. SIRT1 se une a
CLOCK-BMAL1 de manera circadiana y promueve la desacetilacién de BMAL1L. Dada su dependencia
de NAD", es probable que SIRT1 conecte el metabolismo celular a los circuitos del reloj circadiano y
gue este mecanismo influya en el control postranscripcional de BMAL1 [335]. Interesantemente, la
dindmica de acumulacién de las proteinas CRY1, PER2 y REV-ERBa posee un comportamiento
similar (Figura 57) que podria estar influenciado por la reprogramacién en la transcripcién de los
genes que codifican a las proteinas del reloj (Figura 58), el cual podria ser alterado por el
mecanismo antes descrito en el que participa SIRT1. Acorde con ello, nuestros resultados
demuestran la inversion de fase en los genes Dbp, Tef, Noct y Nfil3 como efecto de invertir la
biodisponibilidad del NAD" al ZT 23. De esta manera, proporcionamos resultados novedosos que

sugieren que la biodisponibilidad de NAD* en un momento particular del dia, posee la capacidad de
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reconfigurar la maquinaria del reloj y alterar la fase en la que aparecen los transcritos dependientes
de este sistema. Interesante mente esta reprogramacion solo parece afectar al reloj periférico del
higado y no posee la capacidad de reorganizar el reloj central situado en el SCN (Figura 37).

Debido a que nuestros datos muestran que en nuestro modelo de obesidad la cronoterapia
con NAD" es mds efectiva que su suministro al ZT 23, creemos que este esquema de administracion
posee un potencial terapéutico, ya que podria aumentar los efectos benéficos que han sido
observados en otros modelos de suministro de NAD" ad libitum, como mejoras en la fisiologia
hepatica [185, 275], renal [274, 336], musculo esquelética [337, 338], cardiaca [339, 340], vascular
[273], neural [198, 341], asi como en el tratamiento de trastornos del envejecimiento [342, 343]
inmunoldgicos [344, 345] y cancer [346]. Aunado a ello, consideramos que la capacidad que mostré
el NAD" como reorganizador de la maquinaria del reloj, también puede ser de gran interés en el
estudio del reloj circadiano hepatico, y que seria muy interesante ampliarlo al resto de los 6rganos y

tejidos.
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10. Conclusiones

El suministro exdgeno de NAD" al final del periodo diurno restituye el perfil de oscilacion
circadiana con un pico maximo de concentracion al ZT 12.

EL suministro de NAD® al ZT 11 induce una reduccién del peso corporal en ratones
alimentados con dieta rica en grasa, sin que se reduzca la ingesta caldrica.

La hiperinsulinemia se revierte con el suministro de NAD" al ZT 11.
La hiperleptinemia se reduce cuando se aplica la cronoterapia con NAD" al ZT 11.

El suministro exdgeno de NAD®, reduce considerablemente el riesgo de desarrollar
esteatohepatitis provocada por el consumo de una dieta alta en grasas.

La cronoterapia con NAD" al ZT 11 reduce los niveles de triglicéridos séricos.

Riesgos asociados al desarrollo de sindrome metabdlico como el estrés oxidante y la
reduccion en el nimero de mitocondrias en los hepatocitos, se aminoran a consecuencia
del suministro de NAD" al ZT 11.

Existe una reprogramacion en la expresion de transcritos dependientes del ZT en los
individuos tratados con NAD" al ZT 11 que no altera la dindmica de expresion de los genes
gue codifican el reloj circadiano hepatico.

La cronoterapia con NAD" suministrada al ZT 11 restaura la expresion de genes
sobrerregulados a consecuencia de la ingesta de una dieta alta en grasa.

La cronoterapia con NAD" suministrada al ZT 11 induce la sobreexpresiéon de programas
transcripcionales que protegen contra los efectos negativos del consumo de una dieta alta
en grasa.

La cronoterapia con NAD" restituye la actividad y concentracion de sensores metabdlicos
como AKT, AMPKy mTOR (Figura 39).

El suministro de NAD" al ZT 23 no es igual de efectivo que la cronoterapia para mejorar el
ITT y el GTT, la expresién de programas génicos que potencian la lipdlisis hepatica y la

activacién de sensores moleculares del metabolismo energético (Figura 39).

El aumento de la concentracion de NAD" en un momento especifico del dfa, funciona como
un sefializador enddgeno capaz de reprogramar el reloj circadiano (Figura 39).

