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RESUMEN

Los ritmos circadianos, que son patrones fisiolégicos y moleculares que se repiten cada
24 horas, son esenciales para la funcién bioldgica de la mayoria de los organismos. Estos
ritmos, regulados por sefiales ambientales como la luz solar, se caracterizan por el
periodo, la amplitud y la fase. El nacleo supraquiasmatico (SCN) en el hipotalamo actua
como el reloj maestro, coordinando estos ritmos en el cuerpo y alineando la informacién
fética externa con el reloj interno. Sin embargo, factores como la alimentacién pueden
desincronizar este sistema, afectando la homeostasis energética. En este contexto, el
NAD*, un metabolito crucial para la homeostasis energética ha emergido como un
potencial sincronizador de tiempo. En el laboratorio Aguilar-Arnal, se descubrié que la
cronoterapia con NAD* puede combatir el sindrome metabdlico, y su eficacia varia segun
el momento del dia en el que se administra. Esta terapia también puede modificar la fase
de expresién de genes relacionados con el reloj biolégico en el higado. Este estudio se
centrd en analizar los efectos del NAD* en el SCN. Utilizando RT-gPCR, se observaron
inversiones en la fase de expresion de genes del reloj y de genes reguladores circadianos
en el SCN. Ademas, los andlisis de comportamiento en ratones con obesidad inducida
revelaron alteraciones en su actividad circadiana tras el tratamiento con NAD* en el
ZT11. Estos hallazgos sugieren que el NAD* tiene un potencial impacto en la
sincronizacion del reloj circadiano, aunque se requiere investigacion adicional para

comprender completamente su papel como sincronizador.
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ABSTRACT

Circadian rhythms, which are physiological and molecular patterns that repeat every 24
hours, are essential for the biological function of most organisms. These rhythms,
regulated by environmental signals such as sunlight, are characterized by their period,
amplitude, and phase. The suprachiasmatic nucleus (SCN) in the hypothalamus acts as
the master clock, coordinating these rhythms in the body and aligning external photic
information with the internal clock. However, factors such as diet can desynchronize this
system, affecting energy homeostasis. In this context, NAD®, a crucial metabolite for
energy homeostasis, has emerged as a potential time synchronizer. In the Aguilar-Arnal
laboratory, it was discovered that chronotherapy with NAD* can combat metabolic
syndrome, and its effectiveness varies depending on the time of day it is administered.
This therapy can also modify the expression phase of genes related to the biological clock
in the liver. This study focused on analyzing the effects of NAD* on the SCN. Using RT-
gPCR, inversions in the expression phase of clock genes and circadian regulatory genes
in the SCN were observed. Additionally, behavioral analyses in mice with induced obesity
revealed alterations in their circadian activity after treatment with NAD* at ZT11. These
findings suggest that NAD* has a potential impact on the synchronization of the circadian
clock, although further research is needed to fully understand its role as a synchronizer.
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1. INTRODUCCION

1.1 Ritmos Circadianos

El término “circadiano”, derivado del latin “circa”, se traduce como “aproximadamente un
dia” y hace referencia a los patrones fisiol6gicos, moleculares, y de comportamiento que
se repiten aproximadamente cada 24 horas. La mayoria de las funciones biolégicas estan
reguladas con patrones ritmicos, tales como el suefio, la presién sanguinea, la
temperatura, concentraciones hormonales, etc., que siguen patrones (Schulz & Steimer,
2009). Estos “relojes bioldgicos” se encuentran en casi toda forma de vida, incluyendo
las bacterias, las plantas, los hongos, y los animales (Hastings et al.,, 2003).
Recientemente se encontrd que hasta en algunas bacterias no fotosintéticas, los relojes
circadianos se encuentran presentes (Eelderink-Chen et al., 2021). La ubicuidad de los
ritmos circadianos nos indica que estos le confieren una ventaja evolutiva a los

organismos que los poseen.

Los organismos con ritmos circadianos pueden anticipar cambios en el ambiente y, por
lo tanto, tienen una ventaja evolutiva sobre aquellos que carecen de este sistema (Vaze
& Sharma, 2013). Varios estudios en diversas especies han demostrado que un reloj
circadiano saludable mejora tanto la aptitud fisica como la reproductiva (Beaver et al.,
2002; Sharma, 2003; Woelfle et al., 2004). Esto ocurre de dos maneras: en primer lugar,
un organismo con un reloj circadiano funcional puede sincronizar su comportamiento y
fisiologia para ajustarse a los cambios ciclicos en el ambiente. Esta sincronizacion
provee un valor evolutivo extrinseco ya que le permite al organismo adaptarse para
obtener el maximo provecho a los recursos que tiene disponibles. En segundo lugar, un
reloj molecular funcional confiere una ventaja evolutiva intrinseca al coordinar los

cambios internos metabdlicos y fisioldgicos permitiendo un funcionamiento mas eficiente.

En humanos, los ritmos circadianos no solo controlan aspectos fisiologicos como el
estado de alerta y el suefio, sino también la capacidad cognitiva. Nuestra atencion, por

ejemplo, varia a lo largo del dia. Un ritmo circadiano tipico en humanos tiene un grado
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de alerta que dura 2 o 3 horas y esto ocurre alrededor de 4 horas después de despertar
(Valdez, 2019). La Figura 1 muestra los cambios fisicos y mentales que ocurren en
humanos a lo largo del dia, destacando sus puntos maximos en un reloj de 24 horas.
Durante el dia se observan cambios que activan el cuerpo para estados de alerta y
movimiento. La coordinacion, por ejemplo, estd en su punto maximo a las 15:00 horas
(Campos et al., 2001).

Los ritmos circadianos son sincronizados por zeitgebers, sefales ambientales que
actuan como indicadores de tiempo. La luz solar es el zeitgeber mas influyente, ya que
la informacion fética atraviesa la retina y llega hasta el nicleo supraquiasmatico (SCN)
ubicado en el hipotalamo cerebral a través de células ganglionares especializadas en el
tracto retino hipotalamico (RHT) (Hannibal, 2002). EI SCN actta como el reloj maestro,
estando en la cima jerarquica de los ritmos circadianos. EI SCN se encarga de distribuir

la sefal de luz a los distintos érganos y sus relojes periféricos.

D IA Mayor alerta

——————— Mejor
[
»

coordinacion

\ Mejor
tiempo de
reaccion

Aumento en
Presion Arterial

“f"l{ ',fl‘ i W'V A

Liberacion “rﬁ'
de Cortisol “‘\,“\J, Son
~ N~

AN

b

NOCHE

Figura 1. Reloj de 24 horas que ilustra los ciclos circadianos en humanos. La figura
muestra un reloj de 24 horas que ilustra a los ritmos circadianos, los cuales son cambios
oscilatorios que ocurren a lo largo del dia. En los humanos, estos ritmos se manifiestan
principalmente por el ciclo de suefio-vigilia (secciébn oscura versus seccién en blanco) y
también se reflejan en nuestra fisiologia y comportamiento. (Creado con BioRender.com)

Sin embargo, también existen otras sefiales como los ciclos de temperatura, el ejercicio,

la hora del alimento o, inclusive, sefiales sociales tales como los horarios de trabajo o
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interacciones sociales (Lewis et al., 2018; Lewis et al., 2020; Quante et al., 2019; Sandahl
et al., 2021). Es interesante que el SCN también es el encargado de interpretar los
estimulos no féticos a través de la ldmina intergeniculada (IGL), en el tAlamo (Harrington,
1997; Moore & Card, 1994; Morin, 1994). No obstante, los zeitgebers no son vitales para
la existencia de los ritmos circadianos ya que estos persisten incluso en la ausencia de

estos y, por lo tanto, son considerados enddgenos (Breitenbach et al., 2021).

1.1.1 Caracteristicas de los ritmos circadianos

Existen tres criterios principales para que un ritmo biolégico se considere circadiano
(Khan & Tian, 2019):

1. Elritmo debe tener un periodo endégeno que dure aproximadamente 24 horas y
gue funcione incluso en ausencia de zeitgebers (ritmo en libre curso).

2. Elritmo es sincronizable. A través del proceso de sincronizacion, el reloj biolégico
del organismo se sincroniza con sefiales externas.

3. Elritmo tiene compensaciéon de temperatura. El organismo es capaz de mantener

un ritmo robusto en un rango de temperaturas fisiolégicas.

A continuacién, se procede a explicar cada uno de estos a detalle.

1.1.1.1 Los ritmos circadianos son enddgenos

Los primeros descubrimientos sobre la naturaleza endoégena de los ritmos circadianos se
dieron en observaciones en plantas. En 1728, Jean-Jacques d’Ortous de Mairan, un
cientifico francés, encontré que el movimiento de las hojas de una planta, posiblemente
Mimosa pudica, persiste incluso cuando la planta se mantiene en oscuridad completa
(McClung, 2006). Este descubrimiento sugiri6 la idea de que existe un reloj interno que
esta controlando los movimientos de la planta y sirvi6 de base para investigaciones

posteriores en otros organismos.

Sin embargo, a pesar de varias observaciones de patrones circadianos, no fue hasta

1971 que se encontré que los hamsteres mantenian sus ritmos circadianos incluso en
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oscuridad constante (Boulos & Morin, 1985) . Unos afios mas tarde, en 1984, se encontrd
el primer gen involucrado en la regulacion de los ritmos circadianos, Per (Sangoram et
al., 1998). Desde entonces se han encontrado mas genes que son parte de una compleja
red de regulacién que mantienen la naturaleza endégena de los ritmos circadianos. Hoy
en dia se sabe que es el SCN el encargado de mantener a los ritmos circadianos en

ausencia de estimulos externos (Nassan & Videnovic, 2022).

1.1.1.2 Los ritmos circadianos son sincronizables

La sincronizacion circadiana es el proceso por el cual los ritmos circadianos se ajustan
al ambiente, ya sea por estimulos féticos o estimulos no féticos (Lall et al., 2012). La
potencia de los zeitgebers, las sefiales en el ambiente que indican la hora del dia, o
variaciones genéticas pueden afectar que tan facil se da la sincronizacion y alineamiento
del sistema circadiano. En la Figura 2 se puede observar un actograma (grafico que
muestra los patrones de movimiento o actividad de los roedores) hipotético donde la
sincronizacion se da a través de la luz y también se muestra la actividad en condiciones
de ritmo en libre curso (en ausencia de luz). En condiciones de sincronizacion, la fase de
actividad de los ratones, que son nocturnos, coincide con el apagado de las luces,
mientras que su fase inactiva ocurre cuando las luces estan encendidas. Dia tras dia, si
los patrones de luz y oscuridad no cambian, los ratones seguiran teniendo los mismos

patrones de movimiento durante los mismos horarios.
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Sincronizacion

Libre curso

Tiempo (h) 0 6 12 18 24

Figura 2. Actograma hipotético en condiciones que conducen a la
sincronizacién circadianay ritmo en libre curso. En este experimento
de 8 dias las barras negras denotan el periodo de actividad de un
organismo nocturno. Durante los primeros 5 dias del experimento, el
individuo muestra un ritmo circadiano con sincronizacién mientras que a
partir de que las luces se apagan por completo se observa un desfase en
el inicio de la actividad. Las barras negras indicarian las horas a las que
el animal monitoreado presentaria mayor actividad locomotora. (Creado
con BioRender.com)

En un ritmo en libre curso, los ratones pueden despertarse mas tarde o mas temprano
cada dia segun su genética u otras condiciones ambientales, ya que sus ritmos
endogenos no son exactamente de 24 horas, sino que solo se aproximan a este periodo.
Se ha observado que los ratones de laboratorio de la cepa C57BL/6 tienen periodos en
sus ritmos de actividad més cortos que 24 horas mientras que estos mismos ratones con
obesidad inducida por la dieta tienen periodos que se aproximan mas a las 24 horas
(Miranda-Anaya et al., 2017), aunque su potencia (robustez del ritmo) se ve disminuida.
En la Figura 2, se puede observar que a medida que pasa cada dia, los individuos
despiertan cada vez mas temprano debido a que sus ritmos enddgenos tienen un periodo
inferior a 24 horas. La sincronizacion de los ritmos circadianos a nivel molecular involucra
un extenso y entrelazado mecanismo donde actian genes, sefiales ambientales y

hormonas. Ademas de las proteinas reguladoras del reloj molecular (CLOCK, BMAL1,
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CRY1,2, PER1,2,3), existen modificaciones postraduccionales tales como Ila
fosforilacion, la degradaciéon y la entrada al nicleo son necesarias para este proceso
(Patke et al., 2020).

1.1.1.3 Los ritmos circadianos presentan compensacion a la temperatura

Los ritmos circadianos poseen una notable caracteristica de compensacion térmica lo
cual permite que el organismo mantenga un ritmo constante a pesar de variaciones en
la temperatura fisiolégica (Sorek & Levy, 2012). Por ejemplo, a pesar de un incremento
0 un descenso en la temperatura fisiolégica, el periodo del ritmo circadiano se mantiene
constante, evitando cambios significativos (Prokkola & Nikinmaa, 2018). Sin esta
habilidad, variaciones en la temperatura podrian desalinear el reloj interno biolégico con

el ambiente externo, teniendo potenciales efectos negativos en la salud del organismo.

Un ejemplo de la robustez de estos ritmos es evidente en el SCN de ratas. Se ha
demostrado que los ritmos neuronales circadianos in vitro muestran compensaciones
térmicas tanto a 37°C como a 31°C, mostrando resistencia a pulsos de calor (Ruby et al.,
1999). Sin embargo, es fundamental subrayar que la respuesta del SCN o de los ritmos
circadianos en general a temperaturas extremadamente bajas, que son atipicas para
muchos organismos, sigue siendo un area poco explorada que requiere investigacion

adicional.

A pesar de que los ritmos circadianos constituyen un fenébmeno ampliamente estudiado,
los mecanismos que los sustentan aun no se entienden completamente. Se ha propuesto
gue las variaciones en la compensacion térmica estan vinculadas a modificaciones en
las constantes de reaccion de las enzimas que participan en las oscilaciones de los
represores del sistema circadiano (Kurosawa & lwasa, 2002). En el SCN, considerado el
regulador central de estos ritmos, se ha demostrado que la interaccién entre sus
secciones ventrolaterales y dorsomediales otorga resistencia a reinicios inducidos por

cambios de temperatura (Buhr et al., 2010).
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No obstante, es importante sefialar que esta resistencia y compensacion térmica podrian
no ser tan robustas como se sugiere en algunos contextos. Por ejemplo, se cree que los
animales en hibernacion pueden perder sus ritmos circadianos, aunque los estudios en
este ambito son escasos (Revel et al., 2007). Adicionalmente, estudios que emplearon
KNK437, uninhibidor de la via de respuesta al heat shock, han demostrado un deterioro
significativo en la capacidad de la compensacion térmica, acompafiado de cambios de
fase (Herzog & Huckfeldt, 2003). Un hallazgo reciente en Drosophila Melanogaster
identificd una mutacién que afecta la exportacion nuclear y modifica el periodo circadiano

en funcion de la temperatura (Giesecke et al., 2023).

Es interesante que se han identificado numerosas mutaciones que, a pesar de alterar el
periodo del ritmo, mantienen intacta su capacidad de compensacion térmica (Hong et al.,
2007). Esto sugiere que los mecanismos responsables de la compensacion térmica
podrian estar localizados a nivel de la maquinaria intrinseca del reloj circadiano. La
compensacion a la temperatura es un fenémeno bastante conocido en el area de los
ritmos circadianos, sin embargo, sus mecanismos subyacentes aun no son del todo
comprendidos. Se ha hipotetizado que las variaciones que ocurren cuando hay
compensacion a la temperatura son resultado de cambios en las constantes de reaccién

de las enzimas involucradas en las oscilaciones de los represores del sistema circadiano.

En resumen, aunque la compensacion térmica es un fenédmeno bien documentado en el
campo de los ritmos circadianos, los mecanismos subyacentes que lo regulan contintan
siendo un area de investigacion activa y su robustez podria variar en diferentes contextos

bioldgicos.

1.1.2 Parametros de los ritmos circadianos

Los parametros de los ritmos circadianos son la amplitud, el periodo y la fase. En
conjunto, estos determinan las caracteristicas de un ritmo circadiano. En la Figura 3 se
ilustra un ejemplo hipotético de lo que ocurre en un ritmo circadiano a lo largo de varios
dias. El periodo, por ejemplo, es el tiempo en el que un punto especifico—en este caso

el punto mas alto, la acrofase—se repite. Por otra parte, la amplitud es la magnitud o
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fuerza con la que sucede el ritmo. También, la fase, se refiere al tiempo en el que sucede
el ritmo relativo al ciclo ambiental. En las condiciones de oscuridad completa (DD), a
diferencia de condiciones de luz y oscuridad (LD), ocurre un cambio de fase debido a
que los ritmos circadianos en la mayoria de los casos no son exactamente de 24 horas

de manera enddgena. A continuacion, se procede a definir cada uno de estos

parametros.
Periodo Acrofase
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Figura 3. Representacion grafica de los parametros que definen a un ritmo
circadiano. El periodo es el tiempo que le toma a un ritmo completar un ciclo,
generalmente de 24 horas. La fase es un momento del ritmo en relaciéon con un
tiempo estandar, esto podria ser el amanecer o el atardecer. La amplitud es la
magnitud del cambio entre el punto mas alto de expresion del ritmo y el punto de
expresion minima. En oscuridad constante, ocurre un desplazamiento de fase el cual
es consecuencia de un ritmo en libre curso. (Creado con BioRender.com)

1.1.2.1 El periodo

El periodo circadiano es un factor clave que determina el cronometraje y la naturaleza
de los ritmos circadianos. Aunque su duracién puede ser influenciada por condiciones
ambientales como la luz y temperatura, en seres humanos, el periodo circadiano
promedio es de aproximadamente 24 horas (Ayyar & Sukumaran, 2021). Este periodo
esta regulado por una intrincada red de proteinas y genes que interactian en ciclos de
retroalimentacion (Ayyar & Sukumaran, 2021). Estimulos externos como la luz y la
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temperatura pueden reiniciar o ajustar este sistema, afectando los genes del reloj y, por
ende, la duracidén del periodo (Fonken & Nelson, 2014). Estas fluctuaciones tienen
importantes implicaciones para el funcionamiento 6ptimo de los organismos y en su

capacidad de adaptarse al entorno.

Es importante sefialar que la robustez de los ritmos circadianos puede variar
considerablemente entre diferentes especies y contextos. La exposicion a condiciones
de luz constante (LL) u oscuridad total (DD) puede tener efectos divergentes en el ritmo
circadiano, dependiendo de la especie (Blume et al., 2019). Por ejemplo, segun las
observaciones, la mayoria de los animales nocturnos pierden sus ritmos circadianos en
condiciones LL, lo que podria tener implicaciones significativas para su comportamiento

y bienestar.

En el caso de los humanos, las variaciones en los periodos circadianos pueden tener un
impacto significativo en el bienestar y la salud (Emens, 2020). Por ejemplo, las personas
gue carecen de una sincronizacion adecuada, especialmente aquellas que han perdido
por completo la visién, pueden presentar periodos circadianos mas cortos o largos que
las 24 horas estandar. Este fendmeno puede tener como resultado diversas
consecuencias como la depresion, insomnio, y mayor propension a enfermedades
cardiovasculares (Sack & Lewy). Comprender estas variaciones y sus implicaciones
podria ser clave para desarrollar tratamientos mas efectivos y estrategias de adaptacion
personalizadas.