El esquema de administracion cronoterapéutica proporciona una nueva estrategia para el
tratamiento de patologias que responden al aumento endégeno de los niveles de NAD".
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Figura 39. El tiempo de administracién de NAD+, determina su eficacia para revertir la fisiopatologia inducida por HFD y la configuracién
temporal del reloj circadiano

El aumento de los niveles de NAD+ no es el Unico factor que mejora la fisiopatologia provocada por el consumo de un HFD, su
biodisponibilidad en un momento especifico del dia, determina la eficiencia del suministro de NAD+, para la mejora en aspectos
fisiolégicos como el peso corporal, tolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, niveles séricos de insulina y niveles séricos de TG. En el
higado, el aumento de las concentraciones de NAD+ al ZT 12, regula de manera circadiana, la transcripcion de genes lipoliticos y la
actividad de sensores nutricionales como AMPK, AKT y mTOR, dando lugar al surgimiento de un programa anti-obesidad que incluye
aumento de la autofagia, oxidacién de acidos grasos, trafico de membranas y disminucién de la inflamacién. El NAD+ suministrado en
antifase de su biodisponibilidad natural, tienen efectos fisioldgicos limitados contra la obesidad, potencian un grupo de genes anti-

obesidad y reprograman el reloj circadiano. El simbolo @ indica oscilacion circadiana, mientras que el simbolo indica la ausencia de
oscilacion circadiana.
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11. Perspectivas

Determinar el perfil circadiano de NAD® en érganos y tejidos que albergan relojes
periféricos.

Caracterizar la respuesta transcripcional y metabdlica en otros odrganos y tejidos
dependiente de la biodisponibilidad de NAD".

Ampliar el tiempo de tratamiento con NAD" con el objetivo de incrementar la proteccién
contra en sindrome metabdlico en individuas alimentados con dieta alta en grasa.

Descifrar el mecanismo molecular mediante el cual el NAD" induce una reprogramacion
transcripcional.

Determinar el mecanismo molecular que permite la reprogramaciéon del reloj molecular
cuando se incrementan los noveles de NAD" en antifase.

Evaluar la efectividad de la cronoterapia en los tratamientos retardadores del
envejecimiento basados en NAD™.

Evaluar la efectividad del tratamiento al ZT 11 con Nicotinamida vs NAD" en la reduccidn del
riesgo para desarrollar esteatohepatitis asociada al consumo de una dieta rica en grasas.

Determinar el efecto de suministrar NAD" en antifase, al inicio del periodo de descanso, en
la dindmica de acumulacion de las proteinas que controlan el reloj en el nucleo

supraguiasmatico y en relojes periféricos.

Escalar el esquema de cronoterapia con NAD" al drea clinica.
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APENDICE A. Composicién de las dietas

+++
ENVIGO

Teklad Global 18% Protein Rodent Diet (Sterilizable)

Product Description- 2018S is a fixed formula, autoclavable diet
manufactured with high quality ingredients and designed to support
gestation, lactation, and growth of rodents. 2018S does not contain alfalfa,
thus lowering the occurrence of natural phytoestrogens. Typical iscflavone
concentrations (daidzein + genistein aglycone equivalents) range from 150
to 250 mg/kg. Exclusion of alfalfa reduces chlorophyll, improving optical
imaging clarity. Absence of animal protein and fish meal minimizes the
presence of ni ines. 2018S is supp ited with additional vitamins.
to ensure nutritional adequacy after autoclaving. Also available certified
(2018SC), the diet most commonly fed in Envigo Rodent Colonies.

Ingredients (in descending order of inclusion)- Ground wheat, ground corn,
wheat middlings, dehulled soybean meal, corn gluten meal, soybean oil,
calcium carbonate, dicalcium phosphate, brewers dried yeast, iodized salt, L-
Iysine, DL-methionine, choline chloride, kaoclin, menadione sodium bisulfite
complex (source of vitamin K activity), magnesium oxide, vitamin E acetate,
calcium pantothenate, thiamin mononitrate, manganous oxide, niacin, ferrous
sulfate, zinc oxide, riboflavin, vitamin A acetate, pyridoxine hydrochloride,
copper sulfate, vitamin B,, supplement, folic acid, calcium iodate, bictin,
vitamin Dy supplement, cobalt carbonate.

Standard Product Form: Pellet

Vitamins
Crude Protein % 18.6 Vitamin A U/g 30.0
Fat (ether extract) % 6.2 Vitamin D, *? U/g 20
Carbohydrate (available) ® % 44.2 Vitamin E 1U/kg 135
Crude Fiber % 3.5 Vitamin K; (menadione) mg/kg 100
Neutral Detergent Fiber © % 14.7 Vitamin B, (thiamin) mg/kg 17
Ash % 5.3 Vitamin B; (riboflavin) mg/kg 27
Energy Density d kcal/g (kJ/g) 3.1(13.0) Niacin (nicetinic acid) mg/kg 145
Calories from Protein % 24 Vitamin B; (pyridoxine) mglkg 26
Calories from Fat % 18 Pantothenic Acid mg/kg 140
Calories from Carbohydrate % 58 Vitamin B,, (cyanocobalamin) mg/kg 0.15
Biotin mg/kg 0.90
Calcium % 1.0 Folate mg/kg 9
Phosphorus %, 0.7 Choline mg/k 1200
Non-Phytate Phosphorus % 0.4
Sodium % 0.2 C€16:0 Palmitic % 0.7
Potassium % 0.6 C18:0 Stearic % 02
Chloride % 0.4 C18:1w9 Oleic % 12
Magnesium % 0.2 C18:2w8 Linoleic % 31
Zinc mg/kg 70 C18:3w3 Linolenic % 0.3
Manganese mg/kg 100 Total Saturated % 0.9
Copper mg/kg 18 Total Monounsaturated % 1.3
lodine mg/kg 6 Total Polyunsaturated % 34
Iron mg/kg 200
Selenium mg/kg 0.23 Cholesterol mg/kg -
Amino Acids
Aspartic Acid % 14
Glutamic Acid % 3.4
Alanine % 1.1 * Ether extract is used to measure fat in pelieted diets, while an acid hydrolysis
Ghsin % T L L
Threonine % 0.7
Proline % 1.6 N y )is by g neutral detergent fiber
Serine % 1.1 from lotal carbohydrates.
Leucine % 1.8 ¢ Neutral detergent fiber is an estimate of insoluble fiber, including cellulose,
leoteucing % 08 hemicellulose, and lignin. Crude fiber methodology underestimales lotal fiber.
Valine % 09 ¢ Energy density is a timate of enorgy based on the
Phenylalanine % 10 :::;:efa:at?l: ::;Elr;mg 4 kcal/g to protein, 9 kcalig to fat, and 4 kcalg to
Tyrosine % 06
Methionine % 06 ® Indicates added amount but does not account for contribution from other
Cystine % 03 g
Lysine % 1.1 11U vitamin A = 0.3 pg retinol
Histidine % 0.4 911U vitamin D = 25 ng cholecalciferol
Arginine Yo 1.0 For nutrients not isted, nsufficient data is available to quantify
Tryptophan % 02 Nutrient data represent the best information available, calculated from
. published values and direct analytical testing of raw materials and finished
Tekiad Diets are designed and manufactur !/0“‘ product Nutrient vglues may vary duetuthg natural variations in the
for research purposes only. \ ingredients, analysis, and effects of processing.

©2015 Emvigo

Teklad Diets + Madison WI + envigo com + tekladinfo@envigo.com + (800) 483-5523

131



Teklad Custom Diet

29% Fat Diet

Formula

Casein

DL-Methionine

Maltodextrin

Sucrose

Vegetable Shortening, hydrogenated (Primex)
Corn Qil

Cellulose

Mineral Mix, AIN-76 (170915)

Calcium Carbonate

Vitamin B12 (0.1% in mannitel)

Vitamin E, DL-alpha tocopheryl acetate (500 IU/g)
Vitamin A Palmitate (500,000 IU/g)
Niacin

Calcium Pantothenate

Falic Acid

Vitamin D3, cholecalciferol (500,000 IU/g)
Riboflavin

Thiamin (81%)

Pyridoxine HCI

Vitamin C, ascorbic acid, coated (97.5%)
Biotin

Choline Dihydrogen Citrate

Vitamin K3, menadione

Innsital

p-Aminobenzoic Acid

Footnote

with 70 ppm supplemented niacin.

g/lKg

A diet with 29% fat by weight. Approximate fatty acid profile (% total fat): 28% saturated,
30% trans, 28% monounsaturated (cis), 14% polyunsalturated (cis). Diet is formulated

216.0
25
300.7372
90.5
2744
16.0
53.12
35.0
5.0
0.0396
0.323
0.053
0.07
0.0881
0.0026
0.0059
0.029
0.029
0.029
1.355
0.0006
4.66
0.066
0.148
0.146

+++
ENVIGO

Key Features

+ Purified Diet
+ Diet Induced Obesity
+ Trans Fatty Acids

+ Niacin

% by weight % kcal from
Protein 19.0 15.5
CHO 38.0 31.0
Fat 29.2 53.5
Kcallg 49

1 Values are calculated from ingredient analysis or
manufacturer data

Teklad Diets are designed & manufactured
for research purposes only.