1.1.2.2 La fase

La fase circadiana, también conocida como “la hora del reloj”, es un aspecto crucial que
determina cuando comienzan diversos fendmenos circadianos (Auerbach et al., 2022)
(Takahashi, 2017). Este concepto es particularmente relevante en situaciones como el
jet lag, que se produce al viajar entre diferentes zonas horarias y provoca disrupciones
en el ciclo vigilia y suefio hasta que el organismo se ajusta al nuevo entorno. En personas
mayores, se ha observado que la respuesta al estimulo de luz reducida puede

desencadenar cambios de fase similares a los del jet lag (Klerman et al., 2001). Se ha
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propuesto que la exposicidon a luz azul podria ser Gtil para catalizar el cambio de fase y

asi reducir las inconveniencias del jet lag (Crunkhorn, 2020; Klerman et al., 2001).

En mamiferos, el SCN desempefia un papel central en la sincronizacion de la fase de los
relojes periféricos, principalmente a través de ciclos de luz y oscuridad (Buhr et al., 2010).
Segun estudios, la salida glutamatérgica del SCN estimula la sintesis de melatonina
durante la noche (Perreau-Lenz et al., 2004). Ademas, se ha demostrado que el SCN
controla la interrupcion de la sintesis de melatonina al amanecer, lo que indica un
mecanismo de regulacion sofisticado (Perreau-Lenz et al., 2005). No obstante, es crucial
tener en cuenta que la exposicion a luz durante la noche inhibe la produccién de
melatonina, lo cual puede alterar la fase circadiana (Chang et al., 2011). Estos hallazgos
indican que la regulacion de la melatonina y, por ende, la sincronizacion de los ritmos
circadianos es un proceso mas complejo y esta fuertemente influenciado por

mecanismos neuronales y hormonales, mas alla que la simple exposicion a la luz.

1.1.3.3 La amplitud

El tamafio o la intensidad de las oscilaciones o cambios de un ritmo circadiano durante
un periodo de 24 horas se denomina amplitud circadiana. Representa la variacion entre
los puntos mas altos y bajos de un ritmo durante su ciclo. En otras palabras, mide cuanto
cambia un proceso biolégico o un comportamiento a lo largo del dia. La amplitud
circadiana ofrece datos reveladores sobre la estabilidad y la potencia del ritmo. Mientras
gue una amplitud menor significa un ritmo mas débil y menos claro, una amplitud mayor
denota un patréon mas prominente y predecible, con picos y valles mas faciles de

identificar.

La amplitud circadiana y la estabilidad del ritmo circadiano son aspectos cruciales de los
ritmos circadianos. Aunque los mecanismos que rigen los ritmos circadianos han sido
ampliamente estudiados, los mecanismos especificos responsables de regular la
amplitud de los ritmos circadianos siguen siendo menos conocidos. Es fundamental

coordinar la regulacién del tiempo del ciclo, incluidos el periodo, la fase y la amplitud
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circadiana, para garantizar el buen funcionamiento de los procesos fisiolégicos ritmicos

(Ramkisoensing y Meijer, 2015).

1.1.3 Experimentos en oscuridad completa (DD)

Una de las areas mas intrigantes en el estudio de los ritmos circadianos es el
comportamiento de estos ritmos en ausencia de zeitgebers. En condiciones DD, el SCN
carece de informacién fética necesaria para sincronizar el reloj interno del organismo con
el entorno. En estas circunstancias, el organismo entra en un estado denominado “ritmo
en libre curso” (free running). Aunque podria pensarse que la falta de zeitgebers anularia
los ritmos circadianos, esto no es asi. En realidad, los ritmos persisten pero se
desvinculan del ciclo diario de 24 horas (Di Milia & Folkard, 2021). A manera de
ilustracion, en estudios donde se sometio a individuos a condiciones a oscuridad total,
se not6 un desplazamiento gradual en sus ciclos de suefio-vigilia, lo que demuestra que

los ritmos circadianos contindan, aunque desincronizados del entorno externo.

Este estado de ritmo en libre curso ha sido invaluable para entender la naturaleza
intrinseca de los ritmos circadianos. Experimentos en estas condiciones han revelado
gue el periodo circadiano puede variar entre organismos (Vitaterna et al., 2001). En
humanos, por ejemplo, el periodo en condiciones de ritmo en libre curso es de
aproximadamente 24.09 horas, mientras que en ratones es de 23.5 horas (McHill et al.,
2017). Estos hallazgos subrayan la importancia de los zeitgebers en la sincronizacion de
nuestros relojes bioldgicos con el mundo exterior. Es crucial destacar que la
desincronizacion de estos ritmos tiene implicaciones para la salud. Los trabajadores
nocturnos, por ejemplo, enfrentan un mayor riesgo de obesidad, enfermedades
cardiovasculares y ciertos tipos de cancer (Kervezee et al., 2020).Por lo tanto, es
imperativo explorar estrategias que permitan mantener una alineacién adecuada con el

ciclo diario para fomentar la salud y el bienestar.

1.1.4 Zeitgebers: Sincronizadores de tiempo.



22

Los sincronizadores de tiempo son esenciales debido a que el ambiente estad en
constante cambio, y son estos los que conducen al entrenamiento circadiano. Sin
embargo, no todas las sefiales externas, incluso si son recurrentes, pueden considerarse
como sincronizadores de tiempo. Para ser considerado como tal, se deben cumplir las

condiciones desarrolladas por Aschoff en 1954 (Aschoff, 1954) .

1. Si se elimina el zeitgeber, el periodo bioldgico debe comenzar a desviarse de las
24 horas exactas. Si el zeitgeber esta presente, debe causar entrenamiento
circadiano a la periodicidad del zeitgeber.

2. La inversion de un zeitgeber periédico debe conducir a la inversién del ritmo
bioldgico. Por ejemplo, la inversion del ciclo de luz y oscuridad debe causar una
inversion en los patrones de actividad fisica. Asi también, un cambio temporal en
el zeitgeber periddico debe causar un adelanto o atraso en el ritmo, dependiendo
del cambio.

3. La efectividad del zeitgeber puede influir en los cambios del ritmo bioldgico al

incrementar o disminuir la frecuencia de su exposicion.

1.1.4.1 Laluz

El zeitgeber mas potente tanto para los animales como para plantas es la luz del sol. De
hecho, en la cronobiologia, regularmente se utiliza la luz como estimulo para
desencadenar respuestas del reloj circadiano (Xie et al., 2019). La exposicion durante el
dia activa al SCN, lo cual ayuda a mantener un estado de vigilia en humanos, mientras

gue en ratas y ratones favorece el suefio 0 una actividad reducida.

No solo es la exposicidn sino también su intensidad, lo que puede producir cambios en
los ritmos circadianos. Un fendmeno conocido como la regla de Aschoff relaciona la
intensidad de luz con el periodo en algunos organismos (Carpenter, 1986). La
importancia de la luz como zeitgeber se ha demostrado en experimentos en laboratorios,
asi como en experimentos epidemioldgicos a gran escala en la vida real (Roenneberg et
al., 2013). La luz como un zeitgeber se describio alrededor de los afios 60’s al descubrir

gue el reloj molecular biolégico del SCN puede ser reiniciado por la luz.
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El SCN, en el hipotadlamo, se encarga de distribuir esta informacion a los relojes
periféricos. En la seccion 1.5.1 se discutird a profundidad la anatomia y fisiologia del reloj
circadiano. Ahora, si bien la luz solar es el principal zeitgeber, este se ve reflejado en el
ciclo luz-oscuridad. Sin embargo, esta no es la Unica forma de sincronizar los relojes
internos: el alimento, actividad fisica, o incluso el estrés pueden actuar como zeitgebers
(Koch et al., 2017).

1.1.4.2 Latemperatura

La temperatura es otro zeitgeber de gran importancia que regula la fisiologia y el
comportamiento en organismos vivos. La temperatura de un organismo sigue un ritmo
circadiano el cual es influenciado por la temperatura del ambiente y el reloj interno
biolégico (Refinetti, 2020). En humanos, por ejemplo, la temperatura corporal tiene un
ritmo que alcanza su pico maximo al finalizar la tarde y alcanza su punto méas bajo

durante el suefio (Zheng et al., 2019).

El hipotalamo controla la termorregulacion. Cuando el hipotalamo siente cambios en la
temperatura interna, este envia sefiales para que los 6rganos, tales como la piel, las
glandulas y los muasculos, se ajusten automaticamente (Todd et al., 2020). Se sabe que
las neuronas en la parte predptica (POA) que proyectan al nicleo dorsomedial (DMH),
son las encargadas de regular la temperatura interna basado en la temperatura externa
(Zhao et al., 2017). Ahora, el SCN tiene proyecciones directas hacia el DMH y se propone
gue son particularmente las neuronas VIP en el SCN, las cuales inhiben a las neuronas
en el SPZ las cuales proyectan hacia el DMH (SCNVIP — SPZ — DMH) (Todd et al., 2020).
Esta comunicacion también podria ocurrir de manera bidireccional ya que el DMH puede

responder a cambios de temperatura en el ambiente (Li et al., 2022).

La temperatura afecta ademas directamente al SCN, el cual contiene neuronas que

pueden percibir cambios en la temperatura ambiental, asi como en la temperatura



24

corporal. Adicionalmente, otros nucleos en el hipotalamo que estan involucrados en la

regulacion de los ritmos circadianos son influenciados por la temperatura.

1.1.4.3 La alimentacioén

La alimentacion desempefia un papel crucial en la regulacién de los ritmos circadianos.
Aunque la evidencia en humanos es limitada, estudios sugiere que la comida puede
actuar como un zeitgeber, o sincronizador, en el sistema circadiano humano (Lewis et
al., 2020). Esta idea se refuerza con investigaciones que exploran cémo la restriccion del
acceso a la comida en ciertos horarios del dia puede sincronizar un oscilador alimentario
(Stephan, 2002).

La interaccion entre la nutricion, el metabolismo y el reloj circadiano también ha sido
objeto de estudio. Se ha encontrado que la ingesta de alimentos en horarios especificos
tiene un impacto significativo en la fisiologia humana. Por ejemplo, se encontré que la
ingesta de alimentos en horarios especificos puede tener un impacto significativo en la
fisiologia humana. Estos estudios sugieren que el momento y la frecuencia de las
comidas, incluido el desayuno, estan estrechamente vinculados al control circadiano de
la digestion y el metabolismo. Esto esta relacionado a la observacion de que ciertos
fitoquimicos en los alimentos, como polifenoles, flavonoides y melatonina, pueden influir

en la expresion y el ritmo de los genes del reloj circadiano (Krieger, 1974)

La comida es considerada el segundo zeitgeber mas importante después de la luz, y
puede inducir cambios significativos en variables fisiologicas como la temperatura
corporal y los niveles de cortisol (Lewis et al., 2018). En el reino animal, se ha observado
gue los mamiferos aumentan su actividad locomotora de 2 a 4 horas antes de que se les
proporcione comida (Stephan et al., 1979). En resumen, la alimentacién actia como un
zeitgeber en la regulacion de los ritmos circadianos. Sin embargo, aun se requiere mas

investigacion para entender los mecanismos subyacentes en esta compleja interaccion.
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1.1.4.4 El gjercicio

El ejercicio puede influenciar varios aspectos de los ritmos circadianos tales como el
suefio, la secrecion de hormonas, la temperatura corporal y la expresion de genes (Reilly,
1990). Por lo mismo, ha sido propuesto como un sincronizador del reloj biolégico
(Czeisler, 2015). Se considera que la forma principal en la cual el ejercicio actia como
un zeitgeber es a través de la regulacion del suefio. El ejercicio puede aumentar la
duracion y la calidad del suefio, y esto puede reiniciar el reloj molecular (Dolezal et al.,
2017; Gabriel & Zierath, 2019). Ademas, el restablecimiento del reloj circadiano a nivel
molecular, combate los efectos negativos debidos a la disrupcién de suefio (Gabriel &
Zierath, 2019). Se ha propuesto que los ritmos circadianos son clave en la mejora a la

salud y el rendimiento fisico que proporciona el ejercicio (Lewis et al., 2018).

Una forma en la cual el ejercicio puede actuar como un sincronizador del tiempo es a
través de la secrecion de hormonas que a su vez regulan el ciclo de suefio y vigilia. El
ejercicio promueve la secrecidn de varias hormonas que estan estrechamente implicadas
en la regulacion de los ritmos circadianos tales como la hormona del crecimiento,
testosterona y cortisol (Haupt et al., 2021; Teo et al., 2011). La hormona del crecimiento
es esencial para la reparacion y crecimiento de los tejidos (Dattilo et al., 2011). Por otra
parte, la testosterona, esta involucrada en la regulacion del ciclo suefio y vigilia y puede
promover el suefio profundo (Carrier et al., 2017). Es Interesante notar que la
testosterona podria estar afectando la expresion de los genes del reloj en el SCN
(Hashimoto et al.). Sin embargo, los mecanismos de este proceso no son del todo claros
y varian considerablemente dependiendo de factores como la edad y el sexo (Carrier et
al., 2017). Finalmente, el cortisol, el cual participa en la regulacion del ciclo suefio y vigilia
(De Nys et al., 2022), ha sido propuesto como un mensajero secundario entre el reloj
central y los relojes periféricos (Chan & Debono, 2010).

El ejercicio también puede actuar como zeitgeber al promover la activacion de neuronas
involucradas en el gasto energético (Tran et al., 2022). En especifico, las neuronas de
propoiomelacortina (POMC) producen a la hormona Alpha melanocyte-stimulating

hormone (alfa-MSH), la cual tras unirse a los receptores de melanocortina en receptores
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localizados en PVN y otros nucleos estimula a un aumento en el gasto energético y
reduce la alimentacion (Tran et al., 2022). En resumen, el ejercicio emerge como un
potente regulador de los ritmos circadianos, con multiples mecanismos de accién que

incluyen la regulacion del suefio, la secrecion hormonal y la activacion neuronal.

1.1.4.5 Interacciones sociales

Las interacciones sociales también han sido propuestas como un potencial zeitgeber
(Ehlers et al., 1988). Una de las maneras en las cuales este proceso podria suceder es
al regular la fase y el periodo de los ritmos circadianos de forma directa o indirecta
(Mistlberger & Skene, 2004). De manera indirecta, por ejemplo, a través del seria del
condicionamiento a la exposicion de sefales féticas asociadas con cierto
comportamiento. Por otra parte, de forma directa, se ha encontrado que en algunas
especies las sefiales maternas, tales como el amamantamiento o contacto fisico, actian
como el zeitgeber principal (Mistlberger & Skene, 2004). En los adultos, las interacciones
sociales pueden resultar en cambios de fase que pueden ser sincronizadas por una
interaccion social discreta recurrente. Sin embargo, es importante notar que esta
sincronizacion es mas débil que la de la luz, esto medido a través de la curva de
respuesta de fase (PRC) (Mistlberger & Skene, 2004).

La mejor evidencia de una potencial sincronizacion social en los humanos se encuentra
en individuos con ceguera. A excepcidn de todas las personas con ceguera
especificamente causada por extirpacion quirargica de ambos ojos, las personas con
ceguera en general muestran ritmos libres (Mistlberger & Skene, 2004). Sin embargo, un
porcentaje significativo de individuos con ceguera, sin aparente percepcion a la luz,
muestran ritmos de 24 horas (Emens, 2020). Es interesante notar que, en estos casos,

el estimulo sincronizador no ha sido identificado.

1.1.4.6 Moléculas

Hasta la fecha, se han encontrado una gran cantidad de moduladores del sistema

circadiano. Los moduladores del reloj circadiano actian sobre varias proteinas,
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particularmente aquellas que participan en la regulacion del reloj circadiano y resultan en
cambios en uno o varios parametros de los ritmos circadianos (Ribeiro et al., 2021). Estas
moléculas tienen el potencial de tratar enfermedades relacionadas con defectos de los
ritmos circadianos, como trastornos del suefio, trastornos metabdlicos y cancer. Entre
estos moduladores, se han identificado pequefias moléculas que pueden regular los

ritmos circadianos (Lee et al., 2011).

En este contexto, la melatonina emerge como un factor crucial en la regulaciéon de los
ritmos circadianos (Cajochen et al., 2003). Esta hormona, cuya sintesis y secrecion
muestra ritmicidad circadiana, no solo regula el suefio, sino que también se produce en
respuesta a la oscuridad y puede cumplir la funcién de un zeitgeber. Sin embargo, la
melatonina puede tener efectos inconsistentes en los ritmos de actividad circadiana en

free-running (Benloucif & Dubocovich, 1996).

Por otra parte, debido a su rol como zeitgeber la melatonina ha ganado reconocimiento
como un potencial tratamiento terapéutico para trastornos del ritmo circadiano. La
melatonina tiene la capacidad de inducir cambios de fase en los ritmos circadianos
(Arendt & Deacon, 1997) vy de corregir trastornos del ritmo circadiano (Nir, 2003).
Estudios recientes sugieren que el tratamiento con melatonina puede tener efectos
positivos en ritmos circadianos en diversas condiciones. Se recomienda el uso de
melatonina liberacion prolongada para el tratamiento de sintomas de insomnio o
insomnio comorbido en trastornos neuropsiquiatricos y la mejora de la calidad del suefio
(Palagini et al., 2021). Por dultimo, se ha propuesto la restauracion de los ritmos

circadianos para manejo de condiciones hepaticas (Sato et al., 2020).

1.1.5 Los nucleos hipotalamicos

1.1.5.1 El ntcleo supraquiasmatico (SCN)

El descubrimiento del SNC como el principal regulador del mecanismo del reloj fue en el
1970. Al lesionar directamente este nucleo, se obtiene una completa pérdida de los

ritmos circadianos de comportamiento (Klein & Weller, 1970). Poco después de este
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descubrimiento, se encontr6 que cuando se realiza un trasplante de SCN saludable a
individuos cuyo SCN esté defectuoso, se obtiene una recuperacion de estos ritmos

circadianos (Drucker-Colin et al., 1984).

1.1.5.1.1 Estructuray funcion del SCN

El SCN esta compuesto por dos nucleos. En roedores, cada nucleo es de
aproximadamente 10,000 neuronas—mientras que en humanos son cerca de 40mil
neuronas—y se encuentran situados a cada lado del tercer ventriculo, directamente
encima del quiasma optico. Gracias a la heterogeneidad de su compaosicion de pequefios
neuropéptidos, este se puede subdividir en dos regiones: el centro y el caparazoén. En la
regién central encontramos neuronas que producen al péptido de vasoactivo intestinal
(VIP) y al péptido secretor de gastrina (GRP) y en la parte del caparazon esta la
vasopresina (AVP) (Hastings et al., 2018). Estos péptidos no s6lo muestran expresion
oscilatoria, sino que también estan implicados en el control de los ritmos circadianos
(Abrahamson & Moore, 2001) (Figura 3).

Figura 3. Estructura del SCN en ratones. El SCN esta compuesto
por dos nucleos simétricos situados a cada lado del tercer
ventriculo, encima del quiasma 6ptico. EI SCN se puede dividir en
dos regiones, caparazon y centro, dependiendo de las neuronas
gue producen diferentes péptidos, como VIP, GRP, Y AVP. Estos
péptidos oscilan y estan involucrados en el control de los ritmos
circadianos. (Creado con BioRender.com; imagen del cerebro
tomada de Allen Mouse Brain Atlas disponible en
mouse.brain.map.org)
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El neuropéptido VIP es un sincronizador vital de los relojes internos en las neuronas del
SCN (Herzog et al., 2017). Este neuropéptido se produce por las neuronas retino
cepetoras que abarcan una décima parte de la red neuronal del SCN (Maywood et al.,
2011). En los experimentos con un knock-out de Vip o de uno de sus receptores, Vipr2,
la robustez de los ritmos circadianos disminuye considerablemente (Aton et al., 2005).
También, la introduccion de cantidades excesivas de VIP en cultivos celulares atenta la
sincronizacion de los ritmos circadianos (Harmar et al., 2002). Incluso, agregar VIP de
forma exdgena puede cambiar la fase in vitro e in vivo (Piggins et al., 1995). Esto sugiere
gue el VIP es requerido para una correcta sincronizacion de los ritmos circadianos.
También, al hacer una delecion de Vip en ratdn, la fase se recorre por aproximadamente
8 horas. Estos cambios de fase por VIP podrian darse a través de la sefializacion

intracelular por cAMP (Hamnett et al., 2019).