Key Planning Information

+ Products are made fresh to order
+ Store product at4°C or lower
+ Use within 6 manths (applicable to most diets)
+ Box labeled with product name,
manufacturing date, and lot number
+ Replace diet at minimum once per week
More frequent replacement may be advised

+ Lead time:

+ 2 weeks non-irradialed

- 4 weeks irradiated

Product Specific Information

+ 1/2" Pellel or Powder (crumbly)
+ Minimum order 3 Kg
+ Irradiation avallable upon request

Options (Fees Will Apply)
+ Rush order (pending availability)

Obtain Pricing - Check Order Status

+ tekla

Please Choose One

+ WW nvigo.comfteklad-orders

+ tekladorder
+ (800) 4835523
. (808) 2772066 facsinio ]

vigo.com

T

© 2015 Envgo

Envigo Teklad Diets + Madison WI +

m + tekladinfo@envigo.com + (800) 483-5523
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APENDICE B. Preparacién de las soluciones para la tincién de ORO

B.1. Paraformaldehido al 4%

1.- Para preparar 40 mL de solucién al 4%, pesar 1.6 g de formaldehido evitando la dispersién de
particulas en el aire.

2.- Calentar ~30 mL de PBS 1X a 60°Cy verterlo dentro de un tubo con tapa de 50 mL.

3.- Dentro de una campana de extraccién, adicionar 1.6 g de paraformaldehido al PBS 1X.

4.- Agitar con el tubo cerrado hasta su completa disolucion.

5.- Enfriar a 4°C antes de utilizar.

B.2. Rojo oleoso

1.- Afiadir 100 mg de ORO a 16 mL de alcohol isopropilico al 99% y mezclar la solucién en una placa
magnética durante 2 hr a temperatura ambiente. Esta solucién concentrada constituye el stock y
puede reservarse a temperatura ambiente durante 6 meses o hasta que la solucién se precipite.

2.- Preparar la solucidon de trabajo afladiendo 1.5 partes de la solucidn stock a una parte de agua
destilada.

3.- Dejar precipitar la solucién por 10 minutos a 4°C.

4.- Filtrar la solucidon a través de un filtro de 45 um para remover los precipitados. Se recomienda
utilizar esta solucién en las préximas 6 h para evitar la aparicién de precipitados de ORO en el
tejido.

B.3. Hematoxilina de Gill |

1.- Mezclar 730 mL de agua destilada con 250 mL de etilenglicol por 30 minutos.

2.- Agregar hematoxilina en polvo anhidra (2gr) y agitar mediante una placa magnética por 30
minutos.

3.- Adicionar 0.2 gr de Yodato de sodio y agitar por 30 minutos.

4.- Adicionar 17 gr de sulfato de aluminio, mezclar durante 3.5 horas. Agregar 0.2 mL de acido
acético glacial y completar 4 horas de agitacion.

B.4. Solucién de Litio

1.- Preparar la solucién stock afiadiendo 1.5g en 100 mL de agua destilada y agitar hasta que la
mayor parte del soluto de halla disuelto. Debido a que ésta es una solucién saturada se observara la
formacién de un precipitado que no podra ser eliminado. Esta solucién puede ser almacenada a

temperatura ambiente por 6 meses.
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2.- Para la obtencién de la solucidon de trabajo, tomar la parte liquida del stock y disolverla en
proporcion 1:5 [stock: agua destilada]. Almacenar a temperatura ambiente y utilizar repetidamente

hasta que pierda su transparencia por efecto de las tinciones.
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APENDICE C. Primers

Tabla Suplementaria 1. Secuencia de oligos utilizados en la reacciéon de gPCR

Primer Secuencia
Abcdl Fw GCC AGG GTG TAC GAG ATG
Abcdl Rv CCT CTA CAT GGA CAC CAG ACT G
Acaalb Fw CATGC TGAGAT TGT GCC TGT G
Acaalb Rv GGT AGAGCC TCCATCCTT GAAG
Acot2 Fw CTG AGA GCAAGCAGGTTG TG
Acot2 Rv GCT CAG CGT CGCATTTGTC
Acox1 Fw CAT CAC AGG GGC TCA GAT GTC
Acox1l Rv CAG TGG GGACTT CTT GGC
Acsm1 Fw CCTTGATTCTGC CCC GAG TG
AcsmlRv GTCCTTGGC TTT CAG TTG GGT
B2m Fw GGT CTT TCT GGT GCT TGT CTC A
B2m Rv GTT CGG CTTCCCATTCTCC
Bmall Fw CCA AGA AAG TAT GGA CAC AGA CAA A
Bmall Rv GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT
Clock Fw ACCACAGCAACAGCAACAAC
Clock Rv GGCTGCTGAACTGAAGGAAG
Cptla Fw CCATGA AGC CCT CAAACAGATC
Cptla Rv ATC ACA CCC ACC ACC ACG ATA
Cpt2 Fw CAG AAG CCT CTC TTG AAT GAC AGC
Cpt2 Rv GCA GCT CCT TCC CAATGC
Crat Fw AAG AAT GGG CTC ACA CCA AG
Crat Rv CGC TCC AGT CCCTTC TGT AG
Cryl Fw CTGGCGTGGAAGTCATCGT
Cryl Rv CTGTCCGCCATTGAGTTCTATG
Cyp4alO Fw ACTTCC CAAGTG CCTTTCC
Cyp4alO Rv TAC GCACCATTAGCCTTT GG
Cyp4al4d Fw CAA GGC AGTGTT CAGTTG GAT G
Cyp4ald Rv CAG GCG AAAGAAAGT CAGGTTG
Cyp4a3l Fw CCTCTGTGT TCT GTC TGC TCC
Cyp4a3l Rv GTG AAA GGG CGG TGA TGG
Dbp Fw GCTCCAGTACTTCTCATCCTTCTGT
Dbp Rv AAT GACCTTTGAACCTGATCCCGCT
Echsl Fw GGG CTGATCCAGTTG AACC
Echsl Rv CAC CCACAG CAGGATCTTG
Lcn2 Fw CAG AAG GCAGCT TTACGATGT AC
Lcn2 Rv TCT GAT CCA GTA GCG ACAGC
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Mtl Fw ATG GA CCC CAACTG CTCCTG
Mt1l Rv CCCTGG GCACATTTG GAG C

Mt2 Fw GCA AAG AGG CTT CCG ACA AG
Mt2 Rv AGG CTAGGC TTC TACATG GTCT
mtCOX1 Fw ACCATCATTTCT CCTTCT CCT A
mtCOX1 Rv TAG ATT TCC GGC TAG AGG TG
Nfil3 Fw GGTTACAGCCGCCCTTTCTT

Nfil3 Rv TCCGGCACAGGGTAAATCTG

Noct Fw CACTCTCCCATTCGCGTCAT

Noct Rv AGGCACTTCCTCTCTTCCCA

Perl Fw GTG CAC AGC ACCCAGTTCCC
Perl Rv ACC AGC GTG TCATGATGA CATA
Per2 Fw GGCTTCACCATGCCTGTTGT

Per2 Rv GGAGTTATTTCGGAGGCAAGTGT
Rev-Erba Fw GGG CAC AAG CAA CAT TAC CA
Rev-Erba Rv CAC GTC CCC ACACACCTTAC
Rplpl Fw GTG GTG CTG CTC CAT CC

Rplpl Rv GGT TCAGCT CTT TAT TAG CCAACT TA
S18 Fw TGG CTC ATT AAATCAGTT ATG GT
S18 Rv GTC GGC ATG TAT TAG CTC TAG
Slc27a2 Fw ATG CCGTGT CCGTCTTTT AC
Slc27a2 Rv CTT CAG ACC TCC ACG ACT CC
Tbp Fw CAA ACCCAG AATTGTTCTCCTT
Tbp Rv ATG TGG TCT TCC TGA ATC CCT
Tef Fw TCTTTCAGCCCTCGGAAACC

Tef Rv GCAGGGTCAGGGTTGAAGTT
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APENDICE D. Anticuerpos