El neuropéptido AVP potencialmente juega un papel mas importante del que
anteriormente se le habia atribuido (Mieda, 2019). A falta de sefalizacion por VIP, la
sefializacion de AVP para la sincronizacion del SCN se vuelve evidente (Ono et al.,
2016). El promotor para Avp contiene una caja de tipo E-box (la diana del dimero
CLOCK/BMAL1). A lo largo del dia, los niveles de AVP cambian de manera robusta. En
el caso que se tenga el gen de Clock mutado, los niveles de AVP se muestran tenues
(Jin et al., 1999). Ademas, la aplicacién de un antagonista del receptor de AVP en un
cultivo celular WT SCN/VIPR2 en el cual se habian restaurado anteriormente los ritmos

circadianos, inhibe dichos ritmos (Maywood et al., 2006).

1.1.5.1.2 Regulacion del cortisol y melatonina a través del SCN

Ademas de controlar los ritmos circadianos, el SCN juega un papel en mecanismos
homeostéticos no circadianos, incluida la secrecion de cortisol y melatonina (Stoynev et
al., 2022). Esta funcion reguladora se evidencia en la variabilidad de la densidad y

distribucion de los receptorSi es MIT1 de melatonina en el SCN a lo largo del ciclo
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circadiano, lo cual subraya su importancia en la modulacion de la funcién del SCN (Waly
& Hallworth, 2015). Ademas, el SCN regula directamente la produccion de melatonina en
la glandula pineal del cerebro. Esta regulacion se lleva a cabo mediante factores
sindpticos difusibles, como el acido gamma aminobutirico (GABA), que ejerce una sefial
inhibitoria en la via PVN pineal durante el dia subjetivo, esto garantiza asi un equilibrio

adecuado para la produccién de esta hormona (Claustrat et al., 2005).

Adicionalmente, el SCN es fundamental en la respuesta del cuerpo a estimulos
luminicos, transmitiendo sefales a diferentes regiones del cerebro y células endécrinas
(Mohawk et al., 2012). Una de sus funciones es asegurar, a través de una conexion
polisintética, que la glandula pineal produzca melatonina de manera ritmica. La
melatonina alcanza su pico de concentracion durante la noche, lo cual promueve el
estado de suefio en animales diurnos. Paralelamente, el SCN, a través del PVN y la
glandula pituitaria, impulsa un ritmo circadiano para la liberacion de la hormona
adrenocorticotropica (HACT). Esta hormona a su vez desencadena un aumento matutino
en la liberacion de corticosterona desde la glandula suprarrenal. Los corticosteroides,
como la corticosterona, promueven la excitacion y el estado de alerta ademéas de
impulsar el metabolismo catabdlico. Es interesante notar que, la luz azul suprime
significativamente la produccion de melatonina (Panda et al., 2003) y, a su vez, estimula
la produccion de corticosterona en la glandula suprarrenal a través de una via simpatica
gue no depende de HACT (Ishida et al., 2005).

1.1.5.2 El ntcleo arqueado

El ndcleo arqueado (ARC) se encuentra en la medio basal del hipotdlamo, formando una
entidad neuronal con la eminencia media (ME) (Korf & Mgller, 2021) .Es esencial en la
regulacion de la homeostasis energética del metabolismo. EI ARC integra sefiale de
adiposidad y nutrientes circulantes, desempefiando un papel crucial en la regulacion de
la alimentacién, la homeostasis de la glucosa y otras funciones fisiolégicas (Jais &
Briining, 2022).
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Adicionalmente, las neuronas del ARC detectan y responden a las variaciones en las
concentraciones de lactato y glucosa, lo que desencadena una compleja red de
respuestas neuroquimicas y neurofisiolégicas (Cortes-Campos et al.,, 2013). Estas
respuestas controlan el gasto energético y el comportamiento relacionado con la ingesta

de alimentos.

Las neuronas del ARC también estan involucradas en la via de la melanocortina, que
tiene un papel fundamental en la regulacién del apetito y balance energético. Esta via es
esencial para mantener la homeostasis energética y esta compuesta por dos tipos
principales de neuronas: las que expresan el neuropéptido Y (NPY) y la proteina
relacionada con el aguti (AgRP), y las que expresan la proopiomelanocortina (POMC).
Mientras que las neuronas NPY/AgRP prevén la ingesta de alimentos y reducen el gasto
energético, las neuronas POMC tienen un efecto opuesto, suprimiendo el apetito y
aumentando el gasto energético. Estas neuronas responden a una variedad de sefales
periféricas, incluyendo hormonas como la leptina y la insulina, que informan al cerebro
sobre el estado energético del cuerpo (Belgardt et al., 2009). La interaccion y balance
entre estas neuronas en el ARC es crucial para la regulacion adecuada del apetito y el

metabolismo.

El ARC se encuentra en una posicion estratégica para comunicar informacion metabdlica
periférica al SCN. El ARC transmite informacién metabdlica periférica al SCN, lo que
indica una via para el intercambio de informacion metabdlica y circulante (De Souza et
al., 2005). En el contexto de la cronoterapia con NAD*, es esencial considerar como el
ARC interpreta y transmite sefales relacionadas con el equilibrio energético al SCN.
Ademas, el NAD* juega un papel esencial en las funciones cerebrales, incluyendo la
neurotransmision, que es relevante para la actividad del ARC (Ying, 2007).

1.1.5.3 El nucleo ventromedial (VMH)

El VMH es una estructura esencial en el hipotdlamo con una variedad de funciones
neuroendocrinas. Aunque el ARC ha sido el principal foco de estudio en relacion con la

regulacion del peso y comportamientos alimenticios, el VMH también juega un papel
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crucial en estos procesos. La disrupcion del VMH puede provocar obesidad, similar a la
disrupcién del ARC (Albert et al., 1971) Sin embargo, las funciones y mecanismos
subyacentes en estos dos nucleos son distintos. Mientras que el ARC integra sefiales
circulantes de sangre y saciedad relacionadas con la disponibilidad de energia y
nutrientes (Korf & Mgller, 2021).

El VMH esta involucrado en la regulacién de la glucosa, termogénesis, apetito, y también
en comportamientos mas complejos como los sociales y sexuales. Se ha demostrado
gue el VMH esta involucrado en la regulacién de comportamientos alimenticios y puede
recibir informacion sensorial relacionada con la distension géstrica (Takeichi & Noda,
1974). Una caracteristica distintiva del VMH es la presencia del factor esteriodogénico 1
(SF1) que juega un papel vital en el desarrollo de las neuronas del VMH y en general en

el cerebro. Es importante destacar que SF1 se encuentra exclusivamente en el VMH.

En el contexto de los ritmos circadianos, el VMH tiene un papel significativo,
especialmente en relacion con la obesidad. Se ha encontrado que las lesiones en el VMH
eliminan la ritmicidad adrenal y de temperatura asociada con la alimentacion. Ademas,
el reloj circadiano en el VMH controla el gasto energético ciclico, especificamente a
través de la modulacion de la termogénesis del tejido adiposo pardo (Orozco-Solis et al.,
2016).

En cuanto a la relacion con el NAD*, aunque la informacion especifica sobre el VMH y
NAD* es limitada, se ha sugerido que NAD™* juega un papel en funciones celulares,
incluyendo la homeostasis del calcio y la expresion génica, lo cual es relevante para la
actividad del VMH (Ying, 2007). Asimismo, el NAD* se ha identificado en funciones
cerebrales, incluyendo en la neurotransmisiéon, en el aprendizaje y la memoria, lo que

podria ser relevante para las funciones cognitivas del VMH (Ying, 2007).

1.2 Mecanismos moleculares del reloj circadiano
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El mecanismo molecular del reloj circadiano esta presente en todas las células, pero es
en el SCN donde se manifiesta un ritmo autbnomo, principalmente debido a su funcion
Unica de acoplamiento con la luz. La Figura 4 ilustra un mecanismo simplificado del reloj
circadiano en mamiferos. Después de dados los mecanismos postraduccionales en el
ndcleo de las células, después de la transcripcion de los genes del reloj, y la exportacion
de los mensajeros de RNA se procede a la sintesis de proteinas en los ribosomas en el
citoplasma celular. En el citoplasma, varias proteinas forman heterodimeros los cuales
son importados al nucleo y regulan, ya sea positiva 0 negativamente, la transcripcién de
genes. A este tipo de mecanismo se le conoce como regulacion bucle de

retroalimentacion negativa o positiva (en inglés, negative or positive feedback loop).

El heterodimero CLOCK:BMAL1 reconoce la secuencia CACGTG, mejor conocida como
E-box, la cual se encuentra en regiones regulatorias como promotores de los genes
controlados por el reloj (Clock Controlled Genes, CCGs). Los CCGs codifican un gran
namero de proteinas que le confieren complejidad y robustez al mecanismo del reloj. Los
genes, Period (Perl-3) y Cryptochrome (Cryl-2) codifican proteinas que forman un
heterodimero en el citoplasma y pueden ser importadas al nlcleo para desestabilizar la
union de CLOCK:BMAL1 a la E-box. De esta forma se regula negativamente las diversas

proteinas que componen a las rutas de regulacion del reloj, incluidos acéa, PER y CRY.

Nucleo
Bmal1

DEAT
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Figura 4. EI mecanismo molecular de los ritmos circadianos. Las
proteinas CLOCK y BMAL1 se dimerizan y actdan en cis, en la E-box, para
comenzar con la transcripciéon de las proteinas PER y CRY. Estas Ultimas
se pueden dimerizar y unirse al heterodimero CLOCK:BMALL1 y asi inhibir
la transcripcion de los genes controlados por el reloj. Por otra parte, las
proteinas ROR y REV-ERB, pueden activar o reprimir, respectivamente, la
transcripcién de BMALL. (Creado con BioRender.com)

No solo las proteinas PER y CRY participan en la regulacién sino también otros genes
del reloj generan un bucle de retroalimentacion transcripcional. Los receptores nucleares
REV-ERB pueden inhibir la transcripciéon de Bmall ya que se pueden unir a otra clase
de elementos reguladores denominados RRE (En inglés, Ror-Responsive Element). Aqui
también tenemos un tipo de competencia entre el retinoica acid-related orphan receptor
(ROR) el cual, de manera contraria a REV-ERB, induce la transcripcion de Bmall. Esto

afade robustez al reloj molecular bioldgico.

1.3 Disfuncidn del metabolismo en respuesta a dieta hipercalérica

El sindrome metabdlico (SMet) es un conjunto de anormalidades metabdlicas que elevan
el riesgo de padecer diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y ciertos canceres.
((Esposito et al., 2012). Estas anormalidades incluyen obesidad central, hipertension,
hiperglucemia, hipertrigliceridemia, niveles bajos de colesterol con lipoproteinas de alta
densidad, resistencia a la insulina (IR) e intolerancia a la glucosa. Para ser diagnosticado
con SMet, es necesario presentar al menos tres de estos signos. En México, se estima
gue entre 40.2% y 59.99% de adultos padecen de sindrome metabdlico (Rojas-Martinez
et al., 2021)

Varios factores contribuyen a la aparicion del SMet, como el aumento de peso, la
inactividad fisica y una predisposicion genética. La resistencia a la insulina es un
componente clave en el desarrollo del SMet. De hecho, anteriormente, se le denominaba
“sindrome de resistencia a la insulina” (Sarafidis & Nilsson, 2006). Una persona con
resistencia a la insulina enfrenta dificultades para procesar la glucosa, lo que resulta en

niveles elevados de azlcar en sangre.
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1.3.1 Resistencia a la Insulina

La insulina es una hormona esencial producida por el pancreas que permite que las
células del cuerpo absorban glucosa y la utilicen como fuente de energia. Su funcién
principal es regular los niveles de azlcar en la sangre y mantenerlos dentro de un rango
normal. Sin embargo, en ciertas condiciones, las células pueden volverse menos

sensibles a la accién de la insulina, lo que se conoce como resistencia a la insulina (IR).

La IR es un estado patolégico de gran complejidad en el cual las células, como los
adipocitos y cardiomiocitos, muestran una respuesta reducida a la hormona insulina
(Yaribeygi et al., 2019). Aunque comunmente se asocia con alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, enfermedades como la hipertension arterial y anomalias del
colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) también estan relacionadas

conlaIR.

En relacién con las funciones cerebrales, se ha observado que la insulina, junto con otros
factores de desregulacion metabdlica, se encuentra elevada en la enfermedad de
Alzheimer. Un estudio longitudinal, el cual incluyé a 2322 participantes de 50 afios,
encontr6 que, durante un seguimiento de 32 afios, 102 participantes fueron
diagnosticados con Alzheimer, 52 con demencia vascular y 394 con demencia y deterioro
cognitivo de cualquier tipo (Rénnemaa et al., 2008). Este estudio reveld6 que una
respuesta insulinica reducida al inicio del estudio estaba asociada con un mayor riesgo
acumulado de enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, no son necesariamente los niveles
bajos de insulina los que son peligrosos, sino una respuesta inadecuada o reducida a la

insulina lo que puede aumentar el riesgo de ciertas enfermedades.

1.3.2 Diabetes tipo 2

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por niveles
altos de glucosa en sangre (Sapra & Bhandari, 2023). Existen varias categorias de
diabetes, incluyendo la diabetes tipo 1 y tipo 2. La diabetes tipo 1 es una enfermedad

autoinmune en la que el cuerpo ataca al pancreas y no puede producir su propia insulina.
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La diabetes tipo 2 ocurre cuando el cuerpo no puede utilizar adecuadamente la insulina

producida por su organismo y puede producir suficiente insulina.

La DM es una enfermedad crénica frecuentemente asociada con anormalidades
metabdlicas como la obesidad e hipertensién arterial. La diabetes tipo 2, la forma méas
comun de DM est& vinculada con el sindrome metabdlico (SMet). Existe evidencia de
gue el riesgo cardiovascular en pacientes con diabetes se reduce en ausencia de SMet.
Sin embargo, factores como el bajo nivel de actividad fisica, una dieta deficiente y la

obesidad aumentan el riesgo de desarrollar esta enfermedad.

Las alteraciones refieren a un cambio en la concentracion de glucosa, lipidos, insulina
entre otras variables directas como la presion sanguinea y la temperatura, los cuales
inducen la aparicion de ciertas patologias severas que conllevan a otras alteraciones
como el incremento de la masa de tejido graso, alteraciones cardiovasculares, cancer,
incremento de glucosa, lipidos en sangre, y envejecimiento a temprana edad. Debido a
ello, es importante considerar el factor circadiano en relacion con patologias involucradas

con el sindrome metabdlico.

1.4 El metabolismo y los ritmos circadianos

La relacion entre la alimentacion y el sistema circadiano es compleja pero esencial para
mantener una buena salud. Diversos estudios sugieren que el control circadiano juega
un papel crucial en la homeostasis energética. El reloj circadiano regula varios aspectos
del metabolismo energético, incluyendo el metabolismo de la glucosa vy lipidos, la
secrecion de la insulina y la utilizacién de reservas energéticas a lo largo del ciclo de
suefio y vigilia (Serin & Acar Tek, 2019). La interrupcion del ritmo circadiano puede tener
efectos negativos en el metabolismo energético y aumentar el riesgo de trastornos
metabolicos como la diabetes y la obesidad (Kalsbeek et al., 2011). La perturbacion de
los ritmos circadianos, resultado de la sociedad moderna, debido a factores como la
iluminacion artificial, el estilo de vida sedentario y los alimentos ricos en calorias, ha

contribuido al aumento de patologias relacionadas con el estilo de vida (Gerhart-Hines &



37

Lazar, 2015). Por ultimo, la sincronizacion de la actividad y el descanso con el relgj
circadiano es crucial y esta puede verse afectada por factores tanto ambientales como
fisiolégicos (Riede et al., 2017) (Froy, 2007).

Adicionalmente, las hormonas mas importantes para el metabolismo, como la insulina,
el glucagon, la adiponectina, la corticosterona, la leptina y la ghrelina, experimentan
oscilaciones circadianas (Panda, 2016; Stenvers et al., 2019). Estas oscilaciones
hormonales juegan un papel crucial en la regulacién del apetito, la saciedad y la
utilizaciéon de energia en funcién del tiempo del dia. El sistema circadiano y el
metabolismo mantiene una relacion mutua: mientras que los ritmos circadianos
proporcionan una periodicidad a los procesos fisiologicos, también reciben sefiales
metabdlicas de retroalimentacion, especialmente aquellas relacionadas con la ingesta de

alimentos.

Los ciclos circadianos tienen una estrecha relacion con el metabolismo. De hecho, las
enzimas que son clave en la regulacion metabdlica son expresadas de forma oscilatoria
acoplandose a los ciclos de luz-oscuridad y ciclos de ayuno-alimentacién. Una
desregulacion de los ciclos circadianos, como con un trabajo por turno nocturno, por
ejemplo, puede contribuir a la aparicion de sindrome metabdlico. Lo contrario también es
cierto, ya que el sindrome metabdlico esta asociado a una desregulacion de los ritmos
circadianos que podria acompafiarse de alteraciones en la funcion del mecanismo del

reloj molecular.

1.5 Beneficios del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD*) para prevenir

enfermedades relacionadas al sindrome metabdlico.

Aunque la dieta y el ejercicio pueden mejorar el sindrome metabdlico, también se ha
investigado otros enfoques terapéuticos. El dinucledtido de nicotinamida y adenina
(NAD*) ademés de ser una molécula esencial para el metabolismo energético y celular,
es relevante en el sindrome metabdlico. Se ha demostrado que una falta de regulacién
en los niveles de NAD™* est4 asociado al sindrome metabdlico (Vaziri et al., 2003). Varios

estudios han demostrado que en los humanos y en ratones obesos los niveles de NAD*
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se encuentran reducidos en el tejido adiposo (Okabe et al., 2019). Por lo tanto, la
manipulacion de los niveles del NAD* podria ser una estrategia terapéutica prometedora

para abordar el sindrome metabdlico.

1.5.1 NAD*

EI NAD* fue descrito en 1906 por Sir Arthur Harden y William Young, quienes encontraron
gue estaba involucrado en los procesos de fermentacion de la levadura (Rajman et al.,
2018). Varios afios mas tarde, en 1930, Sir Hans Adolf Krebs descubrié que el NAD*
tiene un papel critico en el metabolismo de la glucosa (Rajman et al., 2018). Estos
hallazgos permitieron que se estudiara extensamente el rol del NAD" y su papel crucial
se extiende desde el metabolismo celular hasta la expresion de genes y la reparacion de
DNA. La estructura del NAD* es bastante sencilla; consiste en dos nucleotidos,
nicotinamida y adenina, conectados por un grupo fosfato. La adenina contiene una base
nitrogenada conectada a una molécula de ribosa, la cual se encuentra unida a los grupos
fosfato (Figura 5). Por otra parte, el nucleétido de nicotinamida, el cual se encuentra

también unida a una molécula de ribosa, es también unida a otro grupo fosfato.
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Figura 5. Estructura del NAD*. EI NAD" es un dinucle6tido compuesto por
nicotinamida y adenina unidos por un enlace entre dos grupos fosfato. La
adenina contiene una base nitrogenada unida a una molécula de ribosa, la
cual se encuentra unida a un grupo fosfato. La nicotinamida, por su parte,
también esté unida a una molécula de ribosa y a otro grupo fosfato. (Creado
con ChemDoodle.com)
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1.5.2 El rol de NAD* en el metabolismo energético.