Tabla Suplementaria 2. Anticuerpos utilizados para la deteccién de proteinas por Western Blot

Anticuerpo Procedencia PM(kDa) | Secundario # Producto | Dilucién Vehiculo

AKT Cell Signaling 60 Anti-Rabbit 9272 1:1000 2

AKT (Ser473) Cell Signaling 60 Anti-Rabbit 9271 1:1000 2

AMPKa (D5A2) Cell Signaling 62 Anti-Rabbit 5831 1:1000 2

Anti-rabbit IgG, HRP Cell Signaling NA Anti-Rabbit 7074 1:1000 3

Beclin-1 (D40C5) Cell Signaling 60 Anti-Rabbit 3495 1:1000 2

BMAL1 Abcam 90 Anti-Rabbit Ab3350 1:1000 2

C/EBP alfal Santa Cruz 55/43 Anti-Mouse sc-365318 1:500 1

CRY1 Bethyl 74 Anti-Rabbit A302-614A 1:1000 2

GAPDH (HRP) Genetex NA NA GTX627408- 1:12000 2

01 0

mTOR Cell Signaling 289 Anti-Rabbit 2983 1:1000 2

P84 Genetex 84 NA GTX70220-01 1:1000 1

PER2 Alpha 190 Anti-Rabbit PER21-A 1:2000 2
Diagnostics

Phospho-4E-BP1 Cell Signaling 15220 Anti-Rabbit 2855 1:1000 2

(Thr37/46)

Phospho-AMPKa Cell Signaling 62 Anti-Rabbit 50081 1:1000 2

(Thrl72)

Phospho-Beclin-1 Cell Signaling 60 Anti-Rabbit 14717 1:1000 2

(Ser93)

Phospho-mTOR Cell Signaling 289 Anti-Rabbit 5536 1:1000 2

(Ser2448)

Phospho-p70 S6 Kinase | Cell Signaling 70, 85 Anti-Rabbit 9208 1:1000 2

(Ser371)

Phospho-p70 S6 Kinase | Cell Signaling 70, 85 Anti-Rabbit 9234 1:1000 2

(Thr389)

Phospho-p90RSK Cell Signaling 90 Anti-Rabbit 11989 1:1000 2

(Ser380)

Phospho-p90RSK Cell Signaling 90 Anti-Rabbit 8753 1:1000 2

(Thr359)

Phospho-p90RSK Cell Signaling 90 Anti-Rabbit 9346 1:1000 2

(Thr573)

Phospho-Raptor Cell Signaling 150 Anti-Rabbit 2083 1:1000 2

(Ser792)

Phospho-ULK1 (Ser555) | Cell Signaling 140-150 Anti-Rabbit 5869 1:1000 2

PPAR gama (81B8) Cell Signaling 53/57 Anti-Rabbit 2443 1:1000 4

Raptor (24C12) Cell Signaling 150 Anti-Rabbit 2280 1:1000 2

REV-ERBa Cell Signaling 78 Anti-Rabbit 13418 1:1000 2

RSK1/RSK2/RSK3 Cell Signaling 90 Anti-Rabbit 9355 1:1000 2

(32D7)

ULK1 (D8H5) Cell Signaling 150 Anti-Rabbit 8054 1:1000 2

a-Tubulina (B-5-1-2) Sigma NA Anti-Mouse T5168 1:80000 4

1X TBS 0.05% Tween©20

(2) 5% w/v BSA, 1X TBS 0.1% Tween©20
(3) 5% w/v leche libre de grasa, 1X TBS 0.1% Tween©20
(4) 1X TBS 0.05% Tween©20
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Apéndice E. Western blots por ZT

En este anexo se incluyen los western blots en base a los cuales se realizaron las imagenes que se muestran en los avances. En ellos se
analiza la expresion de las proteinas en los grupos control (CD), dieta rica en grasa (HF) y suministrado con NAD+ al ZT 11 (HFN) en ZTs de

manera individual.
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Fig. Suplementaria 2. Deteccidn de la proteina mTOR por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF y

HF (N = 3), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccién de P84 como control de carga.
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Fig. Suplementaria 3. Deteccion de la fosforilacion en la Ser2448 de mTOR por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye
los grupos CD, HF y HF (N = 3), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccién de P84 como control de carga.