Uno de los roles principales del NAD™* es su participacion en los procesos de metabolismo
energético celular. El NAD* es un componente clave de la cadena de transporte de
electrones, lo que genera la principal forma de energia de las células: la adenosina
trifosfato (ATP) (Li & Sauve, 2015). Especificamente, el NAD* actia como un acarreador
de electrones. Estas transferencias de electrones, denominadas reacciones redox, entre
NAD*" y NADH participan en catabolismo, que es el proceso mediante el cual los
organismos obtienen su energia. Por ejemplo, el NAD* es un cofactor en la glucdlisis, la
oxidacion de acidos grasos, el ciclo del acido citrico, el ciclo de Cori, entre otros y
recientemente se encontré su rol como cofactor en la sintesis de acidos grasos altamente

insaturados (Katsyuba et al., 2020).
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Figura 6. Papel del NAD*" en el metabolismo energético. El
comportamiento circadiano del NAMPT (enzima que cataliza la conversion
de NMN a NAD*) y NAD* se conecta a las rutas metabdlicas mas
importantes tales como el ciclo del acido citrico, la fermentacién y beta
oxidacion. EI NAD* desempefia un papel crucial en el metabolismo
energético celular, participando en la generacién del ATP y en reacciones
REDOX. (Creado con BioRender.com)

e

El rol del NAD* también actia como una molécula sefalizadora, y en conjunto con sus
metabolitos, juega un papel clave en la sefalizacion de Ca2* (Koch-Nolte et al., 2009)
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También, los beneficios del NAD* que podrian extenderse hasta para combatir
enfermedades neurodegenerativas (Belenky et al., 2007). Los niveles de NAD* estan
relacionados a una gran cantidad de patologias. De hecho, se sabe que los niveles
adecuados de NAD* tienen efectos protectores y previenen la acumulacion de grasas, la
aparicion de inflamacion vy fibrosis, incluso la resistencia a la insulina, el higado graso y
la esteatosis hepética no alcohdlica (Katsyuba et al., 2020). En resumen, el NAD*
desempefia un papel fundamental en el metabolismo energético celular actuando como

un acarreador de electrones en reacciones redox y participando en las vias metabdlicas.

1.5.3 El rol de NAD"en la expresion de genes y reparacion del DNA.

EI NAD* es importante en el metabolismo como acarreador de protones; sin embargo, su
rol celular es mucho mas extenso y sorprendente. EI NAD* sirve como cofactor de
proteinas, entre ellas las sirtuinas. Estas son deacetilasas que en los mamiferos son
importantes para la regulacion del metabolismo. De hecho, se ha descubierto, gracias a
experimentos en gusanos y en moscas, que estas juegan un papel en longevidad
(Rogina & Helfand, 2004). Es interesante notar que, la sirtuina mas estudiada, la SIRT1,
participa en la regulacion del reloj circadiano, ademas de requerir el NAD* como cofactor.
SIRT1 desacetila la Lys537 de BMALL1 y de esta forma no se permite el reclutamiento de
CRY1 lo cual permite que se reactive la transcripcion de los genes del reloj (Hirano et al.,
2016).

1.5.4 El NAD*y los ritmos circadianos

La oscilacién del NAD* tiene una relacion intrinseca con los ritmos circadianos. Se ha
observado que tanto los niveles de NAD* como los de NADP* presentan ritmos
circadianos complementarios, que podrian estar influenciados por los niveles del
complejo calcio modulina (Johnston, 2014). Ademas, estudios han evidenciado que las
alteraciones en las fluctuaciones de NAD* en ratones resulta en cambios en el
comportamiento y el metabolismo circadiano (Sahar et al., 2011). De manera interesante,
una alteracion en el ciclo de suefio y vigilia y en los ritmos circadianos se relaciona con
niveles reducidos de NAD* en adultos mayores (Nakahata & Bessho, 2016). También,

los ratones deficientes de BMAL1 presentan niveles bajos de NAD* (Nakahata et al.,



41

2009) Estos descubrimientos indican que las variaciones en el metabolismo de
nucledtidos podrian influir en el comportamiento y la genética de los ritmos circadianos.

No obstante, es crucial obtener més informacion para corroborar esta hipotesis.

Estudios recientes corroboran la nocién de que los niveles de NAD* mantienen un reloj
circadiano saludable al controlar la programacién del translocador nuclear de PER2 y asi
contrarrestar los efectos negativos del envejecimiento (Levine et al., 2020). Ademas, se
ha propuesto un modelo en donde el NAD* podria controlar los ritmos circadianos
durante el dafio al DNA (Luna et al., 2015). Es posible que la deacetilasa dependiente de
NAD*, SIRT1, participe en la relacion del metabolismo, ritmos circadianos vy
envejecimiento (Rehan et al.). Esto debido a que se ha encontrado que los niveles del
NAD* pueden reestablecer la robustez de los ritmos circadianos a través de la
desacetilacion por SIRT1 de PER2 (Schibler, 2020). Estos estudios sugieren que el NAD*
juega un papel en la regulacion del reloj circadiano, sin embargo, los mecanismos por

los cuales el NAD* actlia no son del todo claros.

1.5.6 Los niveles de ENAMPT circulante en la sangre y su influencia en los ritmos

circadianos

La enzima NAMPT, cuyo gen es un CCGs (Figura 6), juega un papel en la reaccién que
genera NAD™* y también muestra oscilaciones circadianas (Eckel-Mahan et al., 2013).

Por otra parte, el eNAMPT, la enzima NAMPT circulante en la sangre, desempefia un
papel esencial en la conduccion de los ritmos circadianos, especialmente en la actividad
locomotora y el gasto energético. Recientemente se encontrd que la circulacion eficiente
de eNAMPT en el sistema sanguineo es crucial para mantener un equilibrio en estos
ritmos y garantizar el funcionamiento 6ptimo del organismo (Park et al., 2023).
Adicionalmente, se encontré que cualquier desequilibrio o interrupcién en la presencia
de eNAMPT puede tener efectos adversos en la actividad locomotora y el metabolismo

energetico.

1.5.7 El gjercicio y su influencia en los niveles de NAD*
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La interaccion entre el ejercicio y los niveles de NAD* esta intrinsecamente ligada al
sistema circadiano, constituyendo un trio fundamental para la salud 6ptima del individuo.
Investigaciones recientes han evidenciado que la actividad fisica tiene un impacto directo
en la regulacion y produccion de NAD* (White & Schenk, 2012). Se ha encontrado que
el ejercicio moderado, incrementa los niveles de NAD* en los humanos y en ratones
(Fukuwatari et al., 2001). Ademas, el ejercicio puede optimizar los niveles de NAD* en el
musculo esquelético. Se encontré que el ejercicio aerdbico y de resistencia puede
incrementar la abundancia de NAMPT en individuos jévenes y adultos (de Guia et al.,
2019). Es vital hacer esta distinciéon dado que el ejercicio juega un papel vital para
mantener la homeostasis de NAD* durante el envejecimiento (de Guia et al., 2019). En
resumen, estos resultados indican que el ejercicio puede impactar de manera positiva

los niveles de NAD* contribuyendo a su optimizacion.

Por otra parte, también se ha encontrado que la suplementacién de NAD™* incrementa la
capacidad de degradar glucégeno en higados de raton (Broetto-Biazon et al., 2004). A
pesar de que las investigaciones sugieren que la suplementacion de NAD* tiene un
impacto en el rendimiento fisico es necesaria mas investigacion para entender

completamente la relacion entre NAD™* y el gjercicio.

1.5.8 Beneficios de la suplementacion con NAD*

El NAD* tiene un rol importante en varios procesos como la toxicidad celular y el
sindrome metabdlico. Mdltiples investigaciones se orientan a comprender a detalle su
funcionamiento, ademas de los beneficios que tiene aumentar sus niveles de forma
exbégena. Varias estrategias se han utilizado para este fin, principalmente tenemos tres:
aumentar los niveles de NAD* a través del aumento de la enzima que lo produce NAMPT,
aumentar la cantidad de precursores de NAD* disponibles o incrementar el mismo NAD*,
o disminuir los niveles de enzimas de alto consumo de NAD*, como las PARP o CD38
(Covarrubias et al., 2021).

La induccién del aumento de las concentraciones de NAD* de forma exdégena con NMN,

un precursor de NAD®, alivia varios problemas asociados al sindrome metabdlico en
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ratones (Mukhopadhyay et al., 2014). También, se ha encontrado que el tratamiento de
NR (Nicotinamida Ribosida) después y durante una dieta hipercal6rica tiene como efecto
una disminucién en la esteatosis hepatica. Estos son dos de los miles de ejemplos que
se encuentran en la literatura de los beneficios que ofrece el elevar los niveles de NAD™.
Sin embargo, dado que NAD™ participa con regulaciones circadianas en el organismo, es
sorprendente que este factor no haya sido considerado en las investigaciones anteriores
a pesar de que existe una relacidn entre los padecimientos del sindrome metabdlico y

los ciclos circadianos.



44

2. ANTECEDENTES DIRECTOS

2.1 La cronoterapia con NAD™ revierte el fenotipo de obesidad inducida por la

dieta.

Los ultimos afios han evidenciado un crecimiento en el reconocimiento del sistema
circadiano como un elemento esencial en la prevencién y tratamiento de la disfunciéon
metabdlica inducida por la dieta. A pesar de la importancia reconocida de los ritmos
circadianos, en la practica clinica estos suelen ser subestimados, y raras veces se
consideran al decidir el momento del dia para administrar tratamientos. Esta omision es
aun més sorprendente cuando estudios, como el realizado por Eckel-Mahan et al (2012),
han destacado la interrupcion de las oscilaciones circadianas del NAD+ hepatico en
contextos de dietas altas en grasas. Se observo que una dieta alta en grasa inhibe
completamente la oscilacion de NAD+, lo que sugiere que la perturbacion de estos ritmos

puede tener implicaciones significativas en la salud metabdlica.

Quetzalcoatl Escalante Covarrubias, durante su proyecto de doctorado en el laboratorio
Aguilar-Arnal, administré una inyeccion intraperitoneal (IT) de NAD* 50mg/kg al ZT11,
horario que corresponde a una hora antes del aumento circadiano normal del NAD*
hepatico en un modelo de obesidad inducida por la dieta (DIO). Los resultados de este
estudio indicaron que la cronoterapia con NAD* mejora la patofisiologia de la DIO. Se
observé una disminucién significativa del peso corporal durante las 8 semanas del
tratamiento con NAD* en ratones obesos (HFN, ratones obesos tratados con NAD* al
ZT11) en comparacion con los ratones obesos que recibieron una inyeccion de solucion
salina (HF). Ademas, se restaurd la oscilacién diaria de NAD+ en el grupo HFN,
oscilacion caracteristica de un estado saludable en ratones con una dieta normo calérica
(CD). Los ratones tratados con NAD+ mostraron niveles mas bajos de insulina circulante
y una mejora en la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina. También se
encontré una reduccion significativa de los lipidos neutrales y de los triglicéridos
hepéaticos en los ratones obesos tratados con NAD*, resultado que indica una mejora en

la esteatosis hepéatica asociada a la obesidad (Escalante-Covarrubias et al., 2023).
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A nivel molecular se encontré una sobreexpresion de PPARY, el regulador maestro del
metabolismo de lipidos, en los higados de los ratones alimentados con dietas ricas en
grasas con inyeccion salina. Sin embargo, en los ratones tratados con NAD* se observo
niveles de expresion reducidos de PPARYy, lo que indica que hay una modificacion en el

programa de expresion génica del metabolismo de lipidos.

2.2 El tratamiento con NAD* produce una reorganizacion transcripcional extensa.

Escalante-Covarrubias et al., 2023, encontraron que existe una reorganizacion
transcripcional extensiva en el higado de los ratones obesos tratados con NAD+.
Realizaron un andlisis de transcriptomica analizando un punto durante el dia (ZT6) y un
punto durante la noche (ZT18) para los grupos CD, HF, HFN. Se encontr6 que los genes
del control circadiano tales como Clock, Bmall, Cryl, y N1rld2 tuvieron una expresion
diferencial en todos los grupos. También, se encontraron mejoras en la expresion génica
de genes relacionados al metabolismo lipidico y genes relacionados a la respuesta al

estrés en el grupo HFN.

2.3 La efectividad del NAD* como tratamiento para la disfuncién metabdlica

inducia por la dieta varia segun el momento del dia de su administracion.

Los autores también evaluaron si los efectos beneficiosos de restituir
farmacol6gicamente las oscilaciones de NAD* dependen de la hora del dia de la
administracion del tratamiento. Para ello, se suministr6 NAD* a un nuevo grupo de
ratones con disfuncion metabdlica causada por la dieta con administracion de NAD™ al
ZT23 (HFN23). En comparacion con el grupo HFN23, se encontré que después de tres
semanas del inicio del tratamiento, los ratones HFN tuvieron una pérdida mayor de su
peso corporal. Esto sugiere lo que la eficacia del tratamiento con NAD* para contrarrestar
el efecto de una dieta hipercalérica depende de la hora del tratamiento. Es importante
mencionar que, en este estudio, no hubo diferencias significativas en el consumo de
alimentos. Ademas, con respecto a los parametros metabolicos de salud, se encontro

que la eficacia del tratamiento con NAD™* para la disfuncibn metabodlica depende del
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momento en que se administre, con mejores resultados observados cuando el NAD* se

administra al ZT11 en comparacion con el ZT23 (Escalante-Covarrubias et al., 2023).

2.4 El tratamiento crono terapéutico del NAD* reorganiza el reloj hepético

Las observaciones muestran que las reacciones a tratamientos en diferentes horas del
dia pueden estar relacionadas con el reloj molecular. Escalante-Covarrubias et al, en
2023, analiz6 la expresion de las proteinas del reloj hepético durante distintas horas del
dia en los grupos de ratones HFN y HFN23; encontraron una expresion de las proteinas
del reloj CRY, PER2 y REV-ERBa anti fasica entre si, con una diferencia de 12 horas.
Por ejemplo, la Figura 7A indica que la proteina P-BMAL1 es visible al ZTO y su forma
no fosforilada aparece al ZT12 en los animales HFN, mientras que esta relacion se
invierte en el grupo HFN23. Este hallazgo sugiere que al ZT23, el NAD* regula la

expresion de genes del reloj hepético.
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Figura 7. La acumulacién de proteinas que controlan el reloj circadiano se encuentra
de manera invertida en el tratamiento de NAD* al ZT23. a) Western blot para p-BMAL1
(forma fosforilada), BMAL1, CRY1, PER2 y REV-ERVa. b) Densitometria del gel en a). c)
RT-gPCR para determinar la expresion de genes del reloj en el higado. Figura modificada
del articulo de (Escalante-Covarrubias et al., 2023).

Los niveles de transcritos a lo largo del ciclo circadiano para los genes controlados por

el reloj tales como Clock, Cry1, Perl, Per2 y Reverva se invirtierén a consecuencia de la
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biodisponibilidad del NAD* (Figura 7C). En consecuencia, la acrofase promedio de las
oscilaciones, se desplazo de 10 a 12 horas en el grupo HFN23 en comparacion con el
resto de los grupos. Es importante mencionar que una de las posibles interpretaciones
de los resultados de este experimento, era una disminucién en la ritmicidad en la
expresion de los genes del reloj, sin embargo, este fendmeno no se observéd. Ademas,
existe la posibilidad de que la dinamica antifasica no se extienda a los CCGs. La
expresion hepética de los genes de Dbp, Tef, Nfil3 y Noct, que estd directamente
controlada por el mecanismo del reloj circadiano, coincide con los cambios de expresion
observados en los genes del reloj. Esto refuerza la idea de que el NAD™ tiene el potencial

de sincronizar el reloj molecular hepatico.

2.5 La actividad locomotora se mantiene alineada a la luz sin importar la hora del

tratamiento del NAD™.

La actividad de alimentacién y locomocion en ratones tratados con NAD* permanece en
gran medida alineada con la luz. Los analisis de comportamiento locomotor mostraron
gue, en general, el tratamiento con NAD™* preservé la alineacion entre los patrones de
luz-oscuridad y de descanso-actividad. La cuantificacion de la locomocién en intervalos
de 30 minutos revel6 que, después del tratamiento con NAD*, los ratones se volvieron
significativamente menos activos, pero, aun asi, su actividad locomotora se mantuvo en
fase con los ciclos de luz/oscuridad. Esto refuerza la idea de que el NAD* puede
potencialmente sincronizar el reloj molecular hepético, ajustando su fase al momento del
dia cuando la biodisponibilidad de NAD* es mayor, sin afectar la alineacion de la actividad

locomotora con la luz.
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3. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

La obesidad producto de la dieta es un problema de salud importante que afecta a una
gran cantidad de personas a lo largo del mundo. Se ha encontrado que el tratamiento
con NAD* en modelos animales puede revertir la obesidad y el sindrome metabdlico que
la acompafia. EI NAD* es una molécula clave en el metabolismo celular que se ha
encontrado con capacidad de actuar como sefial ambiental de tiempo y puede influir en
la sincronizacion y el ritmo de las oscilaciones circadianas. Ademas, el NAD™* participa
en la regulacion de la expresién de los genes y proteinas del reloj circadiano. Esto
significa que el NAD™ puede influir en la fase de las oscilaciones circadianas en distintos

tejidos con potencial ajuste de fase en el reloj maestro, el SCN.

Hasta el momento, el rol del NAD* como sincronizador o dador de tiempo ha sido
investigado principalmente en el contexto del higado. Sin embargo, en lo que respecta al
SCN, la investigacién sobre el papel especifico del NAD* como sefial ambiental de
tiempo es limitada con resultados inconclusos debido a la dificultad para identificar al
ndcleo en disecciones hipotalamicas. Dado que el SCN es considerado el reloj maestro
del sistema circadiano es de gran interés comprender si el NAD* puede actuar como

sincronizador o sefial ambiental de tiempo para los genes ritmicos del reloj central.
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4. JUSTIFICACION

Los ritmos circadianos desempefian un papel fundamental en la regulacion de
numerosos procesos fisiolégicos en el cuerpo humano. Alteraciones de estos ritmos
pueden conducir a trastornos de salud significativos, como la obesidad y el sindrome
metabdlico. En este contexto, NAD* emerge como una molécula de interés debido a su
potencial papel como sincronizador de estos ritmos. Aunque se ha demostrado que el
NAD* puede revertir la obesidad en modelos animales, es crucial entender los
mecanismos subyacentes, especialmente en relacion con la regulacién circadiana. Si
bien se ha sugerido que el NAD* puede influir en los ritmos circadianos, los efectos
especificos del NAD* en el reloj maestro, el SCN, y en el comportamiento general aun

no estan completamente definidos.

Comprender como el NAD* puede afectar la fase y la sincronizacion de las oscilaciones
circadianas en el SCN resulta ser de gran interés, ya que esto conlleva implicaciones
importantes en la regulacion de los ritmos circadianos en todo el cuerpo. Por ejemplo, se
podria desarrollar un tratamiento con NAD* para tratar trastornos del ritmo circadiano,
tales como trastornos del suefio, obesidad, o incluso desincronizacion circadiana
causada por ceguera. También, es posible que el NAD* pueda facilitar la sincronizacion

a cambios por viajes entre zonas horarias.
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5. HIPOTESIS

La intervencion cronofarmacoldgica con NAD* puede revertir la obesidad inducida por la
dieta en el ratén debido en parte a la reorganizacion transcripcional dada en el SCN. Los
cambios transcripcionales estaran influenciados por la hora en la aplicacion del

tratamiento del NAD*. Esto, a su vez, podria derivar cambios conductuales que sean

medibles.
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6. OBJETIVO

Evaluar el efecto de la restauracion de los niveles circadianos del NAD* en la

transcripcion de genes ritmicos del reloj central (SCN), y en la conducta circadiana.

6.1 Objetivos particulares

1. Aislar los nucleos hipotalamicos SCN, ARC y VMH de las muestras provenientes
de ratones control, obesos y obesos tratados con NAD* a ZT11 (HFN11) oa ZT23
(HFN23) y extraer su RNA.

2. Analizar la expresion de los genes del reloj circadiano y genes controlados por el
reloj (CGS) en el SCN.

3. Determinar el impacto del suministro de NAD* sobre la conducta circadiana.
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7. METODOLOGIA

7.1 Diagrama experimental

Cortes histolégicos en criostato

\

Estudio histolégico con la tincién de Nissl
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7.2 Cortes Histoldgicos en Criostato

Se trabajo con los tejidos de las cohortes de ratones descritos en Escalante-Covarrubias
et al, 2023. Escalante Covarrubias, utilizé un grupo de 60 ratones de la cepa C57BL/6J4.
A las 8 semanas de edad se formaron tres grupos: un grupo control (CD), alimentado ad
libitum con la dieta TD. 20185 Teklad global, la cual provee el 18% de las calorias a partir
de grasas, el 24 % de proteinas y el 58% a partir de carbohidratos. Un segundo grupo
de ratones fue alimentado con dieta rica en grasas (HFD) fue alimentado con la dieta rica
en grasas TD. 160547 Teklad Custom Diet, la cual provee el 53% de las calorias a partir
de grasas, el 15% de proteinas, y el 38% de carbohidratos. La ruta de la quinurenina
convierte el triptéfano en NAD+, por lo mismo, ambas dietas fueron modificadas para
igualar su contenido en triptéfano. Por dltimo, dos grupos mas HFN11 y HFN23, los

cuales ademas de tener la dieta rica en grasas también se les suministré una inyeccion
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peritoneal peritoneal (IP) con 50 mg/Kg de NAD+ en ZT11 y ZT23, respectivamente,

durante exactamente 22 dias.

Los cerebros fueron congelados (-80°C) inmediatamente después de que los ratones
fueron sacrificados. Para fijar el cerebro al porta muestras se cortd el cerebelo con una
navaja lo cual generd una superficie plana que facilitd la fijacion utilizando Tissue-Tek
(Sakura_4583). Para realizar la extraccién de los ndcleos hipotaldmicos, los cerebros
fueron cortados en secciones coronales de 30-uyM y 100-uM de forma alternativa
utilizando un criostato. La temperatura del equipo se mantuvo entre -19 °C y -22 °C. Los
cortes se montaron en laminillas previamente tratadas con gelatina (Apéndice A). Los
cortes mas delgados, de 30-uM, fueron utilizados como plantillas, tras la tincion de Nissl|
por el método de cresilo de Vogt (ver siguiente apartado), para identificar los ndcleos
SCN y ARC en los cortes gruesos. Por otra parte, los cortes de 100-uM se almacenaron

a -80°C hasta su uso.

7.3 Estudio histoldégico con latincion de Nissl.

Latincidn se realiz6 a los cortes de 30uM anteriormente descritos y fueron utilizados para
el estudio histologico mediante la tincion de Nissl. Las laminillas fueron colocadas en
gradillas de plastico. Seguidamente, fueron transferidas por varias etapas de tincion.
Primero se deshidrataron en alcohol x1 (70%) 2 min, x2 (95%) 2 min, x2 (100%) y se
aclararon con xileno x2 (5 minutos). Esto fue seguido de una segunda etapa de
rehidratacion en alcohol x2 (100%) 2 min, x2 (95%) 2 min, x1 (70%) 2 min, x1 (50%) 2
min) y se lavaron rapidamente (30 segundos) en agua desionizada. La etapa de tincion
se realizé en una solucién de trabajo de violeta de cresilo por 1 minuto. Rapidamente se
lavé el exceso con agua desionizada en el fregadero. Por ultimo, se realiz6 otra etapa de
deshidratacion: alcohol x1 (50%) x2 min, x1 (70%) 2 min, x2 (95%) 2 min, x2 (100%) y

se aclararon con xileno x2 (5 minutos). Finalmente se realizo el montaje con Permount.

7.4 Diseccion de nucleos hipotalamicos

Los nucleos hipotalamicos son conjuntos compactos de neuronas en el hipotalamo, que

cumplen diversas funciones vitales relacionadas con el sistema endocrino, regulacién
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auténoma y procesos esenciales. Estos nucleos pueden ser identificados a través de la
tincibn de Nissl; dicha tincion resalta las zonas ricas en ribosomas y reticulo
endoplasmatico rugoso, presentes en las neuronas. En las preparaciones tefiidas, estas
zonas aparecen mas oscuras, lo que indica la presencia y localizacion de los nucleos.

En la Figura 8, es posible apreciar la posicion del SCN en relacion con otras regiones

cerebrales del raton.

Figura 8. Tincion de Nissl donde se observa el SCN.
El ndcleo supraquiasmatico (SCN), resaltado en color
resaltado en color lila (sefialado con una flecha roja), se
ubica por encima del quiasma Optico en color gris
(sefialado con una flecha azul) al realizar cortes
coronales desde la parte anterior a la posterior del
cerebro. La tincion de Nissl permite visualizar el SCN
como una regiébn mas oscura. La longitud perpendicular
del SCN en un corte coronal es de 390 micrémetros.
Imagenes obtenidas de Allen Mouse Brain Atlas y Allen
reference Atlas.

El nacleo ARC se encuentra alrededor de la misma regién que el nicleo VMH en cortes
coronales, el primero en la parte inferior, el segundo, regularmente, se ubica un poco

mas arriba casi de manera adyacente al ARC.



55

Figura 9. Tincién de Nissl donde se observan a los
nucleos ARC y VMH. Se observa la ubicacién del
nacleo ventromedial del hipotalamo (VMH), resaltado
en color lila (sefialado con flecha azul), y el area
hipotaldmica del nucleo arqueado (ARC) que se
encuentra en la parte inferior, por debajo del VMH
(sefialado con flecha roja). Una vez que se identifican
estos nucleos, se encuentran presentes en un grosor de
650 micrometros. Imagenes obtenidas de Allen Mouse
Brain Atlas y Allen reference Atlas.

Utilizando el atlas y las laminillas con cortes de 30 um, se tomaron fotografias en el
microscopio. Estas sirvieron como guias para realizar las disecciones de los cortes de
100 um utilizando puntas de agujas estandares de 10 mL de calibre 21. Las agujas de
calibre 21 tienen un didametro externo de aproximadamente 0.82 mm y un diametro
interno de 0.51 mm. Las disecciones se llevaron a cabo en el microscopio estereoscopico
Kruss. Durante el procedimiento, las muestras se mantuvieron congeladas con la ayuda
de hielo seco colocado al lado de la laminilla en el microscopio. Las disecciones de los
ndcleos se depositaron en tubos de 0.5 mL con 0.1 mL de Trizol (TRIzol™ Reagent,

Invitrogen, cat. No. 15596018). Posteriormente, las muestras se almacenaron a -80°C."
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7.5 Extraccion de RNA a partir de los tejidos de los nucleos hipotalamicos

Las muestras en Trizol se descongelaron a temperatura ambiente. Se utilizé una jeringa
para lisar la muestra y se recuperé todo el volumen utilizando una micropipeta. Se
afiadieron 20uL de cloroformo a cada tubo. Las muestras se agitaron por 15 segundos
volteando los tubos sostenidos entre dos gradillas. Estas se incubaron a temperatura
ambiente por 3 minutos. Transcurrido este tiempo, la muestra fue centrifugada durante
15 minutos a 12000 g a 4°C. Una vez finalizado el tiempo de centrifugacion, la muestra
se separ6 en tres fases: una fase inferior color rosa, una interfase blanca y una fase
superior incolora que constituye aproximadamente el 50% del volumen total; la cual fue
extraida por medio de una micropipeta inclinando el tubo. Se agregaron 50uL de propanol
y 1uL de glucdgeno y las muestras se incubaron por 10 minutos para después centrifugar
durante 10 minutos a 12000 g a 4°C. El sobrenadante fue desechado con una pipeta
teniendo extremo cuidado de no retirar el pellet. Se colocaron 100uL de EtOH al 75% y
se procedid a centrifugar por 10 minutos a 7,500 g a 4°C. El lavado con etanol se hizo
dos veces. Se resuspendio el pellet en 12uL de agua grado biologia molecular (Corning
® 46-000). Finalmente, 1uL de la muestra fue utilizada para cuantificar su concentracion

en el NanoDrop (Thermo Scientific). Los tubos fueron almacenados a -80°C.

7.6 Sintesis de cDNA

Se utilizo el kit de sintesis de cDNA IScriptTM (Bio-Rad, cat. N0.1708890). Se mezclaron
150 ng de RNA de nucleos hipotalamicos con 2 ul de 5x IScript Reaction Mix con 0.5 ul
la enzima IScript Reverse Transcriptase y se agreg6 agua grado biologia molecular hasta
un volumen de 10 pl. El termociclador (Axygen MaxyGeneTM II) realizé una alineacién
durante 5 minutos a 25°C, una transcripcion inversa durante 40 minutos a 46°C y por
altimo una fase de inactivacion de 1 minuto a 95°C. Las reacciones se enfriaron y se

almacenaron a -20°C.

7.7 Cuantificacion de transcritos por gPCR.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10ul. Se afiadieron 5 pl del reactivo
Maxima SYBR Green (Thermofisher, cat. #K0221). Se agregaron 1pl (500uL) de primer
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forward y 1pl (500uL) (Tabla S1) reverse con aproximadamente 6.25ng de cDNA por
reaccion. El termociclador (Bio-Rad, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection Sistema)
se configurd asi: 10 minutos a 95°C seguido de 50 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30
segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C. Los valores se normalizaron con respecto a

beta actina.

7.8 Estudios de comportamiento circadiana

Esta seccion del proyecto fue lleva a cabo en colaboracién con el alumno de maestria
Roman Sitten Olea. Si bien, los datos crudos fueron compartidos, todo el analisis de
comportamiento para determinar los posibles cambios inducidos por el tratamiento de
NAD™* fueron hechos por separado e inclusive analizados con distintas herramientas

bioinformaticas.

La metodologia del analisis por separado de los datos permitié6 a ambos aplicar distintas
técnicas y enfoques en la evaluacién de los datos de comportamiento circadiano. La
realizacion del analisis de manera independiente enriquecid la interpretacion de los

resultados.

7.8.1 Ratones y dietas

Ademas de investigar la reorganizacion de la maquinaria molecular del reloj circadiano
en el SCN, también se estudiaron los posibles cambios en el comportamiento de los
individuos como consecuencia del tratamiento con NAD*. Se utilizé una cohorte de 22
ratones de 5 semanas de edad de la cepa C57BL/6J alojados en la Unidad de Modelos
Bioldgicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM en un ambiente con
temperatura controlada a 24°C y humedad del 44% con ciclos de luz y oscuridad de 12
horas, con la excepcion de la semana 5 en adelante, en la que se les mantuvo en

oscuridad completa.

Durante todo el tiempo experimental, los ratones fueron alimentados ad libitum con una
dieta alta en grasas (Apéndice C). Cabe destacar que para este experimento se

utilizaron Unicamente ratones obesos. Las calorias de esta dieta estan organizadas de
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la siguiente manera: 15% proveniente de proteina, 38% de carbohidratos, y 53%
proveniente de grasas. El alto contenido en grasas de esta dieta conduce a un aumento
excesivo de peso en los animales. Se determind la ingesta de alimentos por semana
midiendo el cambio en el peso la comida los lunes a las 10:30 a.m. El peso de los ratones

se determin6 también una vez por semana los lunes a las 11:00 a.m.

7.8.2 Tratamiento con NAD*

Durante las primeras cinco semanas del experimento, se mantuvo a los ratones bajo
condiciones LD (12 horas con luz y 12 horas con oscuridad). En la cuarta semana
experimental, se administré al grupo HFN11 una inyeccion peritoneal de NAD* (50
mg/kg) al ZT11, mientras que al grupo HFN23 se le suministré la misma inyeccion al
ZT23 esto durante 4 semanas. A partir de la quinta semana, las condiciones cambiaron
a DD (oscuridad completa) hasta el final del experimento. Durante este periodo de
oscuridad completa, los animales estuvieron en total oscuridad, excepto durante los
momentos de inyeccion, donde se utilizé una luz roja tenue ara administrar las
inyecciones. Debido a la ausencia de sefiales de luz externa durante este periodo, es
mas apropiado referirse a los tiempos en términos de Tiempo Circadiano (CT) en lugar
de Zeitgeber Time (ZT). Se incluyeron controles que recibieron inyecciones de solucién

salina ya sea al CT11 o al CT23. La Figura 10 muestra el diagrama experimental

utilizado.
NAD ZT11
HFN11 n=7 —
SALINA
HF n=8 LD
[ : NAD Z123 )

Semanas 1 4 5 8

Figura 10. Diagrama para experimento de comportamiento de ratones con
tratamiento de NAD" al CT11 y CT23 en condiciones LD y DD. En la cuarta
semana experimental, se comenzd la administracién de una inyeccién peritoneal de
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NAD* (50 mg/kg) a dos grupos de ratones: HFN11 (al CT11) y HFN23 (al CT23). Se
incluyeron controles que recibieron inyecciones al CT11 y controles para CT23.

7.8.3 Determinacion de perfiles de actividad motriz y conducta alimentaria

En este estudio se determinaron los perfiles de actividad motriz de los ratones. Se utilizé
un sistema de registro modelo OA-Spad10-12 que consiste en un gabinete equipado con
12 cajas con 3 sensores de infrarrojos cada una. Los sensores por infrarrojo emiten un
rayo de luz que agrupa en conjuntos de 6 minutos el nimero de instantes que el raton
pasa por debajo del laser. Los datos fueron recabados con el programa OASPAD20 y
fueron analizados con RhythmicAlly (Abhilash & Sheeba, 2019). RhythmicAlly es un
programa de cédigo abierto que utiliza R y permite el analisis de datos de naturaleza
circadiana. RhythmicAlly tiene integrado métodos estadisticos tales como el método de
Chi-square el cual determina la significancia de la periodicidad al presentarle una serie
de datos temporales. Ademas, se utilizo6 COSINOR, un programa que esta basado en la
utilizacion de funciones trigpnométricas que se ajusta a las variaciones observadas en

una serie temporal biolégica (Cornelissen, 2014)

7.8.4 Andlisis de poder

El disefio experimental y el tamafio muestral se basaron en estudios previos y en analisis
de poder. Segun Gomez, L. (2020), en una situacion ideal, el analisis de poder para el
experimento realizado sugiere que se requieren 58 individuos por punto de medicion, lo
gue resulta en un total de 880 individuos para obtener resultados estadisticamente
significativos. Sin embargo, es esencial mencionar que, independientemente de lo que
indica este analisis de poder, los protocolos éticos aprobados para este proyecto no
permiten un aumento en el tamafio muestral. Esta decision se basa en el principio de las
3R (Reemplazo, Reduccion y Refinamiento) para garantizar la ética en la investigacion

con modelos bioldgicos.

El nimero final de muestras para este experimento fue determinado y aprobado por el

comité de ética de la unidad de modelos biolégicos del Instituto de Investigaciones
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Biomédicas. Esta evaluacion garantiza que el estudio se llevé a cabo siguiendo las
directrices éticas y considerando el bienestar y la minimizacion del sufrimiento de los

individuos involucrados en la investigacion.
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8. RESULTADOS

8.1 Latincién de cortes de 30 uM de grosor permite la identificacion de nacleos

hipotalamicos.

Utilizando el método Nissl, se logro una tincion exitosa de los cortes coronales de 30uM,
revelando la localizacién de los tres nucleos de interés. La identificacion del nucleo
supraquiasmatico (SCN) puede ser relativamente directa (Figura 8), utilizando los
ventriculos laterales como referencia. Sin embargo, la obtencién de cortes coronales
perfectos no es constante, por lo que las referencias superiores pueden no ser totalmente

fiables, aunque ofrecen una aproximacion.

La identificacion de los nucleos VMH y ARC fue mas desafiante en comparacion con el
SCN. Ambos nucleos se localizan en la misma region en cortes coronales, con el ARC
situado por debajo del VMH (Figura 9). Tipicamente, el ARC y VMH se visualizan en
aproximadamente tres cortes delgados y tres cortes gruesos después del dltimo corte
donde se detecto el SCN. Ambos nucleos son visibles en cerca de cinco cortes de cada
tipo. No obstante, en ciertas ocasiones, se encontré que un ndcleo puede manifestarse

solo en un hemisferio.

Posterior a la identificacion de los nucleos, se procedié a la diseccion bajo microscopio.
Se tomaron imagenes de referencia previamente para guiar la diseccién de regiones y
cortes especificos. Durante todo el proceso, las muestras se mantuvieron congeladas y

los fragmentos obtenidos se almacenaron en tubos con Trizol.

8.2 Estandarizacion del protocolo para gPCR.

Para estandarizar el protocolo se empled un cerebro de raton de prueba para el andlisis.
Se extrajo el RNA de los nucleos SCN, ARC y VMH por separado. Se utilizaron dos

concentraciones diferentes de cDNA: 1.25ng/ul (muestras nombradas como 50 ng) y
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3.75ng/ul (muestras nombradas como 150 ng). Se realizé un analisis por duplicado del
gen de actina en los tres nucleos. Se observdé que la concentracion de 3.75ng/pl
proporcioné una mejor resolucion en los resultados de gPCR (Figura S1). Por ejemplo,
en el caso del SCN, hubo una diferencia de aproximadamente 6 ciclos entre ambas
concentraciones. Se observaron diferencias significativas en las muestras con distintas
concentraciones para SCN y ARC. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en las diferentes concentraciones utilizadas en el VMH. Es posible que la
falta de diferencias significativas en el VMH se deba a un error técnico, ya que estas
muestras presentaban una concentracion mas abundante de RNA comparado con los

otros nucleos, lo que dificulté el pipeteo preciso de cantidades pequefas.

8.3 La expresion de los genes Six6y Vip es mayor en el SCN en comparacién a
los nucleos ARC y VMH.

Con el objetivo de comprobar la fidelidad de las muestras utilizadas, se llevé a cabo un
experimento. Se sabe que Vip y Six6 son genes que abundan en una proporcidon mayor
en el SCN del cerebro (Hamnett et al., 2019). Se determind el uso de B2m como gen de
referencia debido a que mostro patrones de expresion consistentes en varias pruebas en
comparacion con beta actina, mediante RT-gPCR para evaluar la expresion de Vip y Six6
en el SCN en comparacion con los nucleos ARC y VMH. Con el fin de minimizar posibles
variaciones atribuibles a ritmos circadianos o a la dieta, se tomaron muestras de cinco
cerebros de ratones alimentados con una dieta normal, los cuales fueron sacrificados

especificamente al ZT12.
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Figura 11. Expresion de los genes Vip y Six6 en el SCN, el ARCy el VMH
del hipotalamo en ratones bajo dieta normal (n=5). La expresion relativa
de los genes de Vip y Six6 se midi6 mediante PCR en tiempo real en
muestras de cerebros de ratones sacrificados al ZT12. Los datos fueron
sometidos a andlisis estadistico mediante ANOVA de una sola via. Las
muestras del SCN exhibieron una expresion significativamente mayor de Vip
en comparacion con las muestras de ARC y VMH (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, ****p<0.0001).

La expresion de Vip fue significativamente mayor en las muestras del SCN en
comparacion con ARC y VMH (Figura 11). Este resultado sugiere que el método para la
diseccion de tejido hipotaldmico logr6 efectivamente aislar el SCN. Por otro lado, la
expresion de Six6 en el SCN fue significativamente mayor en comparacion con VMH,

pero no hubo diferencias significativas en comparacion con el ARC.