138



P-4E-BP1 ZTO P-4E-BP1 ZT12
kDa cD HF HFN kDa. cD HF HFN
50 — —Tubulina 50 — —Tubulina
15 R enes — Phospho 4€-5P1 13- SOSBERRRT o
(Thr37/46) EaTTEsTSas (Thr37/46)
P-4E-BP1 ZT6 P-4E-BP1ZT18
kDa_ cb HF HFN kDa (@] HF HFN
50 — — s = == —Tubulina 50— [ —Tubulina
0 . ** — Phospho 4E-BP1 07 - - - — Phospho 4E-BP1
(Thr37/46) (Thr37/46)

Fig. Suplementaria 4. Deteccidn de la fosforilacién en la Thr 37 y 46 de E-BP1 por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB
incluye los grupos CD, HF y HF (N = 3), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de

carga.
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Fig. Suplementaria 5. Deteccién de la fosforilacién en la Thr 389 de S6K por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye
los grupos CD, HF y HF (N = 3), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de carga.
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Fig. Suplementaria 6. Deteccion de la proteina AMPK por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF y
HF (ZT6y 18 N=3;ZT 0y 12 N =4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de carga.
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Fig. Suplementaria 7. Deteccién de la fosforilacion en la Thr172 de AMPK por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye
los grupos CD, HF y HF (N = 4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de carga.
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Fig. Suplementaria 8. Deteccién de la proteina RAPTOR por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF
y HF (N = 4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de carga.
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Fig. Suplementaria 9. Deteccién de la fosforilacion en la Serina 792 de RAPTOR por medio de Western Blot al ZT O, 6, 12 y 18. Cada WB
incluye los grupos CD, HF y HF (N = 4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de

carga.
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Fig. Suplementaria 10. Deteccidn de la proteina Beclin-1 por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF
y HF (N =4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccidn de Tubulina como control de carga.

P-Beclin-1 ZTO P-Beclin-1 ZT6
cD HF HFN cD HF HFN
KDa__ kDa__
BRI ey (sero3)
48 — e e —Tubulina 48 — T —————— -~ == —Tubulina
P-Beclin-1 ZT12 P-Beclin-1 ZT18
cb HF HFN cD HF HFN
&Da_ kDa__
63— @ feinl | O— O ©Socim
(Ser93) (Ser93)
48 — ——————————— o Tubulina 48 — A ———— e —Tubulina

Fig. Suplementaria 11. Deteccion de la fosforilacién en la Serina 93 de Beclin-1 por medio de Western Blot al ZT O, 6, 12 y 18. Cada WB
incluye los grupos CD, HF y HF (N = 4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de

carga.
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Fig. Suplementaria 12. Deteccién de la proteina ULK1 por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF y
HF (N =4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de carga.
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Fig. Suplementaria 13. Deteccién de la fosforilacién en la Serina 555 de ULK1 por medio de Western Blot al ZT O, 6, 12 y 18. Cada WB
incluye los grupos CD, HF y HF (N = 4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de

carga.
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Fig. Suplementaria 14. Deteccion de la proteina AKT por medio de Western Blot al ZT 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF y HF
(N =4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de carga.
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Fig. Suplementaria 15. Deteccién de la fosforilacion en la Serina473 de AKT por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB
incluye los grupos CD, HF y HF (N = 4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de

carga.
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Fig. Suplementaria 16. Deteccion de la fosforilacion en la Treonina 359 de p90RSK por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB
incluye los grupos CD, HF y HF (N = 4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccién de Tubulina como control de

carga.
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Fig. Suplementaria 17 . Deteccidn de la fosforilacion en la Treonina 38
WSB incluye los grupos CD, HF y HF (N = 4), en sus ZT correspondientes.

0 de p90RSK por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada
Se incluye la imagen de la deteccion de Tubulina como control de

carga.
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Fig. Supelementaria 18. Deteccion de la proteina SIRT1 por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF
y HF (N =4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccién de Tubulina como control de carga.
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Fig. Suplementaria 19. Deteccidn de la proteina Ppary por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF y
HF (N = 4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccién de Tubulina como control de carga.
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Fig. Suplementaria 20. Deteccion de la proteina CEBPa por medio de Western Blot al ZT 0, 6, 12 y 18. Cada WB incluye los grupos CD, HF
y HF (N =4), en sus ZT correspondientes. Se incluye la imagen de la deteccidn de Tubulina como control de carga.
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Apéndice F. Densitometria de las proteinas estudiadas por WB
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