8.4 La expresion de los genes Pomc y Agrp es mayor en el ARC en comparacion
alos nucleos SCNy VMH.

Ademas, se analizaron los genes de Pomc y Agrp, que estan involucrados en la
regulacion del apetito y que se expresan en el ARC (Huisman et al.; Rapps et al., 2023).
Para este experimento, se utiliz6 el mismo protocolo que en el experimento anterior,

utilizando a B2m como gen de referencia (housekeeping). Mediante RTqPCR se evalud
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la expresion de Pomc y Agrp en el SCN, el ARC y el VMH del hipotalamo de cinco ratones

gue consumieron una dieta normal y fueron sacrificados al ZT12.
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Figura 12. Expresion de los genes Agrp y Six6 en el SCN, el ARC vy el
VMH del hipotalamo en ratones bajo dieta normal (n=5). La expresion
relativa de los genes de Agrp y Pomc se midié mediante PCR en tiempo real
en muestras de cerebros de ratones sacrificados al ZT12. Los datos fueron
sometidos a analisis estadistico mediante una ANOVA de una sola via. Las
muestras del ARC exhibieron una expresion significativamente mayor de
Agrp en comparacion con las muestras de SCN y VMH (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, ****p<0.0001).

Los resultados mostraron que la expresion de Agrp fue significativamente mayor en el

ARC en comparacion con el SCN y el VMH (Figura 12A). Estos resultados sugieren que

el método utilizado logra diseccionar al ARC. Sin embargo, la expresion de PomC no

mostro diferencias significativas en su expresion.

8.5 La expresion de los genes Sfl es mayor en el VMH en comparacion a los

nucleos SCNy ARC.

Para evaluar la expresion del factor de transcripcion de SF1 se realizé un tercer

experimento utilizando el mismo protocolo que en los experimentos anteriores con B2m
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como gen de referencia en cinco cerebros de ratones que consumieron una dieta normal
y fueron sacrificados al ZT12. Sf1, como se ha descrito anteriormente, es un factor de
transcripcion especifico del VMH (Kinyua et al., 2016). Se observé que la expresion de
Sfl en el VMH fue significativamente mayor en comparacion con el SCNy el ARC (Figura
13). Esto sugiere que el método de diseccion logra diseccionar efectivamente al nacleo
VMH.
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Figura 13. Expresién del gen de Sflen el SCN, el ARCy el VMH
del hipotadlamo en ratones bajo dieta normal (n=5). La expresion
relativa de los genes de Sfl se midi6 mediante RT-gPCR en
muestras de cerebros de ratones sacrificados al ZT12. Los datos
fueron sometidos a andlisis estadistico mediante ANOVA de una
sola via. Las muestras del VMH exhibieron una expresion
significativamente mayor de Agrp en comparacién con las muestras
de SCNy VMH (*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ****p<0.0001).

8.6 El tratamiento de NAD* determina la fase en la que se transcriben los genes

principales del reloj circadiano.

En el laboratorio Aguilar-Arnal, al comparar ratones con dieta hormocaldrica e inyeccion
salina (CD), ratones con dieta alta en grasas e inyeccion salina (HF), y ratones obesos
con inyeccion de NAD* al ZT11 (HFN11), se encontrd que los ratones obesos tratados
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con NAD* al ZT23 (HFN23) tenian cambios significativos en la fase de expresion de los
genes del reloj en el higado (Escalante-Covarrubias et al., 2023). Es importante destacar
que el método de administracion utilizado fue una inyeccion peritoneal, lo que permite la
entrega directa de la sustancia al torrente sanguineo y, por lo tanto, la rdpida llegada de
la sustancia a sistemas y organos, incluyendo el SCN (Al Shoyaib et al., 2019). Los
cambios en la fase de expresion de genes del reloj en higado podrian estar siendo
modulados por la actividad en el SCN. En este estudio, se analizaron los transcritos de
la maquinaria del reloj en el SCN para determinar el efecto que tuvo el tratamiento de
NAD* al ZT23.

El analisis de los transcritos de la maquinaria del reloj en el SCN reveld una inversion en
la fase de expresién de varios genes clave, incluyendo Bmall, Cryl, Perl, Per2 y Nrldl
(Rev-erba) debido a la disponibilidad biol6gica del NAD* al ZT23 (Figura 19). Para
determinar el cambio de fase se utilizé CircWave, un programa que hace un analisis de
regresion armonica lineal que ajusta el perfil de onda para un periodo de 24 horas. Con
CircWave se determind que la transcripcion génica de Bmall tuvo un retrasé en un
promedio de 6 horas, mientras que la expresion génica para Perl-2 tuvo un retraso de
aproximadamente 11 horas. También, la fase de expresion de Cryl se ha retrasado en
un promedio de 8 horas y la fase de expresion de Nrldl tuvo un ajuste de
aproximadamente 12 horas (equivalente a la mitad de un dia). Los resultados sugieren
que la reorganizacion observada en términos de transcripcion, fisiologia y funciones en
el higado por Escalante-Covarrubias (2023) podria ser consecuencia de la

reorganizacion transcripcional en el SCN.
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Figura 14 RT-qPCR de los genes del reloj y genes controlados por el reloj en el SCN. Se puede observar un
cambio de fase en la expresién de los genes del reloj en el grupo HFN23 (NAD* al ZT23) con cambios significativos
en distintos puntos. El andlisis estadistico se hizo por una ANOVA de dos vias con post hoc test de Turkey para
comparaciones multiples (a=0.05), *P < 0.05; *P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadistica entre CD y HFN11,
ediferencia estadistica entre HF y HFN11, # diferencia estadistica entre CD y HFN23, = diferencia estadistica entre
CD vs HF, $diferencia estadistica entre HFN11 vs HFN23, %diferencia estadistica entre HF y HFN23.
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El corrimiento de fase causado por la biodisponibilidad de NAD* posiblemente ha tenido
un impacto en la fase de transcripcion de los genes regulados por el reloj biolégico. Por

lo tanto, resulta beneficioso examinar de cerca los genes estrechamente vinculados al
SCN.

8.7 El NAD* cambia la fase de expresion de los genes péptido intestinal

vasoactivo (Vip) y su receptor (Vipr2).

La expresion del gen de VIP y su receptor, VIPR2, en el SCN, presentan fluctuaciones
durante el dia y la noche. La pérdida de la sefalizacion de VIP y VIPAC2 (codificado
por el gen Vipr2) tiene como efecto una disminucion en la ritmicidad lo que conlleva a
también a una disminucién en la robustes de las fluctuaciones fisiolégicas (Harmar et
al., 2002; Maywood et al., 2006). VIP se analizé ya que ademas de tener una oscilaciéon

bastante robusta, es mayoritariamente controlado por el reloj (Bedont et al., 2017).
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Figura 15 RT-qPCR de los genes de Vip y Vipr2. Se puede observar un cambio de fase en la expresion de
los genes Vip y Vipr2en el grupo HFN23 (NAD* al ZT23). No se encontraron diferencias significativas tras el
andlisis estadistico el cual se hizo por una ANOVA de dos vias con post hoc test de Turkey para comparaciones
multiples (a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadistica entre CD y HFN11, ediferencia
estadistica entre HF y HFN11, # diferencia estadistica entre CD y HFN23, = diferencia estadistica entre CD
vs HF, $diferencia estadistica entre HFN11 vs HFN23, %diferencia estadistica entre HF y HFN23.

Se encontro que la fase de expresiéon de Vipr2 y Vip en el grupo HFN23 tiene su acrofase
6 horas antes que la acrofase del resto de los grupos. Sin embargo, no se encontro
ninguna diferencia significativa en alguno de los puntos de los distintos grupos (Figura

15).
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8.8 El NAD* promueve un cambio de fase de los genes proquineticina2y su

receptor.

Las proquinectinas son una clase de quimiocinas con un rol importante en el sistema
inmune, enfermedades inflamatorias, y con una potencial participacion en la
patogénesis de desérdenes neuroldgicos (Zhou, 2006). La proquineticina 2 (PK2) es un
péptido secretorio que se expresa en el intestino delgado y en diferentes regiones del
cerebro. Su transcrito de mRNA es de aproximadamente 1.6 kilobases (kb).
Particularmente, se encontro la expresion de mRNA de PK2 en el SCN y en otras areas

del hipotalamo y en el caparazon del ndcleo accumbens (Cheng et al., 2002).

La PK2 es una proteina importante que se encarga de la regulacion de varias funciones
fisiologicas tales como metabolismo, angiogénesis, neurogénesis, respuestas inmunes,
reproduccién e incluso la percepcion del dolor. El transcripto de Prok2 oscila de manera
circadiana en el SCN, alcanzando su pico maximo durante la fase inactiva de los
ratones (el dia subjetivo), Particularmente para las primeras horas de exposicion solar
(ZT1-ZT7) (Prosser et al., 2007). Por otra parte, durante la fase oscura (ZT13-ZT22) los
niveles de Prok2 son bastante bajos, con una diferencia de magnitud de 50 veces
(Cheng et al., 2002). El alto grado de robustez circadiano de este transcrito es un fuerte

indicador de su rol como regulador de los ritmos circadianos en el SCN.

Al introducir una forma recombinante de Prok2 en el cerebro de rata, se encontré una
supresion en la actividad locomotora durante la fase activa. Por lo tanto, Prok2, se
propone como un inhibidor del nicleo supraquiasmatico (Prosser et al., 2007). El
receptor de Prok2 (Prokr2) también participa en la funcién circadiana. Prokr2 es un
receptor acoplado a proteinas G que se activa por medio de la proteina PROKR2. Este
receptor se encuentra en varias areas del cerebro, incluyendo el SCN y el talamo
(Prosser et al., 2007). Su expresion en estas regiones sugiere un rol importante en la
regulacion el suefio y la vigilia. Recientemente se encontré que la red Prok2/Prokr2
tiene un papel clave en la codificacion y la transmision de sensaciones del tacto

agradables hacia el corddn espinal (Liu et al., 2022).
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Figura 16 RT-qPCR de los genes de Prok2 y Prokr2. (A) Resultados de gPCR para Prok2, se encontraron
diferencias significativas bastante marcadas para este gen. (B) Resultados de qPCR para Prokr2; no se encontraron
diferencias significativas para este gen. El analisis estadistico se hizo por una ANOVA de dos vias con post hoc test
de Turkey para comparaciones multiples (a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadistica entre CD
y HFN11, ediferencia estadistica entre HF y HFN11, # diferencia estadistica entre CD y HFN23, = diferencia
estadistica entre CD vs HF, $diferencia estadistica entre HFN11 vs HFN23, %diferencia estadistica entre HF y
HFN23.

Se encontro que la fase de expresion de Prok2 y Prokr2 en el grupo HFN23 tiene su
acrofase 12 horas antes que la acrofase del resto de los grupos. Se encontraron
diferencias significativas al ZT6 y ZT18 donde se observa un cambio bastante elevado
con respecto a la expresion de Prok2. En el caso de Prokr2, se encontré un cambio
significativo entre los grupos HFN11 y HFN23 lo cual indica que en este punto el
tratamiento podria estar actuando de manera opuesta en los patrones de expresion de
este receptor. Debido a que Prok2 ha sido propuesto como un supresor de la actividad
locomotora es posible que estos cambios de expresion se vean reflejados en los patrones

de comportamiento.

8.9 El NAD* promueve un cambio de fase para el gen Rasdl1.

DEXRASL1 (también conocida como RASD1) es una pequeiia proteina de la familia de
las proteinas Ras. Su descubrimiento se dio gracias a que su expresion incrementa
significativamente cuando hay una exposicibn al glucocorticoide sintético

dexametasona (Kemppainen & Behrend, 1998). La dexametasona es una hormona
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esteroidal sintética que posee propiedades antinflamatorias y efectos inmunosupresion.
DEXRASL1, particularmente, es la Unica proteina de la familia ras que puede ser
inducida por dexametasona. Esta involucrada en varias vias de sefalizacion las cuales
son importantes en la funcion neuronal, el metabolismo, la inflamacion, y el cancer
(Bouchard-Cannon et al., 2018; Cha et al., 2013; Seok et al., 2020).

En el SCN, se ha demostrado que DEXRAS1 se expresa de manera ritmica, con su
pico de maxima expresion cuando el efecto de la luz es mayor, al inicio de la noche
subjetiva (Panda et al.,, 2002; H. Takahashi et al., 2003; Ueda et al., 2002). Mas a
detalle, DEXRASL1 es un modulador critico de la respuesta del reloj central en sefiales
féticas y sefiales no foticas. En los resultados se encontr6 que la fase de transcripcion
de Rasd1 se invierte en el grupo HFN23 como consecuencia del tratamiento con NAD®,

este resultado es particularmente evidente al ZT12.

Rasd1
- e (D

8 8538
%%%%

ol HF

HFN_ZT11

e HFN_7T23

Fold Change (Log2)

0.25

0 6 12 18 24
Zeitgeber Time (h)

Figura 17 RT-gPCR del gen Rasd1. (A) El analisis estadistico se hizo por
una ANOVA de dos vias con post hoc test de Turkey para comparaciones
multiples (a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia
estadistica entre CD y HFN11, ediferencia estadistica entre HF y HFN11,
# diferencia estadistica entre CD y HFN23, = diferencia estadistica
entre CD vs HF, $diferencia estadistica entre HFN11 vs HFN23,
%(diferencia estadistica entre HF y HFN23.

En la Figura 17 se pueden observar los cambios en la expresion de DEXRAS1. Es
interesante notar que, se encontraron diferencias significativas entre la mayoria de los

grupos al ZT12. Es necesario sefialar que, en este caso, el efecto del tratamiento al ZT11
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es comparable al efecto de la dieta alta en grasas. Los cambios en los patrones de
expresion de DEXRASL1 sugieren que el NAD* podria regular al SCN de tal manera que

cambie su sensibilidad a la luz.

8.10 El NAD* no cambi6é de manera significativa los patrones de expresion del

gen zinc finger homeobox 3.

El zinc finger homeobox 3 (ZFHX3, también conocido como ATBF1) es una proteina
gue actua como factor de transcripcion (Zhao et al., 2016). Zfhx3 esta implicado en
diversos procesos biolégicos tales como el desarrollo de las glandulas mamarias, la
supresion del cancer de préstata, diferenciacion neuronal, y ritmos circadianos
(Minamiya et al., 2012; Wilcox et al., 2017; Zhao et al., 2016).

Numerosos estudios han identificado una asociacién sustancial entre el gen Zfhx3 y los
ritmos circadianos. Una mutacion dominante sin sentido en Zfhx3 se ha relacionado con
la aceleracion de los ritmos locomotores circadianos en ratones y con la alteracion de
la actividad transcripcional de neuropéptidos esenciales para la sefalizacién intercelular
en el nucleo supraquiasmético (SCN) (Balzani et al.; Parsons et al., 2015). Hughes
demostré ademas que ZFHX3 se expresa en muchos tipos de células de la retina,
incluidas las células ganglionares de la retina intrinsecamente fotosensibles (ipRGC), y
descubrié que los mutantes Zfhx3Sci/* tienen una menor capacidad de respuesta a la
luz en la actividad locomotora y el arrastre circadiano (Hughes et al., 2021).

Ademas, Wilcox llevo a cabo una investigacién que implicaba la eliminacién inducible
de Zfhx3 en animales adultos, revelando un periodo acortado de funcionamiento de la
rueda en oscuridad constante y un reentrenamiento inmediato a los avances de fase de
6 horas en el ciclo luz-oscuridad (Wilcox et al., 2017). Estos hallazgos colectivos
sugieren firmemente que ZFHX3 desempefia un papel fundamental en el
establecimiento del ritmo y la amplitud del reloj circadiano adulto, potencialmente a
través de un eje impulsado por motivos AT. No se encontraron cambios significativos

con respecto a los patrones de expresion de este gen (Figura 18)
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Figura 18. RT-gPCR del gen de Zhfx3. El andlisis estadistico se hizo por
una ANOVA de dos vias con post hoc test de Turkey para comparaciones
multiples (a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia
estadistica entre CD y HFN11, ediferencia estadistica entre HF y HFN11,
# diferencia estadistica entre CD y HFN23, = diferencia estadistica
entre CD vs HF, $diferencia estadistica entre HFN11 vs HFN23,
%diferencia estadistica entre HF y HFN23.

8.11 La administracion del NAD* protege de la ganancia de peso en condiciones
de oscuridad constante

Los experimentos que se relatan a continuacion en ratones vivos se realizaron en
colaboracion con el estudiante de maestria Roman Sitten Olea, con el objetivo poder
manejar el modelo experimental con mayor precision, y atender a los animales con el
debido cuidado durante las inyecciones, que debian realizarse rapidamente por el limite
de tiempo asignado a cada grupo. Por estas razones, los datos crudos de estos
experimentos se compartieron para ambas tesis de maestria, habiendo sido analizados
de manera independiente y con herramientas distintas, y obteniendo resultados

comparables, que se detallan a continuacion.

El pesaje semanal de los ratones permitié determinar el efecto de los tratamientos de
NAD* al CT11y CT23. Los resultados obtenidos son similares a estudios anteriores en
el laboratorio en donde se ha observado una disminucién del peso en animales tratados
con NAD*.
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Durante el tratamiento con NAD* hubo cambios significativos en el peso corporal de los
ratones que consumieron la dieta hipercalérica y recibieron el vehiculo con los ratones
gue recibieron el NAD* al CT11y CT23 (Figura 19B). Ademas, el dia 21 del tratamiento
se encontro una diferencia significativa en el peso del grupo HFN23 en comparacion
con el tratado al CT11. Este resultado sugiere que el NAD* al CT23 contrarresta la
ganancia de peso debida a la dieta obesogénica en ausencia de luz; Sin embargo, la
oscuridad completa podria estar afectando la manera en que actla la cronoterapia con
el NAD"* sobre el peso corporal. No obstante, al trabajar con una n limitada de s6lo 6
animales, y considerando que los 3 grupos no tenian el mismo peso al inicio del
experimento de cronoterapia, se considera que estos resultados deben ser reforzados

aumentando el nimero de animales.
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Figura 19. Efecto del tratamiento con NAD* alos CT11y CT23 en el peso corporal de ratones con dieta

hipercal6rica. Esté figura evalla el impacto del NAD* administrado diariamente por inyeccion intraperitoneal
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en ratone sometidos a una dieta hipercalérica. Los ratones estuvieron expuestos a un ciclo LD (12 horas de
luz, 12 horas oscuridad) durante las primeras 6 semanas. A partir de la semana 6, las luces se apagaron,
sumergiendo a los ratones en condiciones de oscuridad constante (con sombra gris). El tratamiento con NAD*
comenzd en la semana 4 y continlo hasta la semana 8. (A) Cambio de peso porcentual semanal de los ratones
desde el inicio del experimento. (B) Pesaje semanal de los ratones en gramos. (C) Cambio en el peso corporal
porcentual desde el inicio del tratamiento. (D) Cambio porcentual total de peso corporal durante el tratamiento.
El andlisis estadistico se hizo por una ANOVA de dos vias con post hoc test de Turkey haciendo comparaciones
mdultiples (a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadistica entre HF y HFN11, $diferencia
estadistica entre HF y HFN23, *diferencia estadistica entre HFN11 y HFN23. n= 6 animales por grupo.

8.12 La administraciéon del NAD* no cambia el consumo de alimentos.

En este estudio, se evaluo el efecto de la cronoterapia con NAD* en la ganancia de peso y el
consumo de alimentos de ratones con dieta hipercalérica bajo diferentes condiciones de luz y
oscuridad. En el andlisis de consumo alimenticio en relacion con el peso corporal (Figura 20A),
no se encontraron diferencias siOgnificativas entre los grupos en las tres etapas del
experimento. Se observé un patron interesante en el consumo alimenticio de los ratones
HFN11, los cuales disminuyeron su consumo significativamente durante la primera semana del
inicio del tratamiento y de ahi, aumentaron su consumo durante la primera semana de oscuridad
completa. Al hacer comparaciones una semana antes y una semana después de comenzar la
oscuridad completa (Figura 20C) se encontrd una diferencia significativa en el consumo/peso
de los ratones HFN11.

Esto sugiere un efecto de la cronoterapia con NAD* en la conducta alimentaria, que no se
observo en los otros grupos. Sin embargo, al comparar el consumo de alimentos tres semanas
antes y tres semanas después del inicio del tratamiento, no se encontraron diferencias
significativas dentro de los mismos grupos. Estos resultados sugieren que el tratamiento con
NAD* puede influir en la ganancia de peso de los ratones con dieta hipercal6rica, pero no

directamente a través del consumo de alimentos.
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Figura 20. Efecto de la cronoterapia con NAD* en la ingesta de alimento de ratones con dieta
hipercalérica. Se muestra la comparacién del consumo semanal de alimento entre el grupo HF, y los
grupos tratados con NAD* al CT11 y CT23 (HFN11 y HFN23, respectivamente). (A) Consumo de
alimentos en gramos por gramo de peso corporal medido por semana. (B) Kilocalorias consumidas
durante las semanas experimentales. (C) Consumo de alimento promedio una semana antes de
comenzar con la etapa de oscuridad completa comparado con una semana después de hacer el cambio
a oscuridad completa. (D) Consumo de alimento por gramo de peso corporal 3 semanas antes del
tratamiento y 3 semanas posteriores al inicio del tratamiento. El andlisis estadistico se hizo por una
ANOVA de dos vias con post hoc test de Turkey para comparaciones multiples (a=0.05), *P < 0.05; **P
<0.01; **P < 0.001. *diferencia estadistica entre HF y HFN11, $diferencia estadistica entre HF y
HFN23, * diferencia estadistica entre HFN11y HFN23.

8.13 El tratamiento con NAD" al CT11 suprime la actividad inicial de los ratones

tratados con NAD* al CT11.
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Debido a que el NAD* provocé cambios en la fase de expresion de la maquinaria del

reloj en el SCN se procedi6 a evaluar los perfiles de actividad motriz en los grupos HF,

HFN11 y HFN23. No se observaron diferencias significativas en la conducta motriz. Sin

embargo, se observan varios patrones interesantes en los distintos grupos. Los
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actogramas del grupo HF presentan patrones de movimiento mas establecidos que los
patrones de los otros grupos (Figura 21A-H). En estos actogramas, se puede observar
una actividad de tipo crepuscular, lo cual significa que los animales tienen periodos

mayores de actividad durante el inicio y el final del dia subjetivo.

Por otra parte, los ratones del grupo HFN11, mostraron una supresion de la actividad al
comienzo de la fase activa (Figura 22; Figura 24B). Esto significa que experimentaron
una disminucién en su actividad motriz al inicio del periodo en el que normalmente son
mas activos. Esta supresion de la actividad no se vio afectada ni al inicio, ni al final de
la actividad de los ratones del grupo HFN23. En la cuantificacion de la actividad motriz,
se observaron algunos cambios significativos en relacion con la influencia del periodo
de DD. En el grupo HF, se observaron cambios significativos en la actividad motriz
durante la oscuridad completa. Particularmente, se observo que en el grupo HFN23 los
ratones mostraron un aumento en la actividad durante la fase inactividad agrupando los

datos de cada 30 minutos y de cada hora (Figura 23A y 25C).
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Figura 21. Actogramas de monitoreo de actividad individual a través de interrupciones de

fotobeam a cada 6 minutos para el grupo de ratones HF. Estos actogramas reflejan la actividad de
los ratones que consumieron una dieta rica en grasas y en lugar de recibir tratamiento con NAD*
recibieron una inyeccioén salina. La seccién oscura de la imagen refleja los dias en los cuales los ratones

estuvieron en oscuridad completa.
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Figura 22 Actogramas de monitoreo de actividad individual a través de interrupciones de
fotobeam cada 6 minutos en el grupo de ratones HFN11. Estos actogramas reflejan la actividad de
los ratones que consumieron una dieta rica y recibieron tratamiento de NAD* al CT11. Los puntos
naranjas indican la hora de la inyeccion. La seccion oscura de la imagen refleja los dias en los cuales
los ratones estuvieron en oscuridad completa
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Figura 23 Actogramas de monitoreo de actividad individual a través de interrupciones de

fotobeam cada 6 minutos para el grupo de ratones HFN23. Estos actogramas reflejan la actividad
de los ratones que consumieron una dieta rica y recibieron tratamiento de NAD* al ZT23. Los puntos

naranjas indican la hora de la inyeccion. La seccion oscura de la imagen refleja los dias en los cuales

los ratones estuvieron en oscuridad completa
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Figura 24. Cuantificacion de la actividad motriz por hora de los grupos HF, HFN11, y HFN23.Esta
informacion fue obtenida mediante el programa OASPAD20 y se analizaron utilizando RhythmicAlly. Las
distintas condiciones experimentales corresponden a LD (Luz 12 horas, oscuridad 12 horas) LDT (Luz
12 horas, oscuridad 12 horas mas tratamiento con NAD*) y DDT (Oscuridad completa mas tratamiento
con NAD* o solucion salina) La sefial, representada en el eje Y, se mide en unidades arbitrarias
(valores/bin). Las lineas punteadas en la gréfica sefialan las variaciones en el comportamiento de un
tratamiento con inyecciones de solucion salina o NAD*. El grupo HFN11, a diferencia de los otros grupos,
tiene un inicio de actividad inhibida como resultado del tratamiento con 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 LD y LDT, $ Diferencia estadistica entre LD y DDT, # diferencia
estadistica entre LDT y DDT.
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Figura 25 Cuantificacién de la actividad motriz cada 30 minutos de los grupos HF, HFN11, y
HFN23.Esta informacién fue obtenida mediante el programa OASPAD20 y se analizaron utilizando
RhythmicAlly. Las distintas condiciones experimentales corresponden a LD (Luz 12 horas, oscuridad 12
horas) LDT (Luz 12 horas, oscuridad 12 horas més tratamiento con NAD*) y DDT (Oscuridad completa
mas tratamiento con NAD* o solucion salina). La sefial, representada en el eje Y, se mide en unidades
arbitrarias (valores/bin). Las lineas punteadas en la grafica sefialan las variaciones en el comportamiento
de un tratamiento con inyecciones de solucién salina o NAD*. El grupo HFN11, a diferencia de los otros
grupos, tiene un inicio de actividad inhibida como resultado del tratamiento con NAD*. El analisis
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 LD y LDT, $ Diferencia estadistica entre LD y DDT, #
diferencia estadistica entre LDT y DDT.

8.14 El tratamiento con NAD* resulta en un cambio significativo del periodo y de

la amplitud del ciclo de actividad.

Se encontraron cambios significativos en el periodo (determinado con RhythmicAlly;
seccion 6.8), del ciclo de actividad los ratones como resultado del tratamiento con NAD.
Esto indica que la administracion de NAD* tuvo un impacto en la duracion del ciclo
circadiano de los animales (Figura 24A). Sin embargo, no se encontraron cambios
significativos en la potencia de la amplitud (determinada con RhythmicAlly), lo que
sugiere que los resultados obtenidos en relacion con los periodos tienen una
confiabilidad similar. Esto significa que la precision y la consistencia de los datos sobre

los periodos se mantienen a pesar del tratamiento con NAD™.
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Figura 26 Andlisis de los periodos a partir de los datos de movimiento. (A) El periodo mas probable

por el método de periodograma de Chi-square. (B) La potencia la certeza con la cual se ha calculado el

periodo. El andlisis estadistico se hizo por una ANOVA de dos vias con post hoc test de Turkey para

comparaciones multiples (a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01;
Por otro lado, el analisis con COSINOR indicé cambios en la amplitud de los periodos y la
robustez del ritmo tras el tratamiento con NAD*. En ambos grupos, HFN11 y HFN23, se
observaron disminuciones significativas en la amplitud. Esta disminucion en amplitud
corrobora la reduccién encontrada con respecto a la robustez de los ritmos circadianos
en estos grupos. Estos resultados sugieren que el tratamiento con NAD* puede afectar
tanto a la duracion del periodo circadiano como la robustez de los ritmos circadianos en
ratones. La disminucion en la amplitud y la robustez del periodo podria indicar posibles

disturbios en la actividad nocturna.
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Figura 27 Evaluacién de la amplitud y robustez de los ritmos circadianos en los grupos HF,
HFN11 y HFN23 bajo diferentes condiciones de luz y tratamiento. (A) Representa la grafica de
la amplitud de los ritmos circadianos, calculada utilizando el software COSINOR, donde la amplitud
indica la magnitud o rango de variacion del ritmo bioldgico. (B) Representacion gréafica de la robustez
del ritmo circadiano, también determinada por COSINOR. Se observ6 una disminucion significativa
en la robustez para los grupos HFN11 y HFN23, sugiriendo una menor confiabilidad en la
informacion de los ritmos para estos grupos. El analisis estadistico se hizo por una ANOVA de dos
vias con post hoc test de Turkey para comparaciones multiples (a=0.05), *P < 0.05; **P <0.01;

8.15 El tratamiento con NAD* disminuye la actividad motora

Debido a que se encontraron cambios en la amplitud de la actividad al inicio de la fase
de actividad se cuantificO el movimiento por analisis de area bajo la curva de la
cuantificacion de la actividad motriz. Es interesante notar que, solo se encontraron
diferencias significativas en el grupo HFN23 (Figura 31) en donde se encontr6 que el
tratamiento con NAD+ al ZT23 produce una disminucion en la actividad motriz cuando
este se administra en condiciones de luz oscuridad.
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Figura 28. Cuantificacion de movimiento de ratones. La cuantificacion
se calculé a partir del area bajo la curva recabados con el sistema
OASPAD. Se encuentran diferencias significativas en el grupo HFN23
comparando a condiciones de LD con tratamiento versus LD sin
tratamiento. El andlisis estadistico se hizo por una ANOVA de dos vias con
post hoc test de Turkey para comparaciones multiples (a=0.05), *P < 0.05;
**P <0.01
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9. DISCUSION

La técnica de tincibn de Nissl es ampliamente utilizada para la identificacién de
estructuras neuronales en cortes de tejido cerebral (Bolon et al., 2013). En este estudio,

esta técnica se demostro efectiva para la identificacion de los nucleos hipotalamicos.

La estandarizacion del protocolo para qPCR utilizando un cerebro de raton de pruebay
RNA extraido por separado de los nucleos SCN, ARC y VMH fue clave para poder
evaluar una cantidad considerable de genes. Una de las dificultades de este
experimento fue la limitante de material dadas las pequefias muestras de tejido
obtenidas. La concentracion de cDNA 3.75ng/ul permitié evaluar una buena cantidad de
genes y al mismo tiempo no tener un sacrificio significativo en la resolucion de los

resultados de qPCR.

Las pruebas a genes que presentan una mayor expresion en SCN, ARC y VMH fueron
un punto importante para evaluar silas muestras obtenidas correspondian a los nucleos
de interés. Primero, se utiliz6 el gen de Vip, para verificar si el SCN se habia
diseccionado correctamente ya que las neuronas de VIP se encuentran enriquecidas
en el SCN (Kalamatianos et al., 2004; Kawamoto et al., 2003; Wen et al., 2020). Los
resultados del analisis estadistico sugieren que la diseccion del SCN fue exitosa, ya
gue se encontré6 de manera significativa una mayor expresion del gen de Vip en este
ndcleo en comparacion con los otros nucleos de interés. Consecuentemente, una mayor

expresion relativa significa que las muestras seran mas fiables.

Es importante sefalar que se utilizé6 también Six6 para corroborar los hallazgos
encontrados con Vip. Sin embargo, el uso de este gen como marcador tiene varias
limitaciones. Se sabe que la expresion de Six6 tiene una expresion alta en el SCN (Wen
et al., 2020). Sin embargo, también se ha reportado que este gen también se expresa

en otras regiones hipotalamicas ademas de que esta involucrado en el desarrollo.
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Particularmente, se ha encontrado que Six6, el cual es requerido durante el desarrollo,
segrega progresivamente a otras areas hipotalamicas (Conte et al., 2005). Esto sugiere

gue su expresion podria cambiar a medida que los ratones crecen.

También se hizo la evaluacion de genes importantes para el ARC: Pomc y Agrp. Estos
genes estan involucrados en la regulacién de la ingesta de alimentos, donde la
melanocortina, producto del procesamiento de POMC actia como sefializador de la
saciedad y AgRP como regulador del impulso de comer (Kwon & Jo, 2020). La
evaluacion de Pomc y Agrp fue clave por dos razones: en primer lugar, para aumentar
la fidelidad de las muestras de SCN y, en segundo lugar, para corroborar que la

diseccion del ARC fue efectiva.

Los resultados mostraron que los niveles de expresion de Pomc y Agrp fueron mayores
en las muestras del ARC en comparacion con las obtenidas del SCN y VMH. Agrp es
un gen que abunda prominentemente en el ARC (Arai et al., 2010; Nilsson et al., 2005).
Esto sugiere que las muestras de ARC fueron efectivamente diseccionadas. Sin
embargo, después del analisis estadistico se encontré que solo la expresion de Agrp
en ARC fue significativamente diferente de la en SCN y VMH, més no la de Pomc. Una
posible explicacion es que la expresién de Pomc en el ARC puede ser mas variable que
la de Agrp, lo cual pudo haber contribuido a una falta de diferencia significa en los
niveles de expresiéon de Pomc entre las muestras de los distintos grupos. Cabe destacar
gue la expresion de Pomc y Agrp varia a lo largo del dia (Albert et al., 2015; Jamali &
Tramu, 1997). Al evaluar la pureza de las muestras utilizando solamente un punto
temporal (ZT12), es probable que los resultados hayan sido mas favorables para Pomc
gue para Agrp. Esto se debe a que la expresiéon de estos genes cambia durante el dia
(Stutz et al., 2007). Un estudio interesante seria evaluar los niveles de expresion de
Pomc y Agrp a lo largo del ciclo de 24 horas, lo cual permitiria determinar con mayor
precisibn como estos genes contribuyen a regulacion del apetito y la ingesta de

alimentos en el tratamiento de NAD*.
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Se encontré que la administracion del NAD* al ZT23 puede tener un efecto significativo
en la regulacion de genes del reloj en el SCN, por lo tanto, en el reloj circadiano. El
andlisis de los transcritos de la maquinaria del reloj en el SCN arrojé que el NAD*
provocd cambios considerables en la fase en la que se expresan Bmall, Nr1dl, Cryl,
Perl y Per2 o, incluso, que se invirtieron como consecuencia del NAD* al ZT23.
Anteriormente se ha demostrado que una dieta alta en grasas causa una disrupcion en
los ritmos circadianos ademas de que una gran cantidad de genes, inesperadamente,
adquieren comportamiento oscilatorio circadiano (Guo et al., 2021). Particularmente, en
los nucleos hipotalamicos, se ha encontrado que una dieta alta en grasas puede
provocar alteraciones en la expresion del reloj molecular (Oosterman et al., 2015).
Varias investigaciones sugieren que un cambio en la expresion de fase de Bmall puede
resultar en cambios en los ritmos circadianos y en procesos metabdlicos (Ikeda, 2014;
Woon et al., 2007). Es posible que el cambio de fase observado en Bmall en el grupo
HFN23 genere cambios que no permitan que el NAD* actie con sus propiedades
protectoras hacia la ganancia de peso tan eficientemente como sucede en el grupo
HFN11. Por otra parte, Nrldl, gen que codifica para REV-ERB, tiene una relacion
estrecha con la expresion de BMAL1/CLOCK. Al ser REV-ERB un represor de la
transcripcion de Bmall encontramos una relacion inversa en la expresion de estos
(Guillaumond et al., 2005).

El anadlisis de los genes del reloj también muestra cambios para Perl, Per2 que son
consistentes con la literatura y que podrian afectar el funcionamiento del SCN. Perly
Per2 muestran oscilaciones circadianas las cuales llegan a su punto maximo durante la
noche y bajan durante el dia (Yan et al., 1999). (Riddle et al., 2017). La expresion de
Perl y Per2 varia en el SCN lo que sugiere que su distribucion esta relacionada a la
codificacion y comunicacion de informacion temporal (Riddle et al., 2017). Se ha
encontrado que Per2 es importante para la determinacion del periodo en el SCN
(Pendergast et al., 2010). Mientras que Perl es requerido para la ruta de remodelacién
de lipidos a través de las proteinas ancladas por GPI. En este estudio, la expresion de
Perl y Per2 tuvieron patrones de expresion similares en los diferentes grupos. Esto es

coherente con previos analisis en la expresion de estos genes (Matsui et al., 2005). El
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cambio de fase observado en el grupo HFN23, podria tener efectos sobre el periodo
circadiano. Por ultimo, la expresion de Cryl se observa de manera opuesta a Perl y
Per2.

Las proteinas CRY1 y CRY2 desempefian papeles esenciales en el mantenimiento de
los ritmos circadianos. Se ha encontrado que la ausencia de ambas proteinas conduce
a la pérdida de la ritmicidad circadiana (van der Horst et al., 1999). En este estudio hay
un cambio de fase en Cryl con una disminucion en la robustez circadiana. El retraso
de fase observado en la expresion de CRY1 podria alterar potencialmente el equilibrio
regulador dentro del reloj circadiano. El retraso de fase observado en la expresion de
CRY1 podria ser parte del mecanismo por el cual actia el NAD* ya que CRY1y CRY2
pueden actuar como inhibidores de CLOCK-BMAL1l independientemente de la
presencia de luz (Griffin et al.,, 1999). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en la expresion de CRY1 en los distintos grupos. Un andlisis interesante

podria estudiar también la expresion de CRY2 y hacer una comparacién en CRY1.

En resumen, la alteracién del programa circadiano en el SCN podria comprometer la
eficiencia del suefio y el rendimiento cognitivo. Se ha encontrado que varias
enfermedades psiquiatricas, neuroldgicas y metabdlicas estan relacionados con
mantenimiento de los ritmos circadianos (Roh et al., 2012; Xie et al., 2013). El SCN
tiene proyecciones que van desde el hipotalamo hasta el &rea subcortical y del tronco
encefélico (Colwell, 2011; Gizowski et al., 2016). El area subcortical esta involucrada
en la regulacion de emociones mientras que el tronco encefalico es el centro por el cual
se controlan funciones involuntarias como el movimiento de los musculos del estbmago
gue son necesarios para la digestion de los alimentos. Los cambios observados en el
SCN al ZT23 podrian comprometer la calidad de los procesos involuntarios. Uno de los
puntos a resaltar en este estudio es que los cambios en la expresion de la maquinaria
del reloj en el higado podrian ser regulados a través del SCN. Ahora, considerando que
el SCN se encuentra en la cima jerarquica de la regulacién de los ritmos circadianos es

posible que haya también cambios de fase en otros 6rganos o regiones cerebrales. Mas
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estudios son necesarios para determinar el grado de alcance sobre el reloj biol6gico
gue tiene el NAD™. Sin embargo, los cambios de fase, producto del tratamiento de NAD*
observados en este estudio, podrian utilizarse como suplemento para combatir los

efectos negativos de los viajes entre zonas con distintos horarios.

Ademas, se seleccionaron ciertos genes que estan involucrados con la sincronizaciéon
circadiana y que muestran comportamiento oscilatorio circadiano. El primero de estos
fue el gen de Vip y su receptor Vip2r. Ambos juegan un papel en la regulacion de
factores que interpretan sefales de luz en el SCN. Por ejemplo, el VIP regula la
capacidad de respuesta de las células del SCN a los efectos de la luz (Dragich et al.,
2010). También se han reportado cambios en la expresion de Vip con la edad.
Especificamente, se encontré que envejecer modifica el patrén de expresion del mMRNA
del VIP en el SCN (Krajnak et al., 1998). Se ha encontrado una correlacion entre los
niveles de NAD* y el envejecimiento en los cuales podrian también estar actuando los
niveles de Vip (Covarrubias et al., 2021). Por ultimo, los cambios transcripcionales que
ocurren en los niveles de Vip, incluso en condiciones de luz y oscuridad, sugiere que
las rutas de sincronizacion por luz estan siendo afectadas. Sin embargo, en este estudio
no se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos tanto para Vip
como su receptor Vip2r. Se sugiere investigar los efectos del tratamiento con NAD* en

la expresion de Vip en el SCN en condiciones de oscuridad completa.

Por otra parte, se ha encontrado que el gen de Vip varia entre diferentes especies bajo
distintas condiciones. Aunque Vip participa en la ruta que provoca el cambio de fase en
el reloj molecular, es posible que este cambio no se manifieste de la misma manera en
humanos. En ratas, por ejemplo, los niveles de mRNA de VIP incrementan durante la
noche y disminuyen durante el dia (Takahashi et al., 1989). Es interesante notar que,
cuando el experimento se da en condiciones de oscuridad completa (DD), la expresion
de VIP, asi como de su mRNA, no es ritmica (Shinohara et al., 1999). Para los ratones,
el caso es distinto: VIP y su mRNA muestran oscilaciones tanto en ciclos de luz y

oscuridad como en oscuridad constante (Dardente et al., 2004).
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Se evalu6 también la expresion de Prok2 y Prokr2, estos genes son importantes para
varios procesos fisioldgicos. En estos genes se encontraron las diferencias mas
marcadas Y significativas en los cambios de fase provocados por el tratamiento de ZT23.
Magnan descubrié que PROK?2 esta implicada en el control del metabolismo energético
y la ingesta de alimentos (2021). Es posible que, los cambios que provoca el tratamiento

del NAD* estén asociados a este gen debido a su relacion con el metabolismo.

Asimismo, se hizo la evaluacion de Rasd1l. Existe informacion limitada sobre la expresion
y el metabolismo de Rasdl en el SCN. Takahashi (Hirokazu Takahashi et al., 2003)
descubrié que el gen Rasdl, se expresa de forma ritmica circadiana en el SCN de
ratones. Esto es consistente con nuestros resultados. Sin embargo, este trabajo no
aborda directamente la expresion o el metabolismo de Rasdl1. Garvey encontré que Rad,
una GTPasa, esta positivamente correlacionada con el IMC y el porcentaje de grasa
corporal, y negativamente correlacionada con la tasa metabdlica en reposo, pero no
aborda Rasdl o el SCN (Garvey et al.,, 1997). En general, la informacion sobre la
expresion y el metabolismo de Rasdl en el SCN es limitada en los articulos recopilados,
es necesaria mas informacion. Dada la relacion entre Rasdl, Rad y el indice de masa
corporal, es posible que esta proteina esté involucrada en la regulacion del peso corporal

en ratoén.

También, se estudi6 el gen de Zfhx3, el cual es importante en metabolismo y
diferenciacion neuronal con una estrecha relacion a ritmos circadianos. Parsons 2015
descubrié que una mutacion sin sentido en ZFHX3 acelera los ritmos circadianos en
ratones, y que ZFHX3 regula la transcripcion a través de la interaccion directa con
motivos AT predichos en genes diana. Se descubrié que una mutacion sin sentido en
ZFHX3 altera el metabolismo y la expresion geénica hipotalamica en ratones,
probablemente alterando la expresion de neuropéptidos clave en el nicleo arqueado.
Seria interesante evaluar el efecto de los neuropéptidos del nucleo arqueado
considerando que pueden ser afectados por ZHFX3 (Patrick et al., 2022). Se encontré

gue ZFHX3 es critico para mantener la ritmicidad en el sistema circadiano de mamiferos
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adultos (Wilcox et al., 2017). Curiosamente, se encontré que para este gen no hubo un
cambio de fase para el grupo HFN23. Sin embargo, con el tratamiento a HFN11 si se
encontré un cambio de fase. Esto sugiere que HFN23 esta generando un cambio de fase
solo sobre algunos genes ciclicos.

El presente estudio investigo el efecto de los tratamientos de NAD* administrados a
diferentes tiempos circadianos, CT11y CT23, en relacién con el peso corporal de ratones
que consumieron una dieta hipercalérica en condiciones de oscuridad completa para
evaluar si el NAD" tiene propiedades de ser un zeitgeber. Los resultados obtenidos
revelaron que el NAD* tuvo una disminucion significativa en el peso corporal de los
ratones en comparacion con los ratones control que recibieron una inyeccion salina. Sin
embargo, es importante sefialar que la disminucién de peso corporal fue mayor para el
grupo que recibi6 NAD* al CT23 lo cual es opuesto a lo observado por (Escalante-
Covarrubias et al., 2023). Esto sugiere que la luz participa en conjunto con el tratamiento
en la reduccion de peso corporal, aunque los mecanismos subyacentes de este

mecanismo no son claros.

En concordancia con investigaciones anteriores realizadas en nuestro laboratorio, se
observé una disminucion en el peso en los animales tratados con NAD*. Estos hallazgos
respaldan la nocidén de que el NAD" tiene propiedades beneficiosas en la regulacion del
peso corporal. En primer lugar, al analizar el consumo alimenticio en relacion con el peso
corporal, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos en las tres etapas
del experimento. Esto sugiere que, en general, el tratamiento con NAD* no tuvo un efecto
directo en el consumo de alimentos de los ratones en comparacion con los grupos de

control.

Sin embargo, se observé un patrén particular en el consumo alimenticio de los ratones
pertenecientes al grupo HFN11l. Estos ratones disminuyeron significativamente su
consumo durante la primera semana del inicio del tratamiento y curiosamente, cuando
se les elimind la luz, comenzaron a aumentar su consumo durante esta primera semana

de oscuridad completa. Esto es posible que se deba a los cambios observados al inicio
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de la fase activa en el grupo HFN11. Al realizar comparaciones entre una semana antes
y una semana después de comenzar la oscuridad completa, se encontré una diferencia
significativa en el consumo de alimentos en relacion con el peso de los ratones HFN11
(Figura 13C). Estos hallazgos indican que la cronoterapia con NAD* puede influir en la

conducta alimentaria de estos ratones dependiendo del zeitgeber de luz.

Sin embargo, al comparar el consumo de alimentos tres semanas antes y tres semanas
después del inicio del tratamiento, no se encontraron diferencias significativas dentro de
los mismos grupos. Esto sugiere que, si bien el tratamiento con NAD* puede tener un
efecto en la ganancia de peso de los ratones con dieta hipercalérica, este efecto no se
debe directamente al consumo total de alimentos, al menos en el periodo de tiempo

evaluado, aunque los patrones de ingesta pudieran estar alterados en ausencia de luz.

Estos resultados plantean interrogantes sobre los mecanismos subyacentes a la relaciéon
entre la cronoterapia con NAD* y la conducta alimentaria en ratones. Se requiere una
mayor investigacion para comprender completamente los efectos del NAD* en la
regulacion del consumo de alimentos y la ganancia de peso, asi como para determinar

si estos hallazgos pueden extrapolarse a otros modelos animales o incluso a humanos.

Es interesante notar que, a pesar de los cambios significativos de expresion de genes
del reloj observados en el SCN, estos cambios no se reflejaron en un cambio de fase
significativo tras el seguimiento del comportamiento de los ratones con infrarrojo. Es
importante hacer notar que los animales fueron sacrificados en condiciones DD. A raiz
de esto, la luz ya no actia como un sincronizador. Aparentemente, el NAD+, podria
actuar como un agente sincronizador de la actividad y posiblemente otros factores. Se
observaron patrones interesantes que proporcionan informaciéon relevante sobre los
efectos del NAD* en el ritmo circadiano y actividad motriz de los ratones. En cuanto al
tratamiento con NAD*, se observé que los ratones del grupo HFN11 experimentaron
una supresién de la actividad al comienzo de la fase activa, mientras que esta supresion
no se vio en el grupo HFN23 o grupo control, HF. Ademas, se encontraron cambios

significativos durante la oscuridad completa en el grupo HFN23 que indican un patron
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de suefio distinto. Sin embargo, mas datos son necesarios para corroborar el efecto del

tratamiento con NAD* al CT23 en los patrones de suefio.

El papel sincronizador del NAD* podria esclarecerse al mejorar la resolucion de los
patrones de comportamiento incrementando el tiempo experimental. Un punto clave
seria el incluir a ratones con una dieta normocaldrica en el estudio. A pesar de que
algunos ratones redujeron notablemente su peso, no mostraron cambios en las
dinamicas de inicio o final de fase; estas se mantuvieron constantes. Es viable que la
dieta alta en grasas cause cambios en el periodo que no son evidentes justo después
de la pérdida de peso. Es crucial considerar estos factores al evaluar los efectos del

NAD* y las dietas en el comportamiento de los ratones.
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10. CONCLUSOINES

1. La técnica de tincion de Nissl es efectiva para la identificacion de nucleos
hipotalamicos en cortes de tejido cerebral.

2. La expresion de genes especificos del SCN fue util para verificar la correcta diseccion
de los ndcleos de interés.

3. El aumento de la concentracion de NAD* en un momento especifico del dia, funciona
como un sefalizador de tiempo y capaz de reprogramar el reloj circadiano del SCN.

4. Los cambios en la expresion de los genes del reloj (Bmall, Nrldl, Cryl, Perl, Per2)
tienen un efecto en el comportamiento circadiano de ratones obesos.

5. El tratamiento con NAD* resulta en una supresion en la amplitud de la actividad inicial.
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11. ANEXOS

SCNB8(150ng)
SCN(50ng)
ARC(150ng)
ARC(50ng)
VMHB8(150ng)
VMH8(50ng)

Bo00RN

Figura S1. Resultados de gPCR para beta actina en las
muestras del SCN, ARC y VMH. Los datos fueron sometidos a
analisis estadistico mediante ANOVA de una sola via. Las muestras
del SCN y ARC exhibieron diferencias significativas en el valor de
Cq mientras que para las muestras del VMH nono se encontré un
efecto significativo en la resolucion al utilizar las dos distintas
concentraciones. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

APENDICE A. Gelatinizacién de Laminillas

Preparacién de la solucion de gelatina:

a. Se pesaron 1.25 g de gelatina (300 Bloom, tipo A) en un matraz o recipiente

adecuado.

b. Se afadieron 0.125 g de sulfato de potasio y cromo a la gelatina.
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c. Se agregaron 250 mL de agua destilada (ddH20) al recipiente con la gelatina y el

sulfato de potasio y cromo.

d. Se cubrié el recipiente con papel de aluminio para evitar la evaporacion y

contaminacion.

e. Se coloco el recipiente en un bafio de agua con agitacion y se calentd a 45°C mientras
se agitaba suavemente hasta que la gelatina y el sulfato de potasio y cromo se

disolvieron completamente.

f. Una vez disuelta, se filtr6 la solucidon de gelatina para eliminar cualquier particula o

impureza presente.

g. Se dejo enfriar la solucion filtrada a temperatura ambiente.

Preparacion de las laminillas:

a. Se preparé una solucién 1:1 de acido acético glacial y etanol al 95% en un recipiente

adecuado.

b. Se sumergieron las laminillas de vidrio en la solucién 1:1 de &acido acético glacial y
etanol al 95% durante unos minutos para desengrasarlas y eliminar cualquier residuo.
c. Se retiraron las laminillas de la solucion desengrasante y se enjuagaron en dos bafios
de agua destilada, cambiando el agua frecuentemente para eliminar cualquier residuo

guimico o contaminante.

Gelatinizacién de las laminillas:

a. Se sumergieron las laminillas en la solucion de gelatina preparada durante 5 minutos,

asegurandose de que estuvieran completamente cubiertas.

b. Pasados los 5 minutos, se retiraron las laminillas de la solucion de gelatina y se dejo

gue el exceso de liquido escurriera suavemente.

c. Se colocaron las laminillas boca arriba en una superficie plana y se dejé que se

secaran durante 24 horas a temperatura ambiente.
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Nota: Durante el proceso de gelatinizacion de las laminillas, se manejaron con cuidado

para evitar rayaduras o dafios en la superficie. Ademas, se recomendo realizar este

procedimiento en un ambiente limpio y libre de polvo para evitar contaminaciones

indeseadas.

APENDICE B. Primers

Tabla S1. Secuencia de oligos utilizados para reacciones de gPCR.

Primer
Agrp
Agrp
Avp

Avp

Rv

Fw

Rv

Secuencia
CAGAAGCTTTGGCGGAGGT
AGGACTCGTGCAGCCTTACAC
GCTGCCAGGAGGAGAACTAC

AAAAACCGTCGTGGCACTCG



B2m
B2m
Bactin
Bactin
Bmall
Bmall
Cryl
Cryl
Cry2Fw
Cry2Rv
DEXRAS1
DEXRAS1
Grpfor
Grprev

NriD1

NriD1
Perl
Perl
Per2
Per2
Pomc
Pomc

Prok2

Prok2

Fw

Rv

Fw

Rv

Fw

Rv

Rv

Fw

Rv

Fw

Rv

Fw

Rv

Rv

Fw

Fw

Rv
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GGTCTTTCTGGTGCTTGTCTCA

GTTCGGCTTCCCATTCTCC

GGCTGTATTCCCCATCG

CCAGTTGGTAACGCCATGT

CCAAGAAAGTATGGACACAGACAAA

GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT

CTGGCGTGGAAGTCATCGT

CTGTCCGCCATTGAGTTCTATG

ACTGGTTCCGCAAAGGACTA

GGTCGAGGATGTAGACGCAG

CCACACAACCTGAGGACCTT

TTCACAGCAGGTGACTGTCC

GCCTCTCAGTCTCCAGCCTA

GCAGTTCCTCCCTTTTCCTT

GGGCACAAGCAACATTACCA

CACGTCCCCACACACCTTAC

GTGCACAGCACCCAGTTCCC

ACCAGCGTGTCATGATGACATA

GGCTTCACCATGCCTGTTGT

GGAGTTATTTCGGAGGCAAGTGT

CTGCTTCAGACCTCCATAGATGTG

CAGCGAGAGGTCGAGTTTG

CCCCCTGACTCGGAAAAGTC

TCCTTAAACACGCCAAGCCT
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Prokr2 Fw GCAAGCCTCAACCAGAGCTA
Rfx4For Fw GGCATAGCGGTGAAGGAGAG
Rfx4Rev Rv  AAAGTCTGGCAGCAATGTCC
Sfl Fw CTGTGCGTGCTGATCGAATG
Sfl Rv  GGTCTCCAGCTTGAAGCCAT
Six6For Fw GTGGGCAACTGGTTCAAAAA

Six6Rev  Rv  AGATGTCGCACTCACTGTCG

Vip Fw ACGAATCAGCAGCAGCATCT
Vip Rv  CCCTCACTGCTCCTCTTTCC
Vipr2 Fw GACGTTGGGGAAACTGTCAC
Vipr2 Rv.  AGCCACACGCATCTATGAAA
Zhfx3 Fw CCAATAGCCTGGAGAAGCTG

Zhfx3 Rv  AGTTGCACAGGACACAGTGG
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APENDICE C. Dieta alta en grasas

DIO Rodent Purified Diet w/60% Energy From Fat - Blue 58Y1

DESCRIPTION NUTRITIONAL PROFILE!
Diet Induced Obesity Rodent Purified Diet with PP -
60% Energy From Fat - Dyed Blue is based on AIN- Pmt(_em’ % 23.6 Mlgerals
76A Semi-Purified Diet, Rat or Mouse 5800-B. See Arginine, % 0.90 Calcium, % 078
Van Heek et al_, J. Clin. Invest. 99:385-390, 1997, Histidine, % 067 Phosphorus, % 059
initial hi la.
forinitial use of this formula Isoleucine, % 124 Phosphorus (available), % 059
Storage conditions are particularly critical to Leucine, % 224 Potassium, % 0.77
TestDiet® products, due to the absence of Lysine, % 188 Magnesium, % 007
antioxidants or preservative agents. To provide o 5 i ¥ 3
maximum protection against possible changes Methionine, % 067  Sodium, % 0.13
during storage, store in a dry, cool location. Cystine, % 048 Chlorine, % 0.20
Storage under refrigeration (2° C) is = s
recommended. Maximum shelf life is six months. Phenylalanine, % 124 Fluorine, ppm 1.2
(If long term studies are involved, storing the diet Tyrosine, % 1.31 Iron, ppm 60
at-20° C or colder may prolong shelf life.) Be Threonine. % 100 Zinc, ppm 46
certain to keep in air tight containers. 2 ! :
Tryptophan, % 0.29 Manganese, ppm 76
Valine, % 147 Copper, ppm 78
Product Forms Available* Catalog # Alanine, % 071 Cobalt, ppm 0.0
Meal 1810473 Aspartic Acid, % 166 lodine, ppm 0.27
1/2" Pellet, Iradiated 56833 Glutamic Acid, % 528  Chromium, ppm 26
112" Pellet 58126 Glycine, % 0.50 Molybdenum, ppm 211
Proline, % 3.04 Selenium, ppm 021
P Serine, % 143
*QOther Forms Available By Request d - :
e Taurine, % ooo Vitamins
{l‘rldG REDIENTS 316600 Vitamin A, 1U/g 52
a 4
Cosein - Vitami Fat, % 34.9  vitamin D-3 (added), U/g 13
asein - Vitamin Free 258450 Cholssisial oo 301 o
Maltodexirin 16.1530 gy Vitamin E, 1Ukg 646
Sucrose 88910 Linoleic Acid, % 470 vitamin K (as menadione), ppm 0.65
Powdered Cellulose 6.4610 Linolenic Acid, % 039 Thiamin Hydrochloride, ppm 7.8
Soybean Oil 32310 Arachidonic Acid, % 0.06 Riboflavin, ppm 78
Potassium Citrate, Tribasic 21320 Omega-3 Fatty Acids, % 039 Niacin, ppm 39
'[‘)"_°"°'_‘Vd'a‘e Total Saturated Fatty Acids, % 1368 pantothenic Acid, ppm i0
icalcium Phosphate 1.6800 TolalMoncinsatiiatad 4 2
DIO Mineral Mix 12020 Fatty Acids, % jagg  croliefcid, pom 28
AIN-76A Vitamin Mix 1.2920 ' Pyridoxine, ppm 74
Calcium Carbonate 0.7110 Fiber (max), % 6.5 Biotin, ppm 0.3
’ s :
L-Cystine 0.3880 Vitamin B-12, meg/kg 13
Choline Bitartrate 02580 | Carbohydrates, % 25.9  choline Chloride, ppm 1,290
Blue Dye 0.0060 . .
2 Ascorbic Acid, ppm 0.0
Energy (kcal/g) 5.16 e
From: keal % 1. Based on the latest ingredient analysis
Part of the TestDiet® "Blue-Pink-Yellow" 3 information. Since nutrient composition of
DIO Series ("van Heek" Series) Protein 0943 183 E%tural ingrg_dierts l\\/la:ie_zs, tznalysis w(iell1
DIO Rodent Purified Diet wi10% Energy From Fat - | 2t (ether extract B i re
Yellow Carbohydrates 087 O othenwe & atod
1/2" Pellet - Catalog # 58124 (58Y2) S e
Meal - Catalog # 56834 (58Y2 2. Energy (kcal/gm) - Sum of decimal
eal - Latalog ( ) fractions of protein, fa_t and carbohydrate x
DIO Rodent Purified Diet wi45% Energy From Fat - 4.9, kcallgmirespectively.
Red
1/2" Pellet - Catalog # 58125 (58V8)
1/2" Pellet, Irradiated - Catalog # 55629 (58V8)
Meal - Catalog # 1810729 (58V8)
Meal, Irradiated - Catalog # 1810730 (58V8)
FEEDING DIRECTIONS
Feed ad libitum. Plenty of fresh, clean water
should be available at all times.
CAUTION:
Perishable - store properly upon receipt.
For experimental use only, not for human consumption.
